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RESUMO 

 

 

Ações antrópicas têm incidido fortes impactos sobre a ictiofauna, influindo no sucesso 

reprodutivo destas espécies, e em muitos casos, comprometendo sustentabilidade das 

populações de peixes. Deste modo, avaliar quais espécies completa efetivamente o 

recrutamento populacional é imprescindível para traçar medidas de conservação eficazes. 

Uma das abordagens mais eficientes para avaliação do processo de recrutamento é 

quantificação e identificação de ovos e larvas, embora, a identificação de indivíduos em 

diferentes fases de desenvolvimento seja extremamente complexa. Neste contexto, objetiva-se 

com o presente estudo identificar os produtos reprodutivos de peixes (ovos e larvas) através 

do uso da metodologia DNA barcoding, relacionando os produtos reprodutivos com suas 

respectivas espécies no Rio Paranapanema, bacia do alto Rio Paraná.  Amostragens foram 

realizadas ao longo do período de maior atividade reprodutiva dos peixes (outubro a 

fevereiro) entre os anos de 2012 e 2013, em diferentes pontos da bacia do médio rio 

Paranapanema. Análises de distância genética a partir de sequências do gene CO1 de 

aproximadamente 648pb possibilitaram a identificação de 99,81% das 536 amostras de ovos 

(293) e larvas (243) submetidas à análise, resultando em 37 espécies distribuídas em 27 

gêneros, 15 famílias e quatro ordens. Os tributários da porção lótica do reservatório de 

Capivara mostraram a maior riqueza de espécies e densidade de ovos, bem como a maior 

frequência de espécies migradoras. A identificação molecular de ovos contribuiu com cerca 

de 30% da riqueza de espécies, além de indicar a existência de táxons restritos a este tipo de 

material. Os resultados apresentados demonstram a eficiência da abordagem DNA barcoding 

na identificação molecular do ictioplâncton, fornecendo informações precisas para programas 

manejo e conservação. 

 

Palavras-chave: Ictioplâncton. DNA barcoding. mtDNA. Recrutamento. 
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ABSTRACT 

 

 

Human actions have focused strong impacts on fish, influencing the breeding success of these 

species and, in many cases, compromising sustainability of fish populations. Therefore, assess 

which species effectively complete the recruitment process is essential to outline effective 

conservation measures. The quantification and identification of Fish eggs and larvae is one of 

the most effective approaches for assessing the recruitment effectiveness, however, 

identification of individuals at different development stages is extremely complex. Thus, this 

study aim was to identify the fish eggs and larvae using DNA barcoding methodology, linking 

the early life stages with their respective species in Paranapanema River basin, upper Parana 

River basin. Samplings were made throughout the period of greatest fish reproductive activity 

(October to February), between 2012 and 2013, in different localities of the Middle-Lower 

Paranapanema River Basin. Genetic distances analysis from CO1 gene sequences, with 

approximately 648pb, allowed identification of 99.81% from 536 samples of eggs (293) and 

larvae (243) subjected to analysis, resulting in 37 species in 27 genera, 15 families and four 

orders. Tributaries in lotic portion of the Capivara reservoir showed the greatest species 

richness and egg density, as well the higher frequency of the migratory fish species. The 

molecular identification of eggs contributed about 30% of species richness, also to indicating 

the existence of taxa restricted to this type of material. The results here presented demonstrate 

the efficiency of DNA barcoding approach in molecular identification of ichthyoplankton, 

providing accurate information for management and conservation programs. 

 

Keywords: Ichthyoplankton. DNA barcoding. mtDNA. Recruitment. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil é um dos países com maior diversidade de organismos em ecossistemas 

aquáticos continentais do planeta, e também um dos que mais sofre com as atividades 

humanas nesses ambientes. Em particular as comunidades de peixes são extremamente 

afetadas pela poluição, eutrofização, assoreamento, pesca excessiva, introdução de espécies e 

construção de barragens (AGOSTINHO et al., 2005). 

Dentre estes distúrbios a construção de barragens se destaca por alterar 

expressivamente a dinâmica do rio, tanto a jusante quanto à montante do empreendimento 

(NILSSON et al., 2005). Uma vez que este tipo alteração ocorre, o recrutamento de peixes 

(sobrevivência dos indivíduos até a fase reprodutiva) fica completamente comprometido, em 

especial para as espécies de peixes com hábito migrador que dependem de diferentes fatores e 

diversos ambientes para completar seu ciclo reprodutivo (VAZOLLER et al., 1996; 

AGOSTINHO et al., 2005; SUZUKI et al., 2009). 

Situada na região mais densamente ocupada do país, a bacia do alto rio Paraná foi 

altamente impactada nas ultimas décadas com a construção de barramentos (AGOSTINHO et 

al., 2008). Como exemplo, o rio Paranapanema, um dos principais afluentes desta bacia, 

atualmente é fragmentado por 11 barragens que segmentam o rio em um sistema de cascata 

(DUKE ENERGY, 2008). Alguns trechos do rio encontram-se desprovidos de acesso a 

tributários e áreas lóticas confinando as populações residentes em ambientes lênticos sem 

qualquer acesso a rotas migratórias alternativas, o que pode levar a diminuição ou a ausência 

de atividade reprodutiva de várias espécies de peixes (VIANNA e NOGUEIRA, 2008; 

SUZUKI, 2009; ORSI, 2010).  

Frequentemente as ações mitigatórias de impactos causados por hidroelétricas 

concentram-se na reposição maciça de indivíduos de algumas espécies nos lagos dos 

reservatórios. No entanto, a eficiência destas ações é contestada na literatura, uma vez que 
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informações básicas sobre a necessidade de reintrodução e sobrevivência destes indivíduos 

reintroduzidos são constantemente ignoradas ou ausentes (AGOSTINHO et al., 2003; 2008). 

Deste modo, avaliar quais espécies completam com sucesso o processo de recrutamento 

populacional, bem como os locais que servem a este fim é imprescindível para elaboração de 

planos para conservação eficientes.  

Uma das maneiras mais eficazes de avaliar o processo de recrutamento é através da 

quantificação e identificação dos produtos reprodutivos (ovos e larvas) das espécies locais 

(NAKATANI et al., 2001). No entanto, a identificação destes produtos reprodutivos é 

extremamente complexa, mesmo para taxonomistas experientes, uma vez que muitas das 

características morfológicas ainda não estão desenvolvidas o suficiente para serem analisadas. 

O processo de identificação de ovos e larvas pode ser, por vezes, extremamente laborioso e 

demandar conhecimento especializado sobre a fauna local (PEGG et al., 2006; WARD et al., 

2009), tornando a identificação muitas vezes inviável. 

Os métodos taxonômicos tradicionais apresentam algumas limitações, quando se 

avalia organismos em diferentes estados de desenvolvimento, o que impedem a identificação 

das amostras em nível de espécie, chegando, em alguns casos, apenas em nível de ordens e 

famílias (NAKATANI et al., 2001), restringindo a disponibilidade de informações acerca dos 

processos que influem na sobrevivência das fases iniciais de desenvolvimento das diferentes 

espécies nestes ambientes alterados. 

Este cenário contribui para redução do número de trabalhos sobre a eficácia 

reprodutiva de peixes bem como a composição das assembleias ictioplanctônicas. Por 

exemplo, o rio Paranapanema possui apenas três trabalhos, dos quais apenas dois (VIANNA e 

NOGUEIRA 2008; KIPPER et al., 2011), focam diretamente na análise das comunidades 

ictioplanctônicas. 
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Neste contexto, o emprego de ferramentas moleculares para correlação entre 

indivíduos adultos e seus produtos reprodutivos em nível de espécie passa a ser de grande 

valia. Embora estudos visando à identificação molecular de espécies tenham se iniciado em 

meados do século passado (1960 – 1970) e ainda sejam relativamente frequentes, somente no 

início deste século uma metodologia proposta por Hebert e colaboradores (2003a), 

denominada DNA barcoding, apresentou características suficientes para compor um sistema 

de identificação eficiente, como demonstrado em vários trabalhos com diferentes espécies 

animais, como em borboletas (HEBERT et al., 2004ª), em pássaros (HEBERT et al., 2004b), 

em larvas e peixes marinhos (WARD et al., 2005; PEGG et al., 2006), em peixes dulcícolas 

da região Neotropical (CARVALHO et al., 2011; PEREIRA et al., 2011; 2013). 

De acordo com Hebert et al. (2003a; 2003b) apenas um pequeno trecho 

(aproximadamente 648pb) da extremidade 5’ do gene mitocondrial citocromo c oxidase (COI, 

CO1 ou Cox1) seria capaz de identificar a maior parte da diversidade biológica da terra, 

principalmente em metazoários superiores. A eficiência desta metodologia aliada ao robusto 

sistema de padronização tornou esta metodologia objeto de um robusto sistema de 

bioidentificação baseado em informações de espécimes devidamente identificados e 

catalogados (WARD et al., 2009).  

Atualmente, dez anos após a criação do Consortium for the Barcode of Life (CBOL, 

ver www.barcodeoflife.org) e praticamente no término da primeira fase de colaboração do 

Internacional Barcode of Life (IBOL, ver www.ibol.org), aproximadamente 2,9 milhões de 

sequências correspondendo a 210 mil espécies encontram-se disponíveis em um grande banco 

de dados público de acesso livre o Barcode of Life Data Systems (BOLD, ver 

www.boldsystems.org). Deste modo, o uso desta metodologia torna-se uma promissora 

ferramenta para a identificação dos produtos reprodutivos com alto nível de confiabilidade. 



10 

 

As análises geradas a partir desta metodologia podem evidenciar quais espécies, de fato, 

concluem o processo de recrutamento meio às perturbações causadas pelos barramentos. 

Os resultados do presente trabalho foram divididos em dois capítulos que se seguem 

após a fundamentação teórica, que por sua vez, objetiva dar suporte para interpretação dos 

dados posteriormente apresentados. 
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2. OBJETIVOS 

Considerando a complexidade da identificação morfológica de ovos, larvas e juvenis 

de peixes, a importância destes para a avaliação do processo de recrutamento de diversas 

espécies componentes da ictiofauna do médio rio Paranapanema, além da influencia deste 

processo na manutenção da diversidade de peixes o presente estudo visa: 

 Realizar a identificação molecular dos ovos e larvas de peixes do médio-baixo rio 

Paranapanema através da análise da porção 5’ do gene mitocondrial citocromo c 

oxidase subunidade I (CO1). 

 Avaliar a eficácia da metodologia DNA barcoding na identificação de amostras de 

ictioplâncton em uma região com ictiofauna altamente diversificada, tal qual a região 

neotropical, especificamente no rio Paranapanema, bacia do alto rio Paraná. 

 Relacionar as áreas estudadas com a atividade reprodutiva das espécies locais, a fim 

de fornecer uma visão dos principais sítios reprodutivos para cada espécie. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 DIVERSIDADE DE PEIXES E A REGIÃO NEOTROPICAL  

Os peixes correspondem a pouco mais da metade das espécies de vertebrados, com 

aproximadamente 33.000 espécies válidas catalogadas em relação aos outros 27.000 

tetrápodes. No que tange o ambiente de água doce, aproximadamente 14.800 spp., são 

dulcícolas ou apresentam parte de seu ciclo de vida nesses ambientes. Dentre as 515 famílias 

de peixes conhecidas ainda vivas, nove compreendem aproximadamente 33% de todas as 

espécies (10.890 spp.), das quais 66% (7.188 spp.) são dulcícolas ou possuem parte de seu 

ciclo de vida neste ambiente (BISBY, 2014; ESCHEMEYER; FRICKE, 2014; FISHBASE, 

2014).  

A região Neotropical abrange uma das maiores concentrações de 

diversidade biológica da Terra (REIS; KULLANDER; FERRARI, 2003; AGOSTINHO et al., 

2005). No que tange a diversidade da ictiofauna, essa região também se mostra como a mais 

rica do planeta. Lèvêque et al. (2008) em um levantamento da diversidade de peixes de água 

doce no mundo encontraram aproximadamente 74 famílias e 4.035 espécies somente na 

América do Sul (Figura 1). Os números da diversidade de peixes de água doce para a região 

neotropical variam na literatura em cerca de 30 a 40% de toda a diversidade de espécies de 

peixes de água doce do mundo (LUNDBERG et al., 2000; REIS; KULLANDER; FERRARI, 

2003; AGOSTINHO et al., 2005; DUDGEON et al., 2006; LÈVÊQUE et al., 2008).  
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Figura 1: Distribuição do número de espécies de peixes descritas por região zoogeográfica (número de 

espécies/número de gêneros). Adaptado de Lèvêque et al. (2008).NA, Região Neoártica; NT, Região 

Neotropical; PA, Região Paleártica; AT, Região Afrotropical; OL, Região Oriental, AU, Região Australasia 

Além do elevado índice de diversidade, a região neotropical também apresenta altas 

taxas de endemismos. Estima-se que cerca de 70% da ictiofauna de águas continentais na 

América do Sul seja exclusivamente restrita a essa região (LÈVÉQUE et al., 2008). Estes 

altos índices de diversidade e endemismo observados na região Neotropical podem estar 

relacionados à grande área geográfica disponível, variação das condições ambientais e a 

correlação positiva destes fatores com os índices de diversidade (MACARTHUR; WILSON, 

1967; RICLEFS, 2005).  

Especificamente para peixes a disponibilidade de áreas ocupáveis tem posição de 

destaque, uma vez que a região neotropical possui um dos maiores sistemas hídricos fluviais 

do planeta (OKI; KANAE, 2006), além disso de Lèvêque et al. (2008) demonstram 

empiricamente a existência de uma correlação positiva entre riqueza de espécies e área de 

drenagem das bacias. No entanto, a importante influência da disponibilidade geográfica não 

refute a influência de outros fatores na diversificação dos grupos, como por exemplo, a ampla 
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disponibilidade de energia e clima (WRIGHT, 1983), além da história biogeográfica e 

geológica (MACARTHUR; WILSON, 1967). 

Contudo, a real diversidade de peixes em águas continentais brasileiras ainda é 

imprecisa, muito devido à falta de inventários completos e revisões precisas sobre o status 

taxonômico de algumas espécies e alguns grupos. O exponencial aumento da descoberta de 

novas espécies desde 1758, ano dos primeiros trabalhos de Linnaeus com descrição de 

espécies de peixes, é apontado por Langeani et al. (2007) como um forte indicativo de que a 

diversidade da ictiofauna brasileira encontra-se, na verdade, subestimada. Uma estimativa 

realizada por Reis et al. (2003) aponta que apenas 60% da ictiofauna brasileira tenha sido 

descrita. 

Mesmo com dados subestimados o Brasil é apontado na literatura como o país com 

maior diversidade de peixes de água doce do planeta, correspondendo à aproximadamente 

21% da diversidade de peixes de todo o mundo (AGOSTINHO et al., 2005; BUCKUP; 

MENEZES, 2007).  

3.2 ALTO RIO PARANÁ, RIO PARANAPANEMA E ICTIOFAUNA 

Inserida em uma das regiões mais densamente ocupadas do Brasil, a bacia do rio 

Paraná é a segunda maior bacia hidrográfica do país, ficando atrás em área drenada apenas 

para o complexo hidrográfico da bacia Amazônica constituindo, deste modo, uma das maiores 

drenagens da região Neotropical (STEVAUX et al., 1997).  

A porção alta da bacia do rio Paraná é atualmente uma das mais bem estudadas da 

América do Sul. Em uma revisão histórica sobre a diversidade de peixes da bacia do alto rio 

Paraná, Galves et al. (2009) encontraram relatos de trabalhos sobre inventários 

ictiofaunisticos nos rios do interior do estado de São Paulo datados de 1900, além de 

verificarem um exponencial aumento de trabalhos sobre esta área nas últimas décadas.  
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Os dados levantados até o presente momento indicam que o alto rio Paraná é 

representado por 310 espécies de peixes identificadas, distribuídas em 12 ordens e 38 

famílias, e que grande parte desta riqueza encontra-se em pequenos tributários e riachos 

(LANGEANI et al., 2007). 

Dentre os formadores da porção alta do rio Paraná, o rio Paranapanema destaca-se 

como um importante tributário da margem esquerda do rio Paraná com aproximados 660 km 

de extensão dos quais 330 km delimitam a divisa entre os estados do Paraná e São Paulo 

(MAACK, 2002). No que tange a composição ictiofaunística, o rio Paranapanema contém 

aproximadamente 155 espécies que se distribuem em nove ordens, com grande contribuição 

de seus tributários (HOFFMAN et al., 2005; DUKE ENERGY, 2008). Devido à fragmentação 

deste rio pelos empreendimentos hidroelétricos a maioria dos estudos já realizados é 

direcionada aos vários lagos artificiais (GALVES et al., 2009). 

Para o trecho do alto rio Paranapanema um dos reservatórios mais estudados é o 

reservatório de Jurumirim, formada em 1962 pela construção da UHE Armando Alvellanal 

Laydner. Carvalho et al. (1998) identificaram 51 espécies de peixes, pertencentes a seis 

ordens e 17 famílias, todas nativas. 

Já a taxocenose de peixes para o fragmento do reservatório de Capivara, formado pela 

barragem da UHE Escola de Engenharia Mackenzie (médio rio Paranapanema), é composta 

por 77 espécies distribuídas em cinco ordens e 20 famílias, tendo a predominância das ordens 

Characiformes e Siluriformes (HOFFMAN et al., 2005); sendo esta característica um padrão 

encontrado para a ictiofauna dos rios neotropicais (LOWE-MACCONNEL, 1999). Dados 

mais atuais publicados por Orsi (2010) acrescentam duas espécies a este número totalizando 

79 espécies.  

O acréscimo dos dados de riqueza de espécies dos tributários da porção média do rio 

Paranapanema torna evidente a importância destes tributários na composição da diversidade 
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de peixes em reservatórios, uma vez que apenas o trecho do rio Tibagi apresenta 

aproximadamente de 123 espécies (SHIBATTA et al., 2002; SHIBATTA; GEAL; 

BENNEMAN, 2007). 

A ictiofauna da região do baixo rio Paranapanema, reservatório de Taquaruçu, é 

formada por 78 espécies, das quais 38 pertencem à ordem Characiformes, 35 à ordem 

Siluriformes, cinco à ordem Perciformes (BRITO; CARVALHO, 2006). 

O gradiente crescente na riqueza de espécies observado no sentido nascente-foz, para o 

médio rio Paranapanema, corrobora com a hipótese de Vannote et al. (1980). De acordo com 

estes autores, o aumento do aporte de matéria orgânica transportada (entrada de energia no 

meio) concomitantemente ao volume do corpo d’água, proporciona uma ampliação nas 

populações dos produtores primários refletindo em um acréscimo na complexidade das 

comunidades bióticas locais. Permanentemente comunidades biológicas naturais buscam 

estratégias de processamento e fluxo de energia visando à menor perda possível. A 

disponibilidade de nichos torna possível a diversificação da biota em um efeito cascata 

juntamente com a diversidade biótica de produtores. No entanto, os consecutivos barramentos 

constituem importantes impedâncias à dinâmica natural do rio. 

3.3 ESTUDOS COM ICTIOPLÂNCTON NA BACIA DO ALTO RIO PARANÁ 

Se por um lado a ictiofauna do alto rio Paraná é uma das mais inventariadas do país 

ainda poucos estudos abordam a diversidade das assembleias ictioplanctônicas e a biologia 

das fases iniciais de desenvolvimento dos peixes neotropicais (NAKATANI et al., 2001).  

O ictioplâncton pode ser definido como um constituinte do merozooplâncton (parte do 

zooplâncton que apresenta apenas uma etapa do ciclo de vida na região planctônica), 

compreendendo ovos e larvas de peixes, sendo o componente mais importante da comunidade 

planctônica em termos econômicos (SMITH; JOHNSON, 1996). Durante o ciclo de vida, os 

peixes transitam entre diferentes comunidades, usualmente na região planctônica quando nos 
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estágios de ovo ou larva, e como parte do nécton e/ou bentos quando juvenis e adultos 

(PARSONS et al., 1984). 

Por padrão, em grande parte das bacias hidrográficas da região Neotropical, os peixes 

(principalmente os Teleostei) seguem o mesmo modelo encontrado na bacia do alto rio 

Paraná, onde o deslocamento reprodutivo ocorre nos meses quentes, com início na primavera 

e término ao fim do verão. Portanto, o período compreendido entre os meses de setembro e 

fevereiro apresenta as maiores densidades de ovos e larvas (NAKATANI et al., 2001; 

CASTRO et al., 2002; ORSI et al., 2002; 2010; BIALETZKI et al., 2005; VIANNA; 

NOGUEIRA, 2008; REYNALTE-TATAJE et al., 2011). De acordo com Agostinho et al. 

(2004), a sazonalidade reprodutiva da maioria das espécies de peixes de água doce está 

relacionada com a presença de condições favoráveis que maximizam a fecundação, 

desenvolvimento e consequente sobrevivência da prole. 

Estudos que envolvam ictioplâncton são ferramentas eficientes na caracterização da 

relação entre espécies de peixes e o respectivo sucesso reprodutivo em todos os ambientes 

aquáticos (NAKATANI et al., 2001; BIALETZKI et al., 2005; KIPPER et al., 2011). Os 

mesmos autores salientam que apesar de estudos serem realizados desde 1992 por 

Baumgartner, Nakatani e colaboradores a bacia do alto rio Paraná, principalmente na porção 

acima do rio Ivinhema, apresenta poucos trabalhos em relação ao ictioplâncton, dentre esses 

se destacam os trabalhos de Ziober et al. (2012) no rio Cuiabá, Reynalte-Tataje et al. (2011) 

no rio Ivinhema, Baumgartner et al. (2004; 2008) na calha do alto rio Paraná e dois afluentes, 

e Bialetzki et al. (2005) no rio Baía, dentre outros importantes estudos na bacia.  

O rio Paranapanema encontra-se em situação mais precária quanto ao conhecimento da 

composição do ictioplâncton, uma vez que apenas dois estudos foram conduzidos nessa 

região, o de Kipper et al. (2011) no Reservatório de Rosana, próximo à foz do rio, e o de 

Vianna e Nogueira (2008) em um afluente do Reservatório de Capivara, na porção média. 
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Recentemente Britto e Carvalho (2013) realizaram um estudo avaliando a movimentação dos 

peixes no médio rio Paranapanema em uma série de reservatórios através de um método de 

recaptura. No mesmo estudo os autores fizeram um levantamento superficial da comunidade 

ictioplanctônica, no entanto a amostragem teve baixa representatividade, e os dados foram 

pouco conclusivos. Portanto, fica evidente a necessidade de um estudo mais aprofundado 

deste importante tributário do rio Paraná, a fim de conhecer de forma objetiva sua fauna 

ictioplanctônica. 

Os trabalhos realizados até o presente momento mostram que a composição do 

ictioplâncton da planície de inundação do alto rio Paraná está distribuída principalmente na 

ordem Characiformes (CASTRO et al., 2002; BIALETZKI et al., 2005). Salvo os dados 

apresentados por Baumgartner et al. (2008) no reservatório de Itaipu e alguns afluentes, onde 

Siluriformes exibiram maior densidade por cm
3
, no entanto com menor riqueza de espécies. 

No que tange a composição do ictioplâncton do rio Paranapanema, Kipper et al. (2011) 

e Vianna e Nogueira et al. (2008) constataram o padrão de densidade e riqueza compatível 

com o encontrado para o alto rio Paraná, destacando a importância dos afluentes como sítios 

de desova e berçários para as espécies residentes dos trechos amostrados. 

Além de informações sobre composição de comunidades e determinação de regiões de 

desova e berçário, estudos com ictioplâncton têm se demonstrado como importante 

ferramenta em outras áreas. A ocorrência de espécies exóticas como Plagioscion 

squamosissimus (Heckel, 1840), popularmente conhecida como corvina, dentre as amostras de 

ictioplâncton têm sido constantemente registradas na região do alto rio Paraná.  

Mais especificamente no rio Paranapanema a ocorrência dessa espécie invasora foi 

registrada por Kipper et al. (2011) dentre as amostras de ictioplâncton coletadas. Essa 

ocorrência constata a transposição de um importante filtro no processo de estabelecimento de 
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espécies exóticas, que é a capacidade de completar seu ciclo reprodutivo no ambiente ao qual 

foi introduzida (VERMEIJ, 1996; SIMBERLLOF, 2009). 

As informações levantadas sobre o ictioplâncton no alto rio Paraná indicam a grande 

influência dos fatores abióticos como temperatura, pH, oxigênio, condutividade e outros 

parâmetros na presença e composição do ictioplâncton (BAUMGARTNER et al., 2008). 

Vazzoler et al. (1996) já descrevia a importância desses fatores na determinação do ciclo 

reprodutivo dos peixes, bem como na incubação e desenvolvimento de ovos. Nakatani et al. 

(2001) salientam que a variação desses fatores influencia tanto negativa quanto positivamente 

o processo de desova e fertilização. 

Além dos parâmetros limnológicos comumente citados, outros fatores abióticos como 

o nível e frequência de inundações na planície do alto rio Paraná (do qual o rio Paranapanema 

faz parte) são fortemente relacionados com a atividade reprodutiva dos peixes. A alteração da 

frequência natural de cheias afeta negativamente o processo reprodutivo de todas as espécies 

de peixes, no entanto em diferentes níveis de acordo com sua estratégia reprodutiva 

(AGOSTINHO et al., 2008).  

Os mesmos autores destacam que as espécies com hábito migrador (com deslocamento 

acima de 100 km para desova) são mais intensamente afetadas, ao passo que as espécies 

sedentárias e com cuidado parental parecem sofrer menos com o controle de regime de cheias 

exercido pelas usinas hidroelétricas. 

Diversos trabalhos indicam que a regulação do fluxo e nível dos rios alteram os 

parâmetros limnológicos, afetando indiretamente o ciclo reprodutivo das espécies em um 

nível adicional, além de influenciar na sobrevivência dos juvenis (AGOSTINHO et al., 2001; 

RODRIGUES et al., 2005; AGOSTINHO et al., 2008). 



20 

 

3.4 BARRAGENS, SEUS IMPACTOS E O REFLEXO NA REPRODUÇÃO DE PEIXES 

A grande extensão das redes hidrográficas na região Neotropical e no Brasil 

constituem um dos principais fatores relacionado à megadiversidade de peixes (AGOSTINHO 

et al., 2005;2008; LEVÈQUE et al., 2008). No entanto, esta mesma extensão hidrográfica 

desperta grande interesse econômico, devido à crescente demanda energética de diversos 

setores da economia, resultando na superexploração dos sistemas hídricos no território 

nacional (AGOSTINHO et al., 1992). 

A economia tradicional tem sido incapaz de determinar um valor para os recursos 

ambientais, fazendo com que os custos do esgotamento e dos danos causados aos recursos 

naturais sejam frequentemente desconsiderados. Deste modo, a degradação ambiental cresce 

em uma proporção logarítmica, ao passo que cresce também a demanda por recursos básicos 

naturais. Nos ambientes aquáticos, principalmente os continentais, isso se torna mais evidente, 

uma vez que na última década os humanos já captavam mais que 50% de todo o escoamento 

de água doce disponível (JACKSON et al., 2001). 

No Brasil, a construção de reservatórios têm se intensificado nas principais bacias 

hidrográficas desde 1950, principalmente para geração de energia elétrica, mas também, com 

finalidade de irrigação e abastecimento (TUNDISI; MATSURA-TUNDISI, 2003). Como 

resultado desses empreendimentos, praticamente todos os grandes rios da região Sudeste e 

Centroeste estão hoje sobre influência de barragens totalizando (AGOSTINHO et al., 2008) 

De acordo com informações do Banco de Geração da União (ANEEL, 2013) até o final do 

daquele ano 1103 empreendimentos hidroelétricos encontravam-se em operação, além de 

outros 38 empreendimentos em construção e outros 201 empreendimentos outorgados.  

Não apenas no Brasil, mas em todo mundo a presença de barragens têm se tornado um 

fato frequente nas bacias hidrográficas continentais. No início da última década, 
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aproximadamente 1 milhão de grandes barragens fragmentem os sistemas fluviais em todo o 

planeta (JACKSON et al., 2001). 

Apesar de importantes para o desenvolvimento econômico, os barramentos promovem 

alterações graves e irreversíveis no regime hidrológico natural dos rios, alterando também a 

qualidade dos habitats e a dinâmica de toda a biota (AGOSTINHO et al., 1992, 2008). Além 

de interromperem os movimentos de peixes potamódromos (com comportamento migrador), 

tornando-se possivelmente, o principal fator que afeta a abundância de espécies migradoras 

(AGOSTINHO et al., 2005). 

Apesar das várias modificações causadas por esses empreendimentos, Petts (1984) 

organizou algumas dessas modificações em uma sucessão temporal de impactos classificadas 

em ordens: 

i) Impactos de primeira ordem: incluem alterações químicas, físicas, 

geomorfológicas e modificações hidrológicas, como consequência da 

redistribuição espacial e temporal do fluxo do rio; 

ii) Impactos de segunda ordem: envolvem modificações na estrutura e dinâmica 

de produtores primários, em adição às alterações geológicas no canal do rio; 

iii) Impactos de terceira ordem: envolvem grandes modificações na comunidade de 

consumidores, especialmente invertebrados e peixes, como resultado de 

modificações no fluxo, dinâmica de produtores e da fragmentação de habitats.  

Ainda de acordo com Petts (1984) após o barramento do rio, um novo sistema se 

desenvolve (por sucessão) e pode até chegar a um período de maior estabilidade ou de menor 

variabilidade funcional (Figura 2). No entanto, a ocorrência de novas perturbações e 

distúrbios internos (uma característica comum em represamentos) pode interromper a 

dinâmica de sucessão.  
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Deste modo, outros fatores são capazes de influenciar ou promover alterações no 

ambiente empreendido, tais como as operações de barragens em si, a introdução de espécies 

exóticas, ocupação de bacias hidrográficas (agrícola, industrial e urbano), a construção de 

novas barragens ou até mesmo a remoção destas (AGOSTINHO et al., 2008). 

 

 

Figura 2: Esquema hipotético de sucessão temporal de impactos causados após implantação de 

barramentos com ausência de impactos adicionais. De acordo com Petts (1984). 

Vale ressaltar que na abordagem temporal de Petts (1984) à medida que a sucessão de 

impactos ocorre, principalmente quando atinge o estágio de impactos de terceira ordem, estes 

se tornam progressivamente agudos à medida que o período de exposição das espécies à 

situação de estresse aumenta e o limiar de tolerância das mesmas é ultrapassado. Este quadro 

de acordo com Agostinho et al. (2007) pode gerar alta mortandade ou fugas maciças. 

Por outro lado, como proposto por Agostinho et al. (1992), os impactos podem 

assumir caráter crônico à medida que as alterações sucessionais estabilizam e se tornam 

graduais sendo decorrentes de interações físico-químicas e biológicas influenciando as 

espécies restantes no reservatório. 

A despeito da organização temporal proposta por Petts (1984), Agostinho et al. (1992) 

propõem uma divisão espacial dos diferentes impactos causados por barragens dividindo-os 
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em impactos à montante do barramento, no corpo do reservatório e à jusante do mesmo, o que 

permite uma análise dos impactos concomitantemente ao funcionamento do reservatório. 

Nesta classificação dentre os inúmeros impactos causados à montante do reservatório 

pode-se citar a ampliação de ambientes lênticos e consequente proliferação de espécies 

associadas a estes ambientes, eliminação de barreiras geográficas naturais, como no caso de 

Itaipu, possibilitando inúmeras invasões de espécies alóctones, ou seja, que não são 

naturalmente distribuídas naquela região (AGOSTINHO et al., 2007, 2008; SIMBERLLOF, 

2009).  

No corpo do reservatório, dependendo da forma e área do mesmo, um gradiente 

hidrológico longitudinal (águas lênticas para lóticas) mais ou menos definido é formado da 

barragem em direção montante da mesma. Esse gradiente é determinante sobre as condições 

limnológicas ao longo da extensão do reservatório, que por sua vez exerce forte influência 

sobre a biota relacionadas a cada zona do mesmo, denominadas como zona lêntica 

(extremidade mais próxima à barragem), de transição e lótica (extremidade mais distante da 

barragem) (AGOSTINHO et al., 2004b, 2008). 

Agostinho et al. (1992) ainda cita como impacto no corpo do reservatório: 1) a 

inundação de áreas sazonalmente alagáveis, fundamentais para desova e desenvolvimento de 

várias espécies de peixes (VAZOLLER et. al., 1996); 2) estratificação térmica e 

concentrações de oxigênio inversamente proporcionais à profundidade do reservatório 

podendo chegar à anoxia; 3) eutrofização e deterioração da qualidade da água; 4) acumulo de 

sedimentos no lago reservatório; 5) redução na relação de área terrestre e área aquática no 

reservatório proporcionalmente à profundidade. 

Por fim, a região à jusante sofre com alterações tão importantes quanto à área 

inundada. Dentre os principais fatores impactantes pode-se citar a redução de área 

sazonalmente alagáveis, alterações no carreamento de sedimentos, que provoca uma maior 
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transparência na água e aumenta a pressão exercida por predação, a drástica redução de vazão 

em períodos de seca e consequente exposição do leito mesmo antes do início das operações da 

usina, supersaturação gasosa, mortandade de peixes em turbinas e vertedouros, fragmentação 

dos ambientes aquáticos, dentre outros impactos desencadeados por estes e por outros 

processos complexos dependentes da composição biótica local (AGOSTINHO et al., 1992; 

2004b; 2008). 

Bunn et al. (2002) salientam que a alteração do regime natural de inundação altera 

dramaticamente as condições de sobrevivência da biodiversidade aquática em locais com 

presença de barramento. 

Devido a alguns princípios básicos a ecologia destes ambientes fica completamente 

alterada, uma vez que o fluxo hidrológico é o principal determinante dos fatores físicos do 

ambiente (BUNN et al., 2002). Além da história evolutiva e estratégias reprodutivas das 

espécies estarem intimamente relacionadas com o regime de fluxo do rio, e de por fim, a 

alteração deste regime natural favorecer o estabelecimento de espécies exóticas e/ou 

generalistas (AGOSTINHO et al., 2004; SIMBERLLOF, 2009).  

Após toda a sucessão de impactos os ambientes tendem a certa estabilidade onde as 

poucas espécies restantes no local se rearranjam em uma nova comunidade (AGOSTINHO et 

al., 2004; FERNANDEZ et. al., 2009).  Apesar da aparente estabilidade a nova comunidade 

entra em na fase de impactos de natureza crônica (AGOSTINHO et al., 1992). Geralmente 

após a eliminação das fontes de impacto os efeitos sobre as populações persistem, 

principalmente do ponto de vista genético quando essas populações são reduzidas e/ou o fluxo 

gênico entre essas é cessado (FRANKHAM, 2003).  

De fato a fragmentação dos ambientes é uma das principais causas da perda de 

diversidade neste século. Levando em consideração que além de cessar o fluxo gênico entre 

populações a fragmentação de habitats pode reduzir imediatamente o tamanho populacional, o 
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que, por sua vez, pode ter efeito ainda mais acentuado se considerado o “N” efetivo das 

populações dependendo do tipo, mecanismo, e estratégia reprodutiva de cada espécie 

(VRIJENHOCK et al., 1998; AGOSTINHO et al., 2005; FRANKHAM et al., 2008). 

Frente ao exposto, fica nítido que as alterações causadas por este tipo de 

empreendimento comprometem direta e indiretamente a reprodução, sobrevivência e 

desenvolvimento dos peixes e seus produtos reprodutivos, em diferentes escalas temporais e 

espaciais. 

3.5 DIVERSIDADE, GENÉTICA E CONSERVAÇÃO 

O termo biodiversidade é genericamente utilizado para expressar a riqueza de 

espécies, ou seja, o número de espécies presentes em uma unidade geográfica definida, no 

entanto o mesmo termo pode abranger uma gama de significados ainda maior, desde a 

diversidade biológica de táxons superiores à diversidade genética de subpopulações, podendo 

ser analisada a partir de caracteres morfológicos ou diferença entre as moléculas dos 

organismos (TOWNSEND et al., 2006). 

Desde a sua origem a expressão diversidade biológica (biodiversidade) já trazia a ideia 

do conjunto de variabilidade ecológica e genética (SOLÉ-CAVA, 2001). Em uma abordagem 

ecológica, a biodiversidade pode ser definida como o número, variedade e variabilidade de 

organismos vivos dentro de uma escala temporal e espacial (BICKHAM et al., 2000). 

Em uma abordagem genético-evolutiva a biodiversidade pode ser encarada como um 

produto da evolução biológica, cuja diversidade de formas é fruto do acúmulo de variações 

hereditárias, inicialmente polimórficas dentro de espécies, que posteriormente se fixam em 

unidades taxonômicas (SANTOS et al., 2009). 

Levando em consideração a origem da informação que codifica a diversidade 

morfológica dos organismos, a biodiversidade nada mais é que fruto da diversidade genética, 

que por sua vez, pode ser definida como diversidade de alelos nos vários locos de uma 
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espécie, os quais se combinam produzindo variação genotípica e essa é herdada pela prole a 

partir de seus genitores ao longo das gerações, podendo expressar ou não alguma variação 

fenotípica (SOLÉ-CAVA, 2001; SANTOS et al., 2009). 

Neste contexto, uma subárea da genética denominada genética da conservação, se 

apresenta com importante papel de reduzir o risco de extinção das espécies ameaçadas através 

do uso das teorias e técnicas da genética para o estudo dessa diversidade em sua fonte. O 

principal objetivo dessa linha de pesquisa em longo prazo é preservar as espécies como 

unidades dinâmicas evolutivamente significativas capazes de se adaptarem às mudanças 

ambientais, permitindo a elas manter o maior potencial evolutivo possível (FRANKHAM et 

al., 2008).  

Embora seja de natureza crítica para a correta condução de programas de manejo, 

correta definição dessas unidades evolutivamente significativas (UES) é extremamente 

complexa (MORITZ, 1994). Principalmente devido à existência de biodiversidade críptica, 

que por definição corresponde a espécies idênticas ou muito parecidas morfologicamente que 

apresentam isolamento reprodutivo total ou parcial (GALETTI JR et al., 2008). 

Essa diferenciação decorre do fato de que em qualquer espécie a variação genética 

produzida por mutação é organizada, mantida, eliminada ou dispersada entre subpopulações, 

de acordo com um complexo equilíbrio dinâmico entre migração, deriva genética e seleção, as 

quais atuam de modo integrado na flutuação das frequências alélica de populações, 

subpopulações e metapopulações (HARTL; CLARK, 2008).  

Ao longo do tempo subpopulações tendem a assumir caminhos evolutivos 

independentes umas das outras pela perda natural ou artificial dos mecanismos de manutenção 

do fluxo gênico, diferenciando significativamente suas frequências alélicas. Por tanto, as 

diferenças observadas entre populações e subpopulações nada mais são que o acumulo e 

fixação de alelos e frequências alélicas diferentes. As espécies crípticas, muito 



27 

 

provavelmente, são um retrato momentâneo do processo de especiação em fase final, o qual 

retrata a presença de barreiras reprodutivas entre populações com diferenças pouco 

expressivas na composição e/ou frequências alélicas diretamente ligadas à características 

morfológicas (FUTUYMA e MORENO, 1988; FRANKHAM et al., 2008). 

A falha na delimitação de uma UES pode levar a medidas de manejo equivocadas 

como a introdução de alelos incomuns não adaptados às especificidades ambientais da 

população receptora, o que por sua vez pode produzir um efeito adaptativo negativo, 

reduzindo o tamanho efetivo populacional e consequentemente a diversidade genética da 

população receptora (HAIG, 1998; HILSDORF; PETRERE, 2002).  

Deste modo, a delimitação de UES precede qualquer ação de manejo, e passa 

obrigatoriamente pela correta definição do status taxonômico em nível de espécie, uma vez 

que a espécie corresponde à unidade básica de comparação em qualquer estudo biológico 

(FRANKHAM et al., 2008). 

3.6 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

Tradicionalmente a descrição e identificação de espécies são realizadas com base em 

caracteres morfológicos de indivíduos adultos. No entanto, muitas vezes esses caracteres não 

apresentam resolução suficiente para discriminar algumas espécies, ou por vezes, não é 

possível dispor de material em condições adequadas para análises morfológicas. Do mesmo 

modo, a identificação de fases iniciais de desenvolvimento dos organismos fica 

comprometida, tornando-se em muitos casos, inviável, uma vez que muito dos caracteres 

diagnósticos não estão presentes ou suficientemente diferenciados para comparação 

(NAKATANI et al., 2001; PEGG et al., 2006). 

Com o desenvolvimento da biologia molecular novos caracteres tornaram-se 

disponíveis para análise da variabilidade e diversidade genética, dentro e entre os indivíduos, 

por meio do estudo de marcadores moleculares (SODRÉ, et al. 2002). Estes marcadores 
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tornaram-se um grupo de ferramentas indispensáveis para determinação da variação genética 

e, por conseguinte, da diversidade biológica, muito devido ao grau elevado de precisão e de 

reprodutibilidade (ARIF; KAHN, 2009). Por definição, marcador molecular é todo e qualquer 

fenótipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um 

segmento especifico de DNA (correspondente a regiões expressas ou não do genoma).  

De fato, as isoenzimas na década de 1960 foram o primeiro grupo de moléculas 

estudadas com objetivo de identificar espécies. Manwell e Backer (1963) inauguraram este 

tipo de estudo evidenciando a existência de uma nova espécie de pepino do mar baseado no 

polimorfismo de vários sistemas isoenzimáticos em dois grupos daquela espécie.  

Estudos com isoenzimas atualmente ainda são aplicados na descriminação de espécies 

de peixes neotropicais, com destaque para espécies da família Loricariidae. Os trabalhos de 

Zawadzki et al. (2008), Reusing et al. (2011) e Lucena et al. (2012), são exemplos de 

aplicações efetivas desta técnica para o auxílio de resolução de dúvidas taxonômicas, 

demonstrando em todos os casos diferenças significativas entre as frequências alélicas dos 

sistemas isoenzimáticos estudados.  

No entanto, embora as isoenzimas sejam efetivas para alguns organismos, esta técnica 

apresenta algumas desvantagens, principalmente por se tratar de uma técnica laboriosa que 

demanda grande quantidade de material biológico fresco, além de ser susceptível a variações 

de regulação gênica e outros fatores ambientais (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1995; 

PIORSK et al., 2009). Devido principalmente ao problema de interferência ambiental na 

expressão de isoenzimas, outras técnicas ganharam espaço, principalmente marcadores 

baseados na análise direta da molécula de DNA (MATIOLI e PASSO-BUENO, 2001). 

O primeiro método a ser utilizado para análise direta de DNA foi o método de RFLP 

(Restriction Fragment Lenght Polimorphism). Este método se baseia na digestão do DNA 

com uma ou mais enzimas de restrição, gerando assim fragmentos que podem variar em 
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número e tamanho entre indivíduos, as populações e espécies (DANA e NATHANS, 1971; 

JEFFREIS et al., 1985). Estas diferenças são atribuídas às mutações nos sítios de restrição, 

gerado polimorfismos detectados por hibridação de sondas com fragmentos de DNA 

clonados, obtidos através da ação de uma ou mais enzimas de restrição.  

A técnica de RFLP inaugurou o principio de “fingerprints” de DNA (impressões 

digitais de DNA), introduzido por Jeffreys et al. (1985), em um estudo sobre a 

hipervariabilidade de regiões minissatélites em humanos. Estes autores observaram que certos 

indivíduos apresentavam padrões únicos de bandeamento quando o DNA era tratado com um 

determinado conjunto de enzimas. Apesar da eficiência na analise do polimorfismo da 

molécula de DNA, a técnica RFLP apresenta problemas principalmente em sua execução, 

devido à necessidade de grande quantidade de material para as análises e/ou a utilização de 

clonagem, o que torna a técnica de difícil execução (TELETCHEA, 2009).  

Aproximadamente um ano após o importante trabalho desenvolvido por Jeffreys et al. 

(1985), Mullis e Faloona (1986) descreveram a técnica da reação em cadeia da polimerase, 

popularmente conhecida como PCR (do inglês Polymerase Chain Reaction), que juntamente 

com outras descobertas relacionadas à tecnologia do DNA recombinante, impulsionaram os 

estudos com marcadores moleculares baseados em polimorfismo de DNA. Desde então várias 

metodologias foram desenvolvidas para analisar os fingerprints de DNA, como a PCR-RFLP, 

RAPD, AFLP dentre outras (TAUTZ, 1989; WILLIAMS et al., 1991; VOS et al., 1995) 

Os vários tipos de polimorfismos genéticos ao nível de DNA permitem a obtenção de 

diferentes padrões de fingerprints dependendo da ferramenta utilizada e da natureza do DNA 

observado. Esses polimorfismos podem ser classificados de acordo com a sua natureza 

molecular e localização no genoma. Aqueles presentes em cromossomos autossômicos 

mostram-se como bons marcadores individuais, desde que a diferença nas frequências alélicas 

entre duas populações supostamente parentais seja grande (SHRIVER et al., 1997; PARRA et 
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al., 1998). Análises baseadas em microssatélites para testes de atribuição e exclusão de 

paternidade, ou mesmo mais recentemente os marcadores SNPs (Single Nucleotide 

Polimorfisms), são exemplos do uso de marcadores moleculares para o estudo de 

polimorfismos autossômicos e identificação individual (DAVIS et al., 1999; BROOKES, 

1999). 

Já os polimorfismos em genomas de origem uniparental, como o DNA mitocondrial 

em animais, caracterizam-se por serem bons marcadores de linhagens, uma vez que não há 

recombinação meiótica entre segmentos desta molécula. Desta forma, os genes transmitidos 

às gerações seguintes permanecem inalterados nas matrilinhagens até que ocorra uma 

mutação (BALLARD; WHITLOCK, 2004). 

3.7 GENOMA MITOCONDRIAL E DNA BARCODING 

Em animais o DNA mitocondrial (DNAmt) é uma molécula única de DNA em dupla 

hélice, quase sempre em forma circular, com raras exceções encontradas em algumas classes 

de cnidários (Figura 3) (BOORE, 1999). Geralmente o genoma mitocondrial animal contém 

os mesmos 37 genes, dos quais 13 são genes proteicos, dois ribossomais, e 22 são genes para 

RNA transportador, além de uma região não codificante denominada região controle (D-loop) 

que controla a replicação do genoma mitocondrial (BOORE, 1999; WAUGH, 2007).  
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Figura 3: Esquema de organização do genoma mitocondrial em peixes baseado na espécie Larimichthys 

Crocea. As posições relativas dos genes de RNA transportador estão indicadas pelas linhas transversais. Todos 

os genes codificadores de proteínas estão codificados na fita H com exceção do gene ND6. ND1-6, NADH 

desidrogenase subunidades 1-6 ; CO1-III , citocromo c oxidase subunidade I-III; ATP6 e ATP8 , ATPase 

subunidades 6 e 8 ; Cyt b, citocromo b; CR ,região controle. Adaptado de Cui et al. (2009). 

Essas características tornam DNAmt especialmente informativo para as questões em 

nível de espécie, particularmente quando as relações filogenéticas dizem respeito a táxons 

intimamente relacionados (MOORE, 1995; RUBINOFF, 2006). O DNAmt pode ser uma 

poderosa ferramenta no esforço para identificar as espécies, suas relações entre si, e 

populações ameaçadas ou em perigo com haplótipos diferenciados (MORITZ, 1994; 

MORITZ e CICERO, 2004; AVISE 2004). 

Os primeiros estudos utilizavam vários genes e diferentes partes desses, o que 

dificultava a comparação entre trabalhos, uma vez que é necessário conhecer previamente o 

genoma estudado a fim de construir primers para cada um desses genes, uma limitação típica 

da técnica de PCR específica (SAVOLAINE et al., 2005; WARD et al., 2009). 

Hebert et al. (2003a) propuseram uma metodologia diferenciada, no sentido de 

relacionar espécies validamente identificadas com sequências únicas de DNA, ou com baixa 
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divergência intraespecífica, utilizando uma região padronizada de um único gene a fim de 

organizar um sistema de bioidentificação para animais. 

Para a eficácia desta abordagem é essencial que a seleção do gene seja feita 

corretamente, sua taxa de mutação deve ser baixa para possibilitar o agrupamento 

intraespecífico, ao passo que deve ser suficientemente alta para evidenciar diferenças 

interespecíficas (WAUGH, 2007).  

Hebert et al. (2003b) constataram empiricamente a eficiência da porção 5’ do gene 

mitocondrial citocromo c oxidase, região conhecida como “Cox1” ou “CO1”. Essa região é 

parte de uma holoenzima composta por treze subunidades, das quais dez possuem origem 

nuclear e três subunidades sintetizadas na mitocôndria. As subunidades mitocondriais são 

conhecidas como subunidades I, II e III, classificadas assim em ordem crescente a partir da 

porção 5’ da primeira subunidade (WAUGH, 2007). 

A subunidade 1 (CO1) codifica um peptídeo transmembrana que se encontra quase 

totalmente embebido na membrana da crista mitocondrial, sendo responsável pela atividade 

catalítica da holoenzima citocromo oxidase. De modo que, as porções hidrofílicas do peptídeo 

CO1 estão ligadas a funções catalíticas formando alças direcionadas para o citoplasma e para 

o interior mitocondrial, enquanto as porções hidrofóbicas correspondem a regiões apenas 

estruturais que permanecem embebidas na bicamada lipídica da crista mitocondrial 

(SAVOLAIN, 2007). 

Deste modo, a conjugação catalítico-estrutural deste peptídeo confere à sequência 

codificante no DNA um baixo nível de variação nucleotídica, principalmente nas porções 

catalíticas, o que permite relacionar indivíduos de uma mesma espécie. Enquanto as regiões 

estruturais apresentam um maior nível de variação, o que permite a diferenciação de 

indivíduos de espécies próximas, ou que apresente uma radiação recente (BLAXTER, 2004; 

WARD et al., 2009).  
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Baseado nessa fundamentação teórica, na eficiência dos primers descritos por Folmer 

et al. (1994) para a amplificação da região CO1 em diversos filos de metazoários, e em seus 

próprios resultados, Hebert et al. (2003a) propuseram o uso da região 5’ do gene CO1 para a 

construção de um sistema de classificação global em animais, considerando a alta divergência 

de sequência entre espécies diferentes e baixa divergência dentro das espécies (WARD et al., 

2009). Como constatado por Hebert et al. (2003b) em um estudo com 13.320 táxons, onde 

observaram distâncias genéticas intraespecífica de 1%, raramente 2%, enquanto que a 

diferença interespecífica média foi de 11,3%.  

Posteriormente, vários outros trabalhos comprovaram a eficiência da metodologia 

proposta de Hebert et al. (2003a) para identificação de animais em diferentes espécies (em 

borboletas, HEBERT et al., 2004a; em pássaros HEBERT et al., 2004b; em larvas e peixes 

marinhos, WARD et al., 2005; PEGG et al., 2007).  

Recentemente outros trabalhos também demonstraram que a metodologia DNA 

barcoding é eficiente mesmo frente a uma fauna megadiversa como no caso dos peixes da 

região neotropical (CARVALHO et al., 2011; PEREIRA et al., 2011, 2013). Deste modo esta 

metodologia apresenta um campo extremamente vasto de aplicações às quais devem ser 

incorporada aos estudos a fim de obter dados mais precisos em relação ao status taxonômico. 

Além dos trabalhos de resolução de dúvidas taxonômicas em animais, a metodologia 

de DNA barcoding tem sido aplicada também para validar a identificação de linhagens de 

células animais (LORENZ et al., 2005; COOPER et al., 2007), e identificação de diversidade 

críptica em alguns grupos já relativamente bem conhecidos, especialmente aves e mamíferos 

(HERBERT et al., 2004). 

As críticas sobre a metodologia do DNA barcoding dizem respeito à tentativa de 

desenvolver trabalhos taxonômicos e descrição de novas espécies, além de análises 

filogenéticas baseados em um trecho pequeno de um único gene (LIPSCOMB, 2003; 
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MORITZ e CÍCERO, 2004; QUEIROZ, 2005). No entanto, a iniciativa do DNA barcoding 

não diz respeito ao uso de sequência de DNA como ponto principal na descrição de espécies, 

e sim uma tentativa de relacionar uma sequência única ou conjunto de sequência com baixos 

valores de divergência a unidades taxonômicas previamente definidas e validamente 

identificadas, utilizando essas sequências como um tipo de marcação para aquela unidade 

taxonômica (SAVOLAIN et al., 2005; WAUGH, 2007; WARD et al., 2009). 

Como salientado por Lipscomb (2003), qualquer classificação de um organismo em 

status de espécie transcende à atribuição de um rótulo, uma vez que implica à elaboração de 

uma hipótese que busca correlacionar um conjunto de característica a padrões pré-

estabelecidos, a fim de que essa relação indique uma história evolutiva independente de outras 

entidades biológicas similares. Portanto, não é prudente realizar qualquer descrição com base 

em poucas fontes de dados. No entanto, marcadores moleculares, em especial a metodologia 

DNA barcoding, tem grande potencial para indicar problemas com a definição do status 

taxonômico dos organismos, facilitando e agilizando o trabalho da taxonomia e sistemática 

(HEBERT, 2003a; 2003b; WAUGH, 2007; WARD et al., 2009).  

Embora historicamente os métodos de identificação, nomeação e classificação tenham 

sido baseados em caracteres morfológicos visíveis, as diferenças entre os organismos não se 

restringem exclusivamente a elas (QUEIROZ, 2005). Outros caracteres precisam ser incluídos 

nas análises, principalmente quando são estudados organismos em diferentes etapas de 

desenvolvimento, ou quando apenas é possível analisar restos fragmentários, total ou 

parcialmente processados de espécimes (WARD et al., 2009). 

Neste contexto, o estudo com marcadores moleculares e caracteres genéticos, como o 

conduzido no presente trabalho, são de suma importância para expansão dos estudos acerca 

das assembleias ictioplanctônicas, possibilitando que as importantes informações fornecidas 

pelo estudo destes organismos sejam amplamente utilizadas.  



35 

 

 

Protocolo rápido e econômico de extração de DNA para ictioplâncton 

Wilson Frantine-Silva
1
, Fernanda Simões de Almeida

1
 

RESUMO 

Ferramentas moleculares baseadas em DNA possuem grande potencial na busca de respostas 

genético-biológicas e seu uso tende a se tornar cada vez mais frequente nos estudos 

envolvendo ictioplâncton. O presente trabalho apresenta uma metodologia de extração rápida, 

simples e barata, baseada em Chelex100 e Proteinase K, testada na amplificação do DNAmt e 

nuclear de mais de 750 amostras das quais 632 foram submetidas ao sequenciamento do gene 

mitocondrial CO1 e 96 amostras submetidas à genotipagem automática por meio de 

marcadores microssatélites. Aproximadamente 83% das amplificações de DNAmt e 90% das 

amplificações de DNA nuclear apresentaram resultados positivos nos testes com genotipagem 

automática e sequenciamento. A técnica permite extração total do DNA de um grande número 

de amostras em poucas horas, sem uso de agentes tóxicos e com custo consideravelmente 

baixo. 

Palavras-chave: Ovos e larvas, Chelex100, ictiofauna 
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INTRODUÇÃO 

Estudos sobre as comunidades ictioplanctônicas são ferramentas eficientes para avaliar 

o sucesso reprodutivo de peixes em todos os ambientes aquáticos (Baumgartner et al., 2004). 

No entanto, muitas informações sobre a biologia das fases iniciais destes organismos são 

limitadas devido à dificuldade de identificação morfológica do material, visto que a descrição 

de espécies é fundamentada na análise de caracteres morfológicos de indivíduos adultos, e em 

muitos casos tais caracteres não estão completamente desenvolvidos para análise (Pegg et al., 

2006). Além disso, estudos com ictioplâncton em águas continentais Neotropicais 

demonstram que cerca de 60-90% de todo ictioplâncton amostrado corresponde a ovos, os 

quais apresentam classificação ainda mais complexa (Baumgartner et al., 2004; Reynalte-

Tataje et al., 2012). 

Recentes métodos da biologia molecular podem auxiliar na difícil tarefa de 

identificação do ictioplâncton por meio de técnicas como DNA barcoding (Hebert et al., 

2003), que atualmente disponibiliza uma grande quantidade de dados de espécimes 

validamente identificados e catalogados, alocados em bases de dados internacionais de acesso 

público, como o Barcode of Life Data System BOLD (Ratnasingham & Heber, 2007). Uma 

vez que o ictioplâncton é corretamente identificado em nível de espécie é possível aprofundar 

estudos a cerca da biologia das fases iniciais das espécies, empregando outros marcadores 

moleculares que podem ser utilizados em estudos de populações, filogeografia e filogenia de 

peixes.  

Contudo, o alto custo em diferentes etapas dessas metodologias restringe o aumento do 

número de pesquisas. Kits comerciais de extração disponíveis no mercado apresentam bons 

resultado, porém com altos custos embutidos além de serem desenvolvidos para atender um 

pequeno número de amostras. Deste modo, desenvolver técnicas que facilitem todas as etapas 
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do estudo molecular com ictioplâncton é imprescindível para o avanço do conhecimento sobre 

a biologia das fases iniciais de desenvolvimento dos peixes. 

Neste contexto, o presente trabalho descreve uma técnica simples, rápida e barata para 

a extração de um grande número de amostras de ovos e larvas de peixes, testando a eficiência 

da técnica por meio de amplificação via PCR do DNA mitocondrial de 846 amostras e de 

amplificação de DNA nuclear em 96 amostras. Por fim, os resultados de extração realizados 

com o protocolo descrito neste trabalho são comparados com um kit comercial de extração e 

amplificação direta a fim de comparar os resultados entre as duas metodologias. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O ictioplâncton foi coletado em diferentes localidades ao longo do rio Paranapanema 

(Brasil) entre os meses de outubro de 2012 e março de 2013. Ainda em campo as amostras 

foram conservadas em  3 partes de alcool 98% para uma de água, em laboratório foram   

transferidas para alcool 98% e armazenadas à -20ºC até triagem, quando foram transferidas 

para alcool 70% e permaneceram estocadas à -20ºC até a realização dos testes. Todas as 

informações sobre as amostras utilizadas neste estudo, bem como as sequências analisadas 

estão disponíveis no banco de dados BOLD Systems (http://www.boldsystems.org) alocados 

no projeto Fish’s egg and larvae of Paranapanema river (FELPR). 

As amostras foram alocadas em placas de 96 poços com 200 ou 100 µL de tampão de 

extração para larvas e ovos, respectivamente. Cada 200 µL de tampão de extração continha 

200mg de chelex100 (BIO-RAD), 0,1µg de proteinase K (Invitrogem) e água ultrapura 

(MilliQ) para completar o volume (ver soluções de trabalho, apêndice 1). Após vedadas, as 

placas foram agitadas em vortex por 10 segundos, levadas ao termociclador onde foram 

mantidas à 63ºC por 55 minutos e aquecidas à 90ºC por 5 minutos. Em seguida as placas 

foram armazenadas em freezer à -20ºC. Como passo adicional pode-se incluir uma etapa de 
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centrifugação da placa (recomenda-se no mínimo 3000rpm) e retirada de sobrenadante, no 

entanto os testes preliminares realizados não apresentaram diferenças expressivas na 

intensidade de bandas no gel (dados não exibidos).  

A amplificação do gene citocromo c oxidase CO1 (~650pb) foi realizada utilizando os 

primers FishF1-5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’ e FishR1-

5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’ (Ward et al., 2005), utilizando o  programa: 

desnaturação inicial de 5 min à 94ºC; 35 ciclos de 94ºC por 30s, 54ºC por 30s e 72ºC por 

1min, com extensão final de 10min à 72ºC em termociclador MJ Research PTC-100. Cada 

reação foi realizada em volume final de 10µL com 1x de PCR Master Mix (Promega), 0,4 µM 

dos primers FishF1 e FishR1, aproximadamente 15ng DNA e água para completar o volume. 

Após amplificação, os produtos foram visualizados em gel de agarose 1%, (2µL de amostra + 

2µL de tampão de carregamento e corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life 

Technologies).  

Após visualização, o restante do produto amplificado foi purificado com adição de 

0,5µL de ExoStar™ 1-Step (Illustra™) seguindo recomendações do fabricante e 

encaminhadas para sequênciamento, onde as duas fitas foram sequênciadas em reações 

independentes, antendendo recomendações do protocolo descrito por Hajibabaei et al. (2005), 

para identificação molecular.  

Para análise da amplificação do DNA nuclear apenas foram utilizadas amostras de 

ovos e larvas previamente identificadas como Pimelodus maculatus, utilizando os primers 

específicos para regiões microssatélites (P.mac02, P.mac03, P.mac04, P.mac05, P.mac06, 

P.mac 08, P.mac10 e P.mac11), descritos por (Paiva & Kalapothakis, 2008). As condições de 

amplificação seguiram o protocolo descrito por (Ferreira et al., 2013). Tanto o produto das 

reações de sequênciamento quanto o resultado das reações de genotipagem foram analisados 

em sequênciador automático ABI 3500 XL (Applied Biosystems Inc., CA, USA). 
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RESULTADOS 

Foram realizadas 846 extrações entre amostras de ovos e larvas de peixes das quais 

86% apresentaram resultados satisfatórios para a amplificação do gene mitocondrial CO1, 

com intesidade igual ou superior à representada como amostra B na figura1 e quadro1. Entre 

as 96 amostras testadas para amplificação de locos microssatélites apenas três falharam em 

todos os locos e sete apresentaram falhas para um ou mais locos, demonstrando eficiência de 

96,87% nas reações com DNA nuclear.  

Outras 96 amostras de larvas foram extraídas com um kit comercial de acordo com 

especificações do fabricante. Entre estas, 79,16% apresentaram resultados satisfatórios frente 

os testes de amplificação e sequênciamento do gene CO1. Não foi possível realizar testes de 

amplificação de DNA nuclear com as amostras extraídas com o kit comercial, uma vez que os 

primers microssatélites são específicos para a espécie Pimelodus maculatus, a qual não foi 

identificada entre as amostras extraídas com o kit.  

Amostras de ovos e larvas com os níveis de intensidade de amplificação indicadas na 

Figura 1 apresentaram resultados para as leituras de sequenciamento e genotipagem 

semelhantes aos exibidos no Quadro 2 da Figura 1, com picos de alta intensidade e bem 

definidos. 

A média de eficiência de amplificação do genôma mitocondrial, testada por meio da 

amplficiação do gene CO1, foi maior nos testes realizados com o protocolo descrito no 

presente estudo, em comparção às extrações realizadas com o kit comercial testado, tanto para 

ovos quanto para larvas (Figura 2). Uma maior eficiência de amplificação foi observada para 

as amplificações com DNA nuclear, onde 95,77% (desvio padrão = 2,4%) das reações foram 

amplificadas com sucesso. Não foram encontradas diferenças significativas entre a diferença 

da eficiência de amplificação de amostras de ovos em relação às larvas em nenhuma das 

comparações realizadas. 
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Figura 1: Comparação da eficiência de amplificação do DNA mitocondrial e nuclear de ovos e larvas com 

diferentes marcadores e diferentes metodologias de extração. a – Diferença significativa ao nível de 0,05 

para comparações entre os resultados de amplificação do método do presentes estudo e o kit comercial de acordo 

com o teste T de Student. 
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Figura 2 Amplificação, sequenciamento e genotipagem de amostras de ovos e larvas de peixes. 1-

Amplificação do gene CO1 (~680pb) visualizado em gel de agarose 1%; “A”- representa uma amostra com 

banda de maior intensidade e B representa uma amostra com banda de menor intensidade. 2- Eletroferograma de 

genotipagem dos primers P.mac 03, P.mac05, P.mac08 e P.mac11 (Paiva et al., 2008) e sequenciamento do gene 

CO1 com primer FishF1(Ward et al., 2005), (exibido apenas o final da sequência, ver apêndice-2), das mesmas 

amostras A e B apontadas no quadro1;  
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DISCUSSÃO 

O presente estudo desenvolve um método de extração para ovos e larvas de peixes 

extremamente simples, rápido e econômico.  O tampão de extração é bastantes simples 

utilizando apenas uma resina quelante e um agente enzimático diluídos em água com pH 

neutro, o que contribuí para a pureza da extração e elimina a necessidade de lavagens para 

retirada de detergentes, sais ou solventes orgânicos (Aljanabi e Martinez, 1997).  

A técnica também demonstra ser bastante rápida e de fácil execução, com duração 

aproximada de duas horas para cada placa de 96 poços, o custo aproximado total do protocolo 

é consideravemente reduzido. Estes atributos tornam o método bastante interessante para 

trabalhos com ictioplâncton que comumente analisam um grande volume de amostras 

(Baumgartner et al., 2004; Bialetzki, et al., 2005; Reynalte-Tataje et al., 2012). 

O protocolo se baseia na alta temperatura (65ºC), ação enzimática da proteinase K e 

ação quelante da resina Chelex 100. Enquanto a temperatura desestabiliza a membrana de 

ovos e celulas de tecídos larvais, desnaturando proteínas, glicoproteínas e lipoproteínas 

associadas (Rizzo et al., 2002; Wiegand, 1996), a proteinase degrada as cadeias polipeptídicas 

expostas, ao passo que o Chelex 100 sequestra ions metálicos e outras substâncias à eles 

associados, preciptando-as juntamente com outros compostos de maior peso molecular 

(Walsh, 1991; Aranishi, 2006). A subsequente elevação da temperatura à 95ºC desativa a 

proteinase K, além de desnaturar o DNA diminuindo seu peso molecular, propiciando o 

acumulo desses ácidos nucleicos na porção superior da solução, uma vez que a velocidade de 

sedimentação é diretamente proporcional ao peso molecular do DNA (Burgi & Hershey, 

1963). Caso haja a necessidade de centrifugação e resgate de sobrenadante é recomendavel 

que ambas procedam imediatamente após à fase de desnaturação.  

A alta proporção de eficiência entre os resultados do protocolo deste estudo em relação 

aos obtidos com o kit comercial Phire
TM

, demonstram a eficácia do método de extração aqui 
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descrito, tanto para a utilização em estudos com DNAmt quanto para estudos com DNA 

nuclear. No entanto, é importante ressaltar o baixo número de amostras analisadas com o kit 

comercial (apenas 96), além da impossibilidade de teste para DNA nuclear. De todo modo, o 

protocolo descrito mostra-se economicamente mais viável, uma vez que o custo aproximado 

de extração por amostra é cerca de 20 vezes menor que o custo do kit comercial utilizado para 

comparação.  

A efetividade e facilidade desta técnica de extração é um passo a mais em direção da 

popularização das análises moleculares nos estudos envolvendo ictioplâncton, além de 

possibilitar a análise deste material em estudos filogenéticos, filogeográficos e populacionais, 

contribuindo também para a melhor aproveitamento dos escassos recursos direcionados à 

conservação.  
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Identificação molecular de embriões e larvas de peixes (Teleostei: Osteichthyes) do 

médio rio Paranapanema, bacia do alto Rio Paraná 

Wilson Frantine-Silva1, Silvia Helena Sofia1, Mário Luis Orsi2, Fernanda Simões de Almeida1 

RESUMO 

A quantificação e classificação do ictioplâncton é uma das metodologias mais eficientes para 

o monitoramento do processo de recrutamento em peixes, no entanto, sua correta 

identificação é extremamente complexa, principalmente nos estágios iniciais de 

desenvolvimento. O presente trabalho demonstra a eficácia da abordagem DNA barcoding na 

identificação do ictioplâncton na porção média do rio Paranapanema, localizado em uma das 

regiões mais impactadas por empreendimentos hidrelétricos do Brasil. Análises de distância 

genética a partir de sequências do gene CO1, variando entre 628-654pb, possibilitaram a 

identificação de 99,25% das 536 amostras de ovos (293) e larvas (243) submetidas à análise, 

resultando em 37 espécies distribuídas em 27 gêneros, 15 famílias e quatro ordens. A 

identificação molecular possibilitou a inclusão de dados proveniente de amostras de ovos as 

quais foram responsáveis por mais de 30% da riqueza observada. Os resultados contidos neste 

estudo comprovam a eficácia da metodologia DNA barcoding na identificação do 

ictioplâncton e demonstram como os dados gerados a partir dessa metodologia fornecem 

informações únicas para a elaboração de planos de conservação e manejo em reservatórios. 

Palavras-chave: Ictioplâncton, DNA barcoding, mtDNA, recrutamento 
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INTRODUÇÃO 

A crescente demanda energética mundial impele os países a buscar fontes de energia 

que sustentem seu desenvolvimento econômico e industrial. No Brasil, Usinas Hidrelétricas 

constituem a principal fonte energética e corresponderam a 76,9% dos 592Thw produzidos no 

país em 2013 (EPE, 2013). De acordo com Agostinho et al. (2008) a região da bacia do Alto 

rio Paraná apresenta maior incidência de empreendimentos hidrelétricos do país e 

consequentemente é a região que mais sofre com seus impactos. Um exemplo desta situação é 

o rio Paranapanema que atualmente é fragmentado por 11 Usinas Hidroelétricas formando um 

complexo sistema de reservatórios em cascata (Duke Energy, 2008). Dentre os inúmeros 

impactos causados à fauna de peixes, o bloqueio de rotas migratórias e os impactos causados 

pela regulação do fluxo de cheias são as mais drásticas modificações em relação ao processo 

de recrutamento das espécies de peixes e colocam em sério risco a sustentabilidade dessas 

populações (Agostinho et al., 2004; Sanches et al., 2006; Antonio et al., 2007). 

Estudos sobre ictioplâncton fornecem importantes informações sobre a biologia 

reprodutiva das espécies, bem como locais e épocas preferenciais para reprodução, possíveis 

rotas migratória e sucesso de recrutamento (Baumgartner et al., 2004; Bialetzki et al,. 2005; 

Reynalte-Tataje et al., 2011).  Essas informações são extremamente importantes para 

monitoramentos ecológicos, análises de impactos ambientais e desenvolvimento de planos de 

manejo e conservação. No entanto, a correta identificação ao nível de espécie é bastante 

complexa ou mesmo inviável, mesmo para taxonomistas experientes, uma vez que a maior 

parte das descrições de espécies envolve apenas indivíduos adultos (Pegg et al., 2006; Ko et 

al., 2013). A análise da composição das assembleias de ictioplâncton torna-se ainda mais 

complexas quando se considera a grande diversidade da ictiofauna na região neotropical, onde 

a classificação e identificação em algumas famílias como Loricariidae e Characidae é 
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extremamente complexa, mesmo entre indivíduos adultos (Armbruster, 2004; Lévêque et al., 

2007; Oliveira et al., 2011).  

Tradicionalmente a identificação de ovos e larvas de peixes emprega a análise de 

caráteres morfológicos como pigmentação, formas e estruturas presentes no corpo ou variação 

merística (Nakatani et al., 2001). Contudo, essas estruturas nem sempre estão presentes nas 

fases iniciais do desenvolvimento ou ainda não apresentam diferenças, principalmente em 

ovos, que por vezes representam a maior parcela do ictioplâncton amostrado (Reynalte-Tataje, 

et al., 2012; Baumgartner et al., 2004).  

Há aproximadamente dez anos Hebert et al. (2003a) propuseram um sistema de 

bioidentificação baseado na padronização de uma sequência de DNA mitocondrial (DNAmt) 

para discriminar todas ou a maior parte das espécies animais. Estes autores elegeram um 

trecho de aproximadamente 650pb na porção 5’ do gene citocromo c oxidase subunidade I 

(Cox1 ou CO1) como segmento padrão de sua proposta baseados na baixa variação 

intraespecífica e alta variação interespecífica para essa região (Hebert et al., 2003b). Desde 

então um grande banco de dados exclusivo para abrigar sequências deste e outros genes 

voltados à identificação molecular foi criado. Atualmente, mais de 2,4 milhões de espécimes 

encontram-se depositadas no Barcode of Life Data Systems (BOLD Systems), dentre os quais 

13535 pertencem a espécies de peixes (ver www.boldsystem.org) (Ratnasingham & Heber, 

2007).  Vários trabalhos têm demonstrado a eficiência da metodologia DNA barcoding na 

discriminação de espécies (Hebert et al., 2004; Valdez-Moreno et al., 2009; Ward et al., 

2009), mesmo frente a uma fauna megadiversa com radiação recente como no caso dos peixes 

da região Neotropical (Carvalho et al., 2011; Pereira, et al., 2011; 2013).  

Neste contexto, o presente estudo objetivou analisar a eficácia da metodologia DNA 

barcoding na identificação de ovos e larvas de peixes coletados no médio rio Paranapanema, 

visando validar o uso desta ferramenta para identificação de ovos e larvas de peixes da bacia 
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do alto rio Paraná, incrementando as informações disponíveis sobre o recrutamento das 

populações de peixes residentes, seus padrões de distribuição e reprodução.  

MATERIAL E MÉTODOS 

Área de estudo e amostragem do ictioplâncton 

O rio Paranapanema é um importante tributário da bacia do Alto rio Paraná, localizado 

na região mais impactada por empreendimentos hidroelétricos do país (Agostinho et al., 

2008). Ao longo de seu percurso, o rio Paranapanema atinge sua foz cerca de 660km após sua 

nascente, dos quais 329,9 km demarcam a divisa entre os estados de São Paulo ao norte e 

Paraná ao sul (Figura 1) (Maack, 2002).  

As amostragens foram realizadas entre novembro de 2012 e março de 2013, na zona 

fluvial dos reservatórios de Canoas I e II, e em cinco localidades na região de influência do 

reservatório de Capivara (Figura 1). Foram utilizadas redes cônicas de malha 0,5mm e 1,6m 

de comprimento acopladas a um fluxômetro mecânico para medir a quantidade de água 

filtrada. As redes permaneceram cerca de 20 cm abaixo da superfície da água até o fim do 

tempo de cada amostragem. A densidade de ovos e larvas foi padronizada para 10m³ de 

acordo com Nakatani et al. (2001).  

Ainda em campo as amostras foram imediatamente armazenadas álcool 98% com 

proporção igual ou superior a três quartos de álcool para uma da amostra e posteriormente 

estocada à -20ºC. Em laboratório as amostras foram triadas e agrupadas como ovos ou larvas 

e identificados ao menor nível taxonômico possível de acordo com Nakatani et al. (2001), 

visando definir grupos de menor tamanho para seleção de amostras a serem submetidas às 

análises genéticas. Até trinta amostras de ovos ou larvas foram aleatoriamente selecionadas 

por ordem e por amostragem.  
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0Figura 2.1: Distribuição dos pontos de coleta ao longo da porção média do rio Paranapanema. Pontos em 

amarelo demarcam os sítios de amostragem: S1-Rio Taquara (23º30’48.49”S; 50º57’15.02”O); S2-Rio 

Apertados (23º23’28.05”S; 50º59’45.08”W); S3-Rio Congonhas (23º04’04.31”S; 50º51’32.56”); S4-médio Rio 

das Cinzas (23° 4'33.31"S 50°21'47.22"O); S5- baixo Rio das Cinzas (22°57'12.12"S 50°31'40.24"O); S6-

Canoas I (22°56'17.10"S; 50°17'21.32"O); S7-Canoas II (22°54'58.29"S 49°59'32.83"O). As linhas sólidas pretas 

demarcam as barragens das usinas hidroelétricas (UHEs) no rio Paranapanema, da esquerda para direita: UHE 

Capivara, UHE Canoas I, UHE Canoas II, UHE Salto Grande. 

Extração de DNA, amplificação e sequenciamento 

As extrações seguiram o protocolo descrito por Silva e Almeida (2013 – dados ainda 

não publicados - ver capítulo 1). O gene citocromo c oxidase CO1 (648pb) foi amplificado 

utilizando os primers descritos por Ward et al. (2005) FishF1-

5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’ e FishR1-

5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’ em termociclador MJ Research PTC -100, 

com desnaturação inicial de 5 min à 94ºC; 35 ciclos de 94ºC por 30s, 54ºC por 30s e 72ºC por 

1min, com extensão final de 10min à 72ºC. As reações de amplificação foram realizadas em 

volume final de 10µL com 1x de PCR Master Mix (Promega), 0,4uM dos primers FishF1 e 

FishR1, 15ng DNA e água para completar o volume. Os produtos resultantes da amplificação 

foram visualizados em gel de agarose 1% (2µL de amostra/2µL ficol+azul de bromofenol), 
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corados com 0,08µL/mL de SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies). Após 

visualização, o restante do produto amplificado foi purificado com adição de 0,5µL de 

ExoStar™ 1-Step (Illustra™) seguindo recomendações do fabricante. As amostras tiveram as 

duas fitas sequenciadas em reações independentes, de acordo com o protocolo descrito por 

Hajibabaei et al. (2005). O produto das reações de sequenciamento foi analisado em 

sequenciador automático ABI 3500 XL (Applied Biosystems Inc., CA, USA). 

Qualidade e análise dos dados moleculares 

Os produtos de PCR (~680pb) originados a partir das amostras de ovos e larvas bem 

como suas respectivas sequências, de ambas as fitas forward e reverse, com tamanho superior 

a 600pb foram combinadas para formação de um consenso através do aplicativo online 

Electropherogram Quality Analysis (Togawa & Brigido, 2003). 

As sequências foram submetidas ao banco de dados BOLD (Ratnasingham & Heber, 

2007) (http://www.boldsystems.org/) no qual a ferramenta BOLD-IDS foi utilizada para 

verificar a correspondência e similaridade das sequências submetidas com as armazenadas no 

banco de dados, as quais foram consideradas significativas às correspondências superiores a 

98% com distância intraespecífica inferior a 2%. As sequências com as melhores 

correspondências para cada táxon foram incorporadas às análises de distância genética 

intraespecífica e interespecífica baseado no modelo Kimura-2-Parâmetros (K2P) (Kimura, 

1980). O mesmo modelo foi aplicado para a construção da árvore de distância com método 

Neighbor-Joining (NJ) visando uma representação gráfica da distribuição das distâncias 

genéticas entre os táxons. As análises de distância e a árvore de Neighbor-Joining foram feitas 

através do programa MEGA v5.0 (Tamura et al., 2011).  As distâncias genéticas para definir 

os níveis de espécie, gênero e família foram baseadas em Pereira et al. (2011, 2013). 
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RESULTADOS 

Identificação molecular e distância genética 

A partir da correspondência entre as sequências das amostras analisadas e as 

sequências dos adultos disponíveis no banco de dados foi possível identificar em nível de 

espécie 535 das 536 amostras (99,81%). Entre as 536 amostras analisadas, apenas a sequência 

PDCAI233 apresentou valores de similaridade inferior a 99% impedindo a identificação direta 

desta amostra ao nível de espécie. Para as demais 535 amostras os valores de similaridade 

entre as sequências analisadas e as sequências dos adultos disponíveis nos bancos de dados se 

mantiveram acima de 99% (ver Apêndice 3). 

Todos os fragmentos amplificados foram maiores que 600pb e as respectivas 

sequências, em ambos os primers, apresentaram boa qualidade, sem evidências de inserções, 

deleções ou códons de parada. A distribuição das distâncias genéticas K2P entre diferentes 

níveis taxonômicos demonstra o aumento da distância genética de acordo com o aumento do 

nível taxonômico, variando entre 0% e 1,25% (média 0,17%), para as comparações 

intraespecíficas, e entre 6,34% e 8,7% (média de 7,09%) para as comparações congenéricas 

(Tabela 1). Estes dados estabelecem um intervalo de cinco vezes o valor da menor distância 

genética intraespecífica em relação à menor distância genética interespecífica. 

 Tabela 2.1: Distribuição das frequências relativas das distâncias genéticas K2P 

intraespecíficas e interespecíficas. E.P. = erro padrão. 

Comparação Táxons Dist. min. Dist. méd. Dist. max. E.P. 

Dentro de espécies 26 0 0,41 1,25 0,07 

Dentro de gêneros 37 6,34 7,09 8,70 0,40 

Dentro de famílias 14 10.54 24.70 26.60 0.20 

Dentro de ordens 4 22.70 25.10 35.60 0.49 
Foram considerados apenas os grupos com mais de um táxon. 

A árvore NJ-K2P resumida (Figura 2) aponta a formação de grupos terminais bem 

definidos, com baixa distância entre as amostras identificadas ao nível de espécie, além de 

altos índices de sustentabilidade dos ramos (ver árvore completa no apêndice 4). Para 

complementar os resultados apresentados pela árvore NJ-K2P, a análise de distância para o 
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táxon mais próximo (Nereast Neighborn Distance NND) foi realizada para mensurar a 

distância entre os táxons relacionados. A menor distância encontrada para a análise NND foi 

observada entre Hypostomus regani e Hypostomus strigaticeps (D = 3,9 ± 0,75).  

 

Figura 2.2: Representação gráfica de distância genética K2P. Distância genética entre as sequências das 536 

amostras estimada com base no modelo Kimura-2-Parâmetros agrupada pelo método Neighbor-Joining com 

1000 pseudoréplicas através do software MEGA v5.0. Táxons marcados com um ponto preto correspondem a 

espécies migradoras segundo Agostinho et al. (2003); táxons com losango preto correspondem à espécie 

migradora ameaçada de extinção. Valores de sustentabilidade dos ramos são apresentados ao lado dos nós em 

cada bifurcação, valores inferiores a 50% são ocultados. Os táxons terminais correspondentes a indivíduos da 

mesma espécie foram agrupados. Os nomes dos grupos em itálico indicam a correspondência ao menor nível 

taxonômico possível. 
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Ictioplâncton: densidade, abundância e composição taxonômica 

Ao longo do período de estudo foram coletadas 6897 amostras, das quais 5849 

(84,8%) correspondem a ovos e 1048 (15,2%) correspondem a larvas. A maior densidade de 

ovos foi observada para o médio rio das Cinzas, enquanto o rio Taquara apresentou a menor 

densidade, uma vez que não foram coletadas amostras de ovos neste local (Figura 3-D).  

  

 
Figura 2.3: Densidade e número de espécies das amostras de ovos e larvas por localidade ao longo do 

médio rio Paranapanema. A - densidade de ovos e larvas por 10m³ (Log10); B - número de espécies 

identificadas entre ovos e larvas em cada localidade. C - distribuição da densidade de ovos e larvas entre as 

ordens por localidade; D - frequência relativa de amostras analisadas por localidade (dados considerando todas 

as amostras e sem identificação molecular); E - frequência relativa das amostras por ordem. 
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Com base na análise de similaridade das sequências de 536 amostras em relação às 

sequências dos adultos disponíveis no BOLD Systems Data Base, foram identificadas 37 

espécies, distribuídas em 27 gêneros, 15 famílias e quatro ordens (Tabela 2.2), a partir de 9 

morfotipos previamente estabelecidos para ovos e larvas (Figura 2.4). 

 
Figura 2.4: Morfotipos de ovos e larvas definidos à priori. Quadros “A” (S. nasutus-PDCAI101), “B” 

(Hoplias sp.-PDCAI233) e “C” (P. maculatus-PDCAI105) três morfotipos de ovos encontrados; “D” Incertae 

Sedis-PDCON07,  “E” L. friderici-PDCAI144, “F” H. intermedius-PDCON33; “G” E. trilineata-PDCAI161, 

“H” P. squamosissimus-PDCAI146, e “I” P. maculatus-PDCAI158, correspondem aos morfotipos referentes às 

quatro ordens que puderam ser identificadas previamente, “E-F” Characiformes, “G” Gymnotiformes, “H” 

Perciformes, “I” Siluriformes, em seus estágios mais avançados em relação às amostras capturadas. 

A ordem Characiformes apresentou o maior número de espécies (21), tanto para ovos 

quanto para larvas, seguida pela ordem Siluriformes com 11 espécies. Três espécies 

identificadas pertencem à ordem Perciformes e uma amostra pertence à ordem 

Gymnotiformes. A ordem Siluriformes foi a mais abundante (53,15%), seguido por 

Characiformes (41,61%). Perciformes e Gymnotiformes juntos corresponderam a 5,16% do 

total de amostras analisadas.  
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Tabela 2.2: Distribuição dos ovos e larvas de peixes identificados ao longo do médio rio Paranapanema. (%) frequência relativa; N- 1 

frequência absoluta; L – quantidade de larvas (frequência absoluta/densidade em 10m³); O – quantidade de ovos (frequência absoluta/densidade 2 

em 10m³). *espécie médio ou longo deslocamento reprodutivo (Agostinho et al., 2003).  3 

   

 
UHE Capivara 

Canoas I Canoas II 

 

 

 

Rio Apertados Rio Taquara Rio Congonhas Rio das Cinzas médio Rio das Cinzas foz 

Espécie (%) N L O L O L O L O L O L O L O 

A. ibitiensis 1,49 8 4/89,9 0 4/36,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

A. piracicabae 1,87 10 3/67,5 0 7/63,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

A. bockmanni 1,49 8 1/22,5 2/45 5/45,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

B. iheringii 0,19 1 0 0 1/9,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

B. stramineus 0,75 4 3/67,5 0 0 0 0 1/10,2 0 0 0 0 0 0 0 0 

C. gobioides 0,19 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1/2,4 0 

C. iheringi 0,37 2 0 0 0 0 20 2/20,3 0 0 0 0 0 0 0 0 

C. paranaense 0,19 1 1/22,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

C. modestus 0,19 1 0 0 0 0 0 0 10 1/8,6 0 0 0 0 0 0 

E. trilineata 0,19 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1/9,1 0 0 0 

G. knerii 1,49 8 0 0 1/9,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7/16,3 

G. brasiliensis 1,31 7 7/157,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

H. intermedius 0,19 1 0 0 0 0 10 1/10,2 0 0 0 0 0 0 0 0 

Hoplias sp 0,19 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1/9,1   

H. littorale 0,19 1 0 0 0 0 1/10,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

H. ancistroides 0,19 1 10 1/22,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

H. regani 0,56 3 0 0 0 0 3/30,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

H. strigaticeps 0,19 1 0 0 0 0 1/10,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

L. amblyrhynchus 0,75 4 4/89,9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

L. piavussu 0,75 4 0 0 0 0 0 0 1/8,6 0 0 0 3/27,1 0 0 0 

L. friderici* 11,93 64 0 0 3/27,2 0 0 0 8/68,3 14/119,5 3/36,7 7/85,6 27/243,6 0 2/4,7 0 
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Continuação tabela2.2               

   UHE Capivara 
Canoas I Canoas II 

   Rio Apertados Rio Taquara Rio Congonhas Rio das Cinzas médio Rio das Cinzas foz 

Espécie % N L O L O L O L O L O L O L O 

L. macrocephalus* 0,75 4 0 0 0 0 0 0 40 4/34,2 0 0 0 0 0 0 

L. obtusidens* 1,31 7 0 0 0 0 0 0 10 1/8,6 0 0 3/27,1 0 1/2,4 2/4,7 

L. octofasciatus 1,87 10 0 0 0 0 0 2/20,3 2/17,1 6/51,2 0 0 0 0 0 0 

M. intermedia 1,31 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3/7 4/9,3 

O. niloticus 0,19 1 0 0 0 0 0 1/10,2 0 0 0 0 0 0 0 0 

P. argentea 3,92 21 10/224,8 0 11/99,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

P. mesopotamicus* 2,99 16 0 0 0 0 0 0 0 5/42,7 4/48,9 7/85,6 0 0 0 0 

P. maculatus* 45,7 245 0 0 0 0 0 0 20/170,7 52/443,7 0 0 51/460,1 41/369,9 36/83,4 45/104,2 

P. squamosissimus 3,36 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5/45,2 0 0 13/30,1 

P. lineatus* 3,36 18 0 0 0 0 0 0 0 11/93,9 1/12,3 6/73,4 0 0 0 0 

P. corruscans* 0,93 5 0 0 0 0 0 0 0 5/42,7 0 0 0 0 0 0 

S. nasutus* 0,37 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2/18,1 0 0 

S. lima 2,61 14 0 0 0 0 0 0 0 12/102,4 0 1/12,3 0 0 0 1/2,4 

S. scriptum* 0,37 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2/24,5 0 0 0 0 

T. neivai 0,37 2 1/22,5 0 0 0 0 0 0 1/8,6 0 0 0 0 0 0 

T. nematurus 5,97 32 0 0 0 0 0 25/253,7 0 2/17,1 3/36,7 2/24,5 0 0 0 0 

Total/Densidade 10m³  
 

34/764,0 3/67,4 32/290,1 00 5/50,7 32/324,7 31/264,5 114/972,7 11/134,4 25/305,4 90/811,9 44/396,9 43/99,5 72/166,7 
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Em quatro das sete localidades a ordem Characiformes foi mais abundante (rio 

Apertados, rio Taquara, rio Congonhas e baixo rio das Cinzas), enquanto à ordem 

Siluriformes apresentou o maior número de capturas nas demais localidades, (médio rio das 

Cinzas, Canoas I e Canoas II).  

Não houve diferenças expressivas entre a participação de ovos e larvas dentre as 

diferentes ordens. Dentre os Characiformes ovos e larvas representam respectivamente 

50,22% e 49,78% das amostras analisadas, para Siluriformes 59,2% e 40,8% e Perciformes 

48,14% e 51,86%. Apenas uma amostra no estágio larval foi identificada para a ordem 

Gymnotiformes (Figura 3-b).  

As maiores densidades de ovos foram registradas na região média e baixa do rio das 

Cinzas enquanto as maiores densidades de larvas foram observadas no reservatório de Canoas 

I e rio Apertados. A região do baixo rio das Cinzas apresentou também o maior número de 

espécies (13 spp.) das quais 12 foram identificadas entre as amostras de ovos. A identificação 

molecular revelou um grande número de espécies restritas a amostras de ovos, 29,73% (11 

spp.) em relação às 37 espécies identificadas.  

DISCUSSÃO 

Eficiência da identificação de ovos e larvas 

O presente trabalho prove pela primeira vez informações sobre a distribuição e 

composição taxonômica das assembleias de ictioplâncton em águas continentais na região 

neotropical com base na metodologia DNA barcoding, analisando a contribuição de ovos na 

composição taxonômica destas assembleias.  

Os resultados confirmam a eficiência da metodologia DNA barcoding, identificando 

99,81% das amostras analisadas em nível de espécie e 100% das amostras em nível de gênero, 

como tem sido demonstrado por outros trabalhos envolvendo identificação molecular de ovos 

e larvas marinhos (Pegg et al., 2006; Hubert et al., 2010; Ko et al., 2013) e discriminação da 
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ictiofauna de peixes neotropicais (Pereira et al., 2011; 2013), estendendo os resultados para 

identificação de produtos reprodutivos das espécies de peixes desta região. Os dados também 

apontam um elevado índice de identificação para táxons que comumente não são identificados 

morfologicamente dentre amostras de ictioplâncton, como as famílias Anostomidae, 

Characidae e Loricariidae, fornecendo informações críticas para ações de manejo (Castro et 

al., 2002; Reynalte-Tataje et al., 2012). 

A eficiência da identificação pelo DNA barcoding se baseia no conceito barcoding 

gap, que corresponde à diferença entre as distâncias genéticas intra e interespecíficas (Hebert, 

et al., 2003; Hebert et al., 2004). A baixa distância genética intraespecífica (máximo 1,25%) 

em comparação à alta distância genética interespecífica (mínimo 6,34%) indicam um claro 

barcoding gap de cinco vezes o valor da maior distância genética interespecífica, 

corroborando os resultados encontrados por Pereira et al. (2013) para os peixes da bacia do 

alto rio Paraná, que encontrou uma distância intraespecífica média de 1,3%.  

Os índices de similaridade entre sequências de ovos, larvas e adultos (Banco de dados) 

possibilitaram a identificação de 99,81% das amostras analisadas demonstrando ser a 

metodologia mais abrangente para identificação molecular de espécies, como já observada por  

Ward et al. (2009). Estes dados aliados à distribuição de distância genética denotam um alto 

nível de confiabilidade na identificação das amostras.  

No entanto, para um dos casos, o índice de similaridade se mostrou insuficiente para 

identificar diretamente a amostra em nível de espécie. A sequência PDCAI233, identificada 

como Hoplias sp., apresentou um índice de similaridade em relação às sequências dos adultos 

depositados no banco de dados igual a 96,27% (Hoplias intermedius - JN988905.1) (Anexo 

3). A baixa similaridade entre essas sequências também pode ser observada na distribuição 

das distâncias genéticas K2P na árvore de NJ (Figura 2.2), e análise de distância para o táxon 

mais próximo (NND, Apêndice 3), onde foi possível observar valores de distâncias maiores 
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que 3,5% entre a sequência correspondente à PDCAI233 (Hoplias sp.) e o táxon mais 

próximo, tanto em comparação com o presente estudo quanto em comparação com amostras 

presentes no banco de dados.  

Pereira et al. (2013) também observaram elevados índices de distância intraespecífica 

para H. intermedius (>2%), levantando a hipótese de haver mais de uma unidade taxonômica 

dentro desta espécie. Embora Hoplias intermedius seja reconhecida como única espécie do 

grupo H. Lacerda autóctone para bacia do alto rio Paraná (Oyakawa & Mattox, 2009), não é 

possível descartar a hipótese de que a amostra identificada como Hoplias sp. pertença à outra 

espécie já descrita para o gênero, o que só poderá ser confirmado através da comparação com 

amostras para as demais espécies pertencentes ao gênero. Vale ressaltar que o gênero Hoplias 

é considerado um complexo de espécies devido à grande diversidade cariotípica presente 

dentro do grupo e que o mesmo deve ser investigado com maior cautela para averiguar o real 

status taxonômico das espécies deste grupo na bacia do alto rio Paraná (Vicari et al., 2006; 

Ferreira, et al., 2007). 

A técnica de DNA barcoding mostrou-se especialmente eficiente para correta 

identificação de táxons que frequentemente apresentam problemas na identificação 

morfológica em suas fases iniciais de desenvolvimento, como no caso da família 

Anostomidae, que apresenta um alto nível de complexidade para identificação de amostra de 

ictioplâncton, estando frequentemente entre as amostras identificáveis apenas em nível de 

família (Bialetzki et al., 2005; Reynalte-tataje et al., 2011; Kipper et al., 2011) (Figura 4-d). 

No presente trabalho foram identificadas sete espécies pertencentes à família Anostomidae: 

Leporinus amblyrhynchus, Leporinus piavussu, Leporinus friderici, Leporinus 

macrocephalus, Leporinus obtusidens, Leporinus octofasciatus e Schizodon nasutus com alto 

nível de confiabilidade. Várias espécies da família Anostomidae apresentam deslocamentos 

reprodutivos de curta ou longa distância, sendo fortemente afetadas pelo atual cenário de 
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fragmentação das bacias hidrográficas (Agostinho et al., 2003; 2008; Makrakis et al., 2012). 

Deste modo, obter informações precisas sobre a dinâmica reprodutiva de cada espécie é 

imprescindível à sua conservação. 

Riqueza de espécies com base em análises moleculares 

A pesar da grande importância para a avaliação das populações naturais de peixes, 

estudos com ictioplâncton são pouco frequentes, muito devido à dificuldade de identificação 

de ovos e larvas, mas principalmente frente à ictiofauna megadiversa da região neotropical 

(Nakatani et al., 2001; Agostinho et al., 2005). No presente trabalho foi possível distinguir 37 

espécies (25 foram entre ovos e 26 entre larvas) a partir de apenas nove morfotipos, três 

referentes a ovos e seis de larvas.  

A eficiência da identificação molecular de ovos e larvas de peixes em relação aos 

métodos morfológicos já é documentada para espécies marinhas. Em um trabalho avaliando a 

eficácia da identificação morfológica do ictioplâncton marinho em relação à identificação 

molecular Ko et al. (2013) constataram que apenas 13,5% das amostras enviadas a cinco 

diferentes laboratórios foram identificadas em nível de espécie utilizando caracteres 

morfológicos, em contrapartida cerca de 80% dessas larvas puderam ser identificadas em 

nível de espécie com por meio do DNA barcoding. 

A identificação molecular também possibilitou a inclusão dos dados provenientes de 

amostras de ovos para composição da riqueza de espécies. Apenas dentre as amostras de ovos 

foram encontrados 11 espécies não presentes entre as amostras de larvas (29,75% da riqueza 

total). Comumente os dados provenientes de amostras de ovos são avaliados para determinar 

áreas de desova através da variação de densidade entre localidades (Baumgartner et al., 2004; 

Kipper et al., 2011; Reynalte-Tataje, et al., 2012). No entanto, devido à impossibilidade de 

identificação em nível de espécie, na maioria dos casos, avaliações mais detalhadas acerca de 

sítios específicos de reprodução tornam-se inviáveis. Por exemplo, Steindachneriodion 
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scriptum, uma espécie ameaçada de extinção (Oyakawa & Menezes, 2011), apresentou 

registro apenas para região média do rio das Cinzas, apontando esta região como um ponto 

crítico para conservação desta espécie.  

A comparação dos dados de riqueza entre as localidades também demonstram a 

importância da análise de ovos na composição taxonômica das assembleias de ictioplâncton. 

O sítio de amostragem localizado na região média do rio das Cinzas (S4-Figura 1) apresentou 

o maior número de espécie (13 spp.), das quais 12 ocorreram entre as amostras de ovos e oito 

correspondem a espécies com deslocamento reprodutivo de longa distância (Agostinho et al., 

2003) (Tabela 2). Caso estes dados não fossem analisados, a região do médio rio das cinzas 

apresentaria apenas quatro espécies, o que poderia alterar a ordem de prioridade desta região 

para conservação. 

A importância destes dados torna-se ainda maior considerando a alta frequência 

amostral de ovos dentre as amostras de ictioplâncton capturadas. Baumgartner et al. (2004) 

em um estudo na porção alta do rio Paraná e no reservatório da UHE de Itaipu verificou uma 

frequência de cerca de 60% de ovos dentre todo o ictioplâncton coletado, enquanto Reynalte-

Tataje et al. (2012) em um estudo avaliando a distribuição temporal e espacial do 

ictioplâncton na bacia do rio Uruguai verificaram que 94,6% de toda sua amostragem eram 

ovos. 

Deste modo, é recomendável que futuros estudos sobre a distribuição e composição 

das assembleias de ictioplâncton incluam análises moleculares para identificação das espécies 

provenientes de amostras de ovos. 

Densidade, abundância e composição taxonômica 

A partir da correta identificação molecular é possível delimitar com maior precisão os 

locais que servem à desova, crescimento e forrageamento de larvas das espécies de peixes. No 

presente estudo sequências de 536 amostras resultaram na identificação de 37 espécies 
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distribuídas em 27 gêneros, 15 famílias e quatro ordens, correspondendo a 23,87% das 

espécies de peixes descritas para o rio Paranapanema (Hoffmann et al., 2005; Shibatta et al., 

2008; Galves et al., 2009; Orsi 2010). 

As assembleias de ovos e larvas nos ambientes estudados foram compostas 

principalmente por Characiformes e Siluriformes.  Este padrão foi observado por Vianna & 

Nogueira (2008) para o rio das Cinzas e Orsi (2010) no reservatório de Capivara, onde foi 

observado a dominância de Characiformes em regiões lóticas, seguidos por Siluriformes e 

Perciformes em áreas semilóticas e lênticas.  

No presente estudo a ordem Characiformes foi mais abundante em todas as regiões 

com características lóticas (rio Apertados, rio Taquara, rio Congonhas e baixo rio das Cinzas). 

Apenas na porção média do rio das Cinzas a ordem Siluriformes foi mais abundante se 

assemelhando com pontos com menor velocidade de água (Canoas I e Canoas II). No entanto, 

nestes ambientes com menor velocidade de água, a densidade de capturas tanto de ovos 

quanto para larvas foi fortemente influenciado pela alta frequência de captura de Pimelodus 

maculatus, o qual apresentou as maiores densidades de ovos e larvas.  

Em parte, a grande abundância desta espécie pode estar relacionada com sua estratégia 

reprodutiva. P. maculatus se enquadra como espécie de curto deslocamento reprodutivo, alta 

produção de ovócitos e grande taxa de fecundidade (Agostinho et al., 2003; Orsi 2010). Estas 

características podem ter modulado a permanência de algumas espécies no reservatório.  

Outro exemplo deste possível sucesso de colonização é a espécies Leporinus friderici, 

que apresenta características reprodutivas semelhantes às descritas acima para P. maculatus. 

L. friderici apresentou a segunda maior abundância (11,93%) especialmente no reservatório 

de Canoas I, onde também foi encontrado as maiores densidades de P. maculatus. Juntos L. 

friderici e P. maculatus representaram 57,63% do total de capturas.  
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Por outro lado, a baixa frequência nas capturas de Perciformes, principalmente da 

família Cichlidae, pode estar associada ao comportamento de construção de ninhos ou outros 

cuidado com a prole, comportamentos também observados para algumas espécies da ordem 

Gymnotiformes (Eigenmannia spp.) e entre algumas espécies da ordem Siluriformes, como 

no caso da família Loricariidae (Hipostomus spp.) e Heretrinidae (Hoplias spp.), dificultando 

a captura destas espécies dentre amostra de ictioplâncton (Goodwin et al., 1998; Suzuki et al., 

2000; Agostinho et al., 2003; Crampton & Hopkins, 2005; Prado et al., 2006).   

As menores densidades, abundâncias e frequências relativas de captura foram 

observadas para espécies da ordem Gymnotiformes: Eigenmannia trilineata, Perciformes: 

Cichlassoma paranaense e Oreochromis niloticus, bem como para espécies da ordem 

Siluriformes: Cetopsys gobiodes, Cetopsorhamdia iheringii, Hoplias spp., Hoplosternum 

littorale, Hypostomus spp., Steindachneriodon scriptum e Tatia neivai, como também 

observado por Baumgartner et al. (2004), Bialetzki et al. (2005) e Reynalte-Tataje et al. 

(2012). 

Embora a amostragem entre o ictioplâncton seja menos expressiva, espécies 

pertencentes principalmente à ordem Perciformes podem apresentar grande sucesso na 

permanência em áreas lênticas devido a estratégias reprodutivas diferenciadas (Orsi, 2010). 

Suzuki, (1999) ressalta que, de forma geral, os ambientes que se formam após a construção de 

barragens são naturalmente ocupados pela ictiofauna original, mas esta ocupação depende da 

capacidade da ictiofauna local de se ajustar às novas condições ambientais, uma vez que de 

acordo com Lopes et al. (2000) as mudanças nas estratégias reprodutivas provem mais de 

ajustes ecológicos do que fenômenos genéticos.  

Dentre as espécies de Characiformes, constantemente amostrados em trabalhos com 

ictioplâncton devido às características de ovos e larvas (Vono et al., 2002; Kipper et al., 
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2011), as menores densidades foram registradas para as espécies Bryconaericus iheringii, 

Cyphocharax modestus e Schizodon nasutus.  

Em especial, as características reprodutivas de Schizodon nasutus são semelhantes à de 

espécies com maior densidade (L. fridericii e P. maculatus) (Orsi, 2010) e indicam que a 

baixa densidade de ovos para esta espécie pode estar associada a outros fatores além de suas 

estratégias reprodutivas.  

A falta de condições adequadas para a reprodução da espécie e principalmente a baixa 

densidade de adultos em condições de reprodução, influenciada pela alteração do ambiente, 

podem alterar as taxas reprodutivas da espécie (Baumgartner et al., 2008). Dados 

apresentados por Britto & Carvalho (2013), em um trabalho avaliando os movimentos 

reprodutivos de algumas espécies nos reservatórios de Capivara, Canoas I e Canoas II, 

apontam uma baixa recaptura para Schizodon nasutus, indicando que esta espécie teria 

dificuldades de permanência em ambientes impactados e manteriam populações com menor 

número de indivíduos. 

Deste modo, assim como a baixa abundância de Schizodon nasutus pode ser 

decorrente de um insucesso da espécie no ajuste a esse novo ambiente, a maior abundância 

observada para Pimelodus maculatus (45,7%), pode estar relacionada ao melhor ajuste desta 

espécie as condições do reservatório em relação às demais espécies aqui observadas. No 

entanto, um estudo mais prolongado é necessário para encontrar padrões mais definidos em 

relação aos ajustes das estratégias reprodutivas destas espécies. 

Ao longo deste estudo quatro espécies não nativas foram identificadas entre as 

amostras de ictioplâncton: Oreochromis niloticus (exótica) e Tryportheus nematurus 

(alóctone) no rio Congonhas, Sorubim lima (alóctone) no médio e baixo rio das Cinzas, 

Plagioscion squamosissimus (alóctone) nos reservatórios de Canoas I e Canoas II. Embora 

com baixa abundância observada entre amostras de ictioplâncton, estas espécies 
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frequentemente são coletadas entre amostras de indivíduos adultos, causando diversos 

impactos nos ambientes que ocupam (Agostinho et al., 1993; Orsi, 2010).  

Por outro lado, espécies nativas que apresentam longos deslocamentos reprodutivos 

comumente são as mais afetadas pela fragmentação dos sistemas hidrográficos (Antonio et 

al., 2007b). Os resultados indicam que espécies migradoras acumularam-se em zonas lóticas 

dos reservatórios, principalmente nas porções média e baixa do rio das Cinzas (Tabela 2). 

Este padrão também foi observado por Vianna & Nogueira (2008) e Reynalte-Tataje et al. 

(2012), no entanto, estes autores salientam que a atividade reprodutiva destas espécies está 

sujeita a condições limnológicas bastante específicas e pouco frequentes. Deste modo, locais 

que apresentem as mínimas condições de reprodução para estas espécies devem se tornar 

prioridades para conservação. 

Os resultados apresentados confirmam as altas taxas de sucesso na identificação 

molecular já documentado em outros trabalhos, estendendo os resultados para amostras de 

ictioplâncton. Os dados gerados a partir da metodologia DNA barcoding se mostram 

especialmente úteis na identificação de táxons com classificação complexa a partir de 

amostras de ictioplâncton, tais quais as espécies das famílias Anostomidae, Characidae e 

Loricariidae. Os resultados aqui apresentados demonstram que a identificação molecular 

possibilita a inclusão de ovos na análise da composição das assembleias ictioplanctônicas e 

que esses táxons podem ser exclusivamente encontrados dentre amostras de ovos. Portanto, 

abordagens moleculares para o estudo do ictioplâncton devem ser incluídas em futuras 

propostas de estudos para aumentar a acurácia dos resultados e fornecer informações mais 

precisas que resultem em planos de conservação igualmente precisos. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os dados apresentados confirmam as altas taxas de sucesso da metodologia DNA 

barcoding para a identificação molecular de ictioplâncton, demonstrando como estes dados 

são especialmente úteis na identificação de táxons que comumente apresentam problemas de 

identificação, tais quais as espécies das famílias Anostomidae, Loricariidae e Characidae. A 

inclusão de amostras de ovos na análise da constituição das assembleias ictioplanctônicas, 

possibilitada pela identificação molecular, demonstra um importante aumento na riqueza de 

espécies, bem como podem evidenciar a ocorrência de táxons exclusivos a esse tipo de 

amostra.  

Considerando os dados aqui apresentados e os resultados de trabalhos anteriores 

realizados na bacia do médio rio Paranapanema, além da recente finalização da UHE de Mauá 

na porção média do rio Tibagi, sugere-se que a bacia do rio das Cinzas seja mantida livre de 

barramentos para manter uma rota migratória alternativa para espécies de peixes do 

reservatório de Capivara, visando possibilitar a autossustentação das populações de peixes e 

um subsequente estoque de diversidade para ictiofauna regional.  
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APÊNDICE 1: Protocolo de preparo das soluções de trabalho  

1. Protocolo para tampão de extração: Pesar 1 g de Chelex100 (BIO-RAD)* em um 

recipiente para armazenagem da solução e adicionar 1 mL de água ultra pura (MilliQ). 

2. Protocolo de preparo para Proteinase K: Pesar 20 mg de Proteinase K(Invitrogen) 

em microtubo 1,5 mL completar com 1mL de tampão (Tris-HCl 50mM pH8,0+ 

acetato de cálcio 5mM).  

3. Protocolo de execução: Distribuir 200 µL ou 100 µL do tampão de extração, 

respectivamente para larvas ou ovos, em cada poço da placa ou microtubo; Distribuir 

as amostras em na placa ou microtubos; acrescentar 2 µL de Proteinase K para cada 

amostra; Agitar a placa ou microtubo em vortex por 10 segundo; Levar ao 

termociclador ou banho maria; manter 55 minutos à 65ºC; manter 5 minutos à 95ºC; 

Opcionalmente centrifugar e retirar sobrenadante. 

 

*Nota de execução: Como Chelex100 é uma resina insolúvel em água é necessário 

homogeneizar constantemente a substância durante a manipulação. 
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APÊNDICE 2: Eletropherograma completo de duas amostras utilizadas como exemplo 

no capítulo1 

 

 



 

76 

APÊNDICE 3: Checklist, média dos resultados de similaridade e relação de distância para o táxon mais próximos  

Ordem/Família/Espécie N BOLD-IDS ± E.P D ± E.P NN NND ± E.P 

CHARACIFORMES      

Anostomidae      

Leporinus amblyrhynchus Garavello & Britski, 1987 4 99,69±0,22 0,15±0,1 Leporinus obtusidens 5,54±0,84 

Leporinus piavussu Britski, Birindelli & Garavello, 2012 4 99,80±0,20 1,25±0,3 Leporinus octofasciatus 6,19±1 

Leporinus friderici (Bloch, 1794) 64 99,68±0,26 0,33±0,08 Leporinus obtusidens 11,75±1,38 

Leporinus macrocephalus Garavello & Britski, 1988 4 99,64±0,41 0,38±0,16 Leporinus piavussu 5,54±0,84 

Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1837) 7 99,92±0,08 0,44±0,18 Leporinus octofasciatus 6,19±1 

Leporinus octofasciatus Steindachner, 1915 10 99,88±0,08 0±0 Astyanax bockmanni 22,7±2,09 

Schizodon nasutus Kner, 1858 2 99,76±0,18 0±0 Pseudoplatystoma corruscans 11,01±1,29 

Characidae      

Astyanax bockmanni Vari & Castro, 2007 8 99,56±0,38 0,25±0,12 Piabina argentea 20,34±1,93 

Bryconamericus iheringii (Boulenger, 1887) 1 99,69±0,00 x Piabina argentea 9,31±1,24 

Bryconamericus stramineus Eigenmman, 1908 4 99,66±0,39 0,07±0,07 Bryconamericus iheringii 10,24±1,32 

Galeocharax knerii (Steindachner, 1879) 8 99,50±0,26 0,12±0,08 Bryconamericus iheringii 18,65±1,85 

Moenkhausia intermedia (Eigenmann, 1908) 7 99,67±0,43 0,44±0,17 Astyanax bockmanni 22,7±2,09 

Piabina argentea Reinhardt, 1867 21 99,59±0,39 1,14±0,3 Bryconamericus iheringii 9,31±1,24 

Triportheus nematurus (Kner, 1858) 32 99,95±0,09 0,32±0,12 Hypostomus strigaticeps 22,16±2,09 

Curimatidae      

Cyphocharax modestus (Fernández-Yépez, 1948) 1 99,85 x Cichlasoma paranaense 17,87±2,97 

Erythrinidae      

Hoplias intermedius (Günther, 1864) 1 99,22 x Hoplias sp 6,3±0,96 

Hoplias sp. 1 96,90 x Hoplias intermedius 6,3±0,96 

Parodontidae      

Apareiodon ibitiensis Amaral Campos, 1944 8 99,47±0,54 1,14±0,25 Apareiodon piracicabae 10,26±1,32 

Apareiodon piracicabae (Eigenmann, 1907) 10 99,84±0,34 0,62±0,2 Apareiodon ibitiensis 10,26±1,32 

Prochilodontidae      

Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837) 18 99,67±0,31 0,83±0,18 Leporinus octofasciatus 16,45±1,66 

Serrasalmidae      

Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) 16 99,8±0,11 0,7±0,2 Leporinus octofasciatus 18,11±1,85 
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Continuação do Apêndice 3      

GYMNOTIFORMES      

Sternopygidae 
 

    

Eigenmannia trilineata López & Castello, 1966 1 99,04 x Cichlasoma paranaense 14,76±2,67 

PERCIFORMES      

Cichlidae 
 

    

Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) 1 98,75 x Cichlasoma paranaense 16,43±2,94 

Cichlasoma paranaense Kullander, 1983 1 99,58 x Eigenmannia trilineata 14,76±2,67 

Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824) 7 99,80±0,18 0,23±0,11 Cichlasoma paranaense 16,98±2,91 

Scianidae      

Plagioscion squamosissimus (Heckel, 1840) 18 99,97±0,12 0,06±0,06 Cichlasoma paranaense 21,22±3,44 

SILURIFORMES      

Auchenipteridae      

Tatia neivai  (Ihering, 1930) 2 99,61±0,39 0,77±0,33 Cetopsys gobioides 19,81±1,86 

Cetopsidae      

Cetopsis gobioides Kner, 1858 1 99,21 x Bryconamericus iheringii 19,23±1,91 

Challychthyidae      

Hoplosternum littorale (Hancock, 1828) 1 100 x Cichlasoma paranaense 19,54±3,23 

Heptapteridae      

Cetopsorhamdia iheringi Schubart and Gomes, 1959 2 99,22±0,04 0±0 Hoplias intermedius 19,23±1,91 

Loricariidae      

Hypostomus ancistroides (Ihering, 1911) 1 99,50 x Hypostomus regani 10,04±1,3 

Hypostomus regani (Ihering, 1905) 3 99,73±0,47 0,51±0,22 Hypostomus strigaticeps 3,91±0,75 

Hypostomus strigaticeps (Regan, 1908) 1 99,73±0,47 x Hypostomus regani  3,91±0,75 

Pimelodidae 
 

    

Pimelodus maculatus Lacepède, 1803 245 99,79±0,21 0,63±0,16 Sorubim lima 15±1,6 

Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz, 1829) 5 99,07±0,0 0±0 Sorubim lima 11,01±1,29 

Sorubim lima (Spix & Agassiz, 1829) 14 99,50±0,08 0,18±0,11 Pseudoplatystoma corruscans 11,01±1,29 

Steindachneriodion scriptum (Miranda Ribeiro, 1918) 2 100±0,00 0±0 Sorubim lima 14,82±1,69 

N- Número de capturas; BOLD-IDS: Valor de similaridade entre a sequência do adulto no BOLD e da amostra submetida, E.P – erro padrão; D: Distância intraespecífica E.P 

erro padrão; NN: Táxon mais próximo dentre os avaliados no presente trabalho; NND: Distância para o táxon mais próximo no conjunto de dados do presentes estudo, E.P. 

erro padrão. 
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APÊNDICE 4 – Árvore Neighbor Joining - K2P completa das 536 amostras de ovos e larvas do 

médio rio Paranapanema, representando a distribuição gráfica das distâncias genéticas.  

 
A relação de distância genéticas K2P entre as sequências das diferentes amostras foi inferida utilizando o método 

de Neighbor-Joining com base no modelo de substituição nucleotídica Kimura 2-parâmetros com taxa de 

substituição modelada com distribuição gamma (shape parameter = 1) e deleção completa. A árvore ótima para a 

soma dos comprimentos dos braços (comprimento = 1.26817268) é exibida. Os valores de bootstrap inferiores a 

50% foram ocultados. A análise envolveu 28 sequências nucleotídicas com base no primeiro, segundo e terceiro 

códons completando 648 posições ao final do conjunto de dados. 
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Arvore NJ-K2P completa (536 táxons) 
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Continuação Anexo 4 

Arvore NJ-K2P completa (536 táxons) 
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Continuação Anexo 4 

Arvore NJ-K2P completa (536 táxons) 
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APÊNDICE 5 – Sítios variáveis entre as sequências das 36 espécies identificadas. 

 

                                                                            1 1 1 1 1 1 

Táxon 3 3 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 0 0 0 0 1 1 

 
8 9 2 4 5 6 8 0 1 2 4 5 7 0 2 3 6 7 9 0 2 3 4 5 7 8 1 3 4 5 7 8 0 1 3 5 6 9 2 5 6 8 1 4 

PDapt22-Apareiodon piracicabae G G A C C C C G T C C C A T G A A G G T G A G C A A C G G T C C G C G G C T C G A T C T 

PDapt25-Apareiodon ibitiensis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . 

PDapt29-Astyanax bockmanni . A T . T . A . C . A T . . . G . . . C T G . . . G A . A . . . T . A . . . . . G A T . 

PDapt09-Bryconamericus stramineus . C . . T . . . C . . . . C . . . . A C . . . T . . T . C . . . . . . . T . T A . C . . 

PDtaq31-Bryconamericus iheringii . C . . T . T . C . . . T C . . G . A . A . . T . . T . C . . . . . A . T . T A . . T C 

PDcon36-Cetopsorhamdia iheringi . . C . . . T . C T A T . . . . . . . C . G C . . . . . C G . . T . . . G . . . . . T . 

PDcII82-Cetopsys gobioides . C . . . . A . . G G . . . . . . . A . A G . G . . . . C G . . T . . . G . . A . . T . 

PDcac130-Cyphocharax modestus . A C . . . A . . . . . . . . . . . . C T . . . . . . . A G . . A . T . T C T . . . T . 

PDcaI161-Eigenmannia trilineata . C . . . . T . C . G . . . . . . . . C C . . . . G A . . G . . T . A . T C . A . . T C 

PDcII133-Galeocharax kneri . C . . . A . . C T T T . C . G . . A . A . . T . . . . T . A . C . A . T . . . . . T . 

PDapt02-Geophagus brasiliensis . C C . A T A . C . A A . . . . . . A C T . . . . . . . T . T . C . T . A C . A . . T . 

PDcaI233-Hoplias sp C T . . T . . . C . T . . C . . . . . C A . . . . . G C . G A T A G T C . . . . . . T . 

PDcon34-Hoplias intermedius . T . . T . . . C . T . . C . . . . . C A . . . . . . . . G A T A . T . . . . . . . T . 

PDcon37-Hoplosternum littorale . C T . . T A . C . T T . C . . . . A C T . A . . G T . . . A T A T A . T C . A . . T C 

PDapt33-Hypostomus ancistroides C C . A T . . . C . T T . . . G T . . . . . . . . . . . C . . . A . A . T C . A . . T . 

PDcon02-Hypostomus regani . C . . T . . . C . T T . . . G T . . . . . . . . . . . C . . . A . A . T . . A . . T . 

PDcon04-Hypostomus strigaticeps . C . . T . . . C . T T . . . G T . . . . . . . . . . . C . . . A T A . T . . A . . T . 

PDcac01-Leporinus friderici . T . . . . . . C . . . . C . . . . . C T . . T . . . . . . . . T . A . T C . A . . T . 

PDcac117-Leporinus octofasciatus . T . . . . . . C . . . . C . . . . . C A . . T . . . . A . . . T . A . G C . A . . T . 

PDcac125-Leporinus macrocephalus . T . . . . T C C . T . . . . . . . A C T . . . . . . . . . T . T T . . T . . . . . T . 

PDcac152-Leporinus piavussu . T . . . T A . C . T . . . . . . . . C T . . T . . . . . . . . T T A . T . . . . . T . 

PDcaI221-Leporinus obtusidens . T . . . . A . C . T . . . . . . . A C C . . T . G G . A . . . T T A . T . . . . . T . 

PDtaq27-Leporinus amblyrhynchus . C . . . . . . . . . . . . . . . . . C T . . T . . . . A . . . T . A . T . T A . . T . 

PDcII113-Moenkhausia intermedia . A . . . . A . . . A T . C . . . . A C C G . T . G A . . A A T A . T . T . . A G A T . 

PDcon05-Oreochromis niloticus . A C . G . A . C . . . . . . G . . A C A . . . . . . . C . T . C . C . A C . . . . T . 

PDapt12-Piabina argentea . C . . . . T . C . T . T C . . . . A . A . . T . . T . C . . . . . A . T . T A . . T . 

PDcac143-Piaractus mesopotamicus . A G . . . T . C . . T . . . . G . . C A . . . . . . . A . . . C T A . T . . . . C T . 

PDcII81-Pimelodus maculatus . C . . T . T . C . T . . . . G . . . C A G C . . . T . C G . . C . A . T . . A . . T C 

PDcaI146-Plagioscion squamosissimus . C . . T T A . C . . . . C . . . . A . A . . . . G . . T . A . A . . . G C . . . . . C 

PDcac131-Prochilodus lineatus . T . . . . T . C . T T G . . . . . . C T . . . . G . . A . T T . . . . . . . . . . T . 

PDcac110-Pseudoplatystoma corruscans . T . . . . T . C . G . . . . G . . . C . G C . . . . . C G . . C . A . T . . A . . . . 

PDcaI101-Schizodon-nasutus . T . . . . T . C . . . . . . . G . . C C . . . . . . . A G . . T . A . . . T A . . T . 

PDcac100-Sorubim lima . C . . . G T . C . G T . . . G . . A C . G C . . . . . T G T . C . A . . C . A . . . C 

PDcac115-Steindachneriodium scriptum . T . . T . T . C . G T . . . G . . . C A G C . . . T . C A T . C . A . T . . A . C T . 

PDapt32-Tatia neivai . T . . . . T . . . T . . . C . T . A . A G C T . G . . C G A . A . A . G . . A . . T . 

PDfcn35-Triportheus nematurus . A . . . . A . C . A T . C . . . . . C A . . T . . T . . . T . . . . . A . . A . . T . 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 

Táxon 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 0 0 0 0 1 1 

 

7 8 0 1 3 5 6 9 2 5 8 9 1 4 7 0 3 6 8 9 2 5 6 8 9 1 4 7 0 3 6 9 2 3 5 6 7 8 1 2 4 7 0 3 

PDapt22-Apareiodon piracicabae T A C G T C T A T T T G G A T C T A T A A A A T A G T A C T A T A C A A T T C C G G C G 

PDapt25-Apareiodon ibitiensis . . . . C . . . . C . . A . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . G . . . . T A . . . 

PDapt29-Astyanax bockmanni . C G . A . C . . . . . A . C . . . . C G T G A . . . G . . . . . . T G . A A . T A T T 

PDapt09-Bryconamericus stramineus . . . . A . . . . A . . . . . . . . . . . . G A . A . G . C . C . . T . . . . . A . . T 

PDtaq31-Bryconamericus iheringii . . . . A . . . . A . . . . . . . . . . . . G . . A . G . C . C . . T . . . . . A . T T 

PDcon36-Cetopsorhamdia iheringi . . T . . . C C . C . . A . C . C G . . . . . . . A C . A . . C . . T . . C . . . A T . 

PDcII82-Cetopsys gobioides . . A . . . . C C C . . A . . . C . . . G . . . . A C T A . . C . . T . . . A . A A T . 

PDcac130-Cyphocharax modestus . . . . . . . . C C C . A . . . . . . . . . . . . . . . T C . C . . . . . . . . A . T A 

PDcaI161-Eigenmannia trilineata A . . . C . . C C C C . . . . . C G . T . . . C . . C . G C . C . . T . . C A . A . . A 

PDcII133-Galeocharax kneri . . . . . A . . . A C . A . . . . . . . . T G A . A . G T . G . . . T . . . A T A . T C 

PDapt02-Geophagus brasiliensis C . T . . . . T C C . . A . . . . G . T G . . C . A . . . . C . . . . G . C . . T . T T 

PDcaI233-Hoplias sp . . . . . . . . . C C . A . C . C . . . G C . C . . C G A C C C . . T G . . . . C . T A 

PDcon34-Hoplias intermedius . . . . . . . . . C C . A . C . C . . . G C . C . . C G A C G C . . T G . . . . C . T A 

PDcon37-Hoplosternum littorale A . T . . . . . . C . A C . C . . . . . . T . . C . . G G . . . . T . . . C A T A A T A 

PDapt33-Hypostomus ancistroides C . . . . . . . . C C . A . . . . . . . . . . . . A . G . . . . . . . G . . A . A . T A 

PDcon02-Hypostomus regani C . . . . . . . . C C . A . . . . . . . G . . . . A . G T . . C . . . G . C A . A . T A 

PDcon04-Hypostomus strigaticeps C . . . . . . . . C C . A . . . . . . . G . . . . A . G T . . C . . . G . C A . A . T A 

PDcac01-Leporinus friderici . . . . . . C . . . C . A . C . C . . G G G . C . A . G . C . C . . . G . C G . A . T C 

PDcac117-Leporinus octofasciatus . . . . . . C . . . C . A . C . C G . . G . . . . . . G . C . C . T . G . A G . A . T T 

PDcac125-Leporinus macrocephalus . . T . . . . . . . . . A G . . . . . C . . . C . A C G . C . C G . . . . C T . A A T C 

PDcac152-Leporinus piavussu . . T . . . . . . A . . A G . . . . . . . . . . . . C G . C . C . . . . . . . . A A T T 

PDcaI221-Leporinus obtusidens . . T . . . . . . G . . A G . . . . . . . . . . . . . G . C . C . . T . . . . . A A T T 

PDtaq27-Leporinus amblyrhynchus . . . . . . C . . . . . A . . . . . . . . . . C . A C . . C . . . . . G . A A T A . T C 

PDcII113-Moenkhausia intermedia . C G . G . C . . . C . T . C T . . . T . C . C . . C . . . G C . . . G . . A . A . . C 

PDcon05-Oreochromis niloticus A . T . . . A . . . . . A . . . . . . . G . . . . . . . . . . C . . . G . A A . C . T T 

PDapt12-Piabina argentea . . . . A . . . . A . . . . C . . . . . G . G A . . C G . C . C . . T G . C . . A . T T 

PDcac143-Piaractus mesopotamicus . . . . . . . G C C C . A . . . . . . . . . . . . . . . . C G . . T G G . . . . A . T T 

PDcII81-Pimelodus maculatus . . . . . G . T . C C . A G . . C G . . . . . C . . . G A . . . . T . . . . A . A A T A 

PDcaI146-Plagioscion squamosissimus A . . . A . A . . . C . T G . . . . . . G C G C . . C . T C G C . . C G . G T T A A . A 

PDcac131-Prochilodus lineatus . . . . . . C . . . C . A . C . . . . . G . . . . . . . A . . C . . . . . . T . . . . . 

PDcac110-Pseudoplatystoma corruscans C . T . A . . T . C . . A . . . . . . . . C . . . . C . A . . C . T . . . C A . A A T . 

PDcaI101-Schizodon-nasutus . . . . . . C . . . . . A . . . . . . . . . . C . . . G . C . . . T . G . G A T A . T T 

PDcac100-Sorubim lima C . T . A . . T . C C . A . . . . . . . . . . C . A . C A C . C . T . G . C A . A A T A 

PDcac115-Steindachneriodium scriptum C . . . C . . T . C C . A . . . . . . . . T . . . . C . . . . C . T . G . C A . A A . . 

PDapt32-Tatia neivai . . . . G . . C C . . . T . . . C . . T . T . C . . . . . C . . . . T . . . A . A A T A 

PDfcn35-Triportheus nematurus . . . . C . C . . A C . A . C . . . . G . . G A . A . G A . . C . T . G . A T . A . T . 

 



Continuação do anexo 5, sítios variáveis 
88 

 

 

 

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 

Táxon 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4 5 5 5 5 6 6 6 6 6 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 0 

 

6 8 9 2 5 6 8 1 2 4 7 0 3 6 9 2 5 8 9 1 2 3 4 7 0 3 4 6 7 9 0 2 3 5 6 8 9 0 1 4 6 7 8 0 

PDapt22-Apareiodon piracicabae A C C C G G A C C T A A T T G C C A C A C T T A C A T C C C C C C C C A G C T C C C G G 

PDapt25-Apareiodon ibitiensis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C G . . . . . . . T . . . G . . . T . T . . 

PDapt29-Astyanax bockmanni C . A . . . C . . . . . . . A T . . . C . . . C A T . . . T . . . T . . . . A A . T . . 

PDapt09-Bryconamericus stramineus C . A . A . C T . C . . C C A . . . T . . . A . A C . T . T . . . . T . . . C A . T . . 

PDtaq31-Bryconamericus iheringii C . A . A . C . . C . G . C A . . . . . T . A . A T . . . T . . . A T . . . C A . T . . 

PDcon36-Cetopsorhamdia iheringi C . . . A . T . . . T . C C A . . G . C . . C C T C . . . G . . . G . . . . C A . T . . 

PDcII82-Cetopsys gobioides . . A T A . . T . A . . . . A . . G . T . . C T A . . T . A G T . A . T . . C . . A . . 

PDcac130-Cyphocharax modestus C . . T . . . . . . . . . C . T T . . G . . G C . . . . . T . T . A T G T . C T . T . T 

PDcaI161-Eigenmannia trilineata C . . T . . C . . A . . C C A . . . . C . . . C . . . . . G . T . T . T . . C . . T . . 

PDcII133-Galeocharax kneri C . T T A . T . . . . . . C A A . G . T . . C . A . . . . T . . . T . . . . C A . A . T 

PDapt02-Geophagus brasiliensis C . . . A . C . . . . . C . . . T . . C T . G C . . . T . T . T . . . . T . C . . A . A 

PDcaI233-Hoplias sp . G A . A . C . G G . . . C . T . . . T . . . C . . A A . T . . . G T . . . C . . . . C 

PDcon34-Hoplias intermedius . . T . A . C . . G . . . C . T . . . T . . . C . . C A . T . . . G T . . . C . . . . C 

PDcon37-Hoplosternum littorale . . A T . . C T . A . . . C A . . . . C . . . T A T . T . T . T . A T . . . C . . A . . 

PDapt33-Hypostomus ancistroides . . . T . . C . . A . . . . . . . . T . . . C C A G . . . T . . T G T . . . . . . A . A 

PDcon02-Hypostomus regani . . . T . . C . . A . . . . . . . . . G . . C C A G . . . T . . T G T . . . . . . A . A 

PDcon04-Hypostomus strigaticeps . . . T . . C . . A G . . . . . . . . . . . C C A G . . . T . . T G T . . . . . . A . T 

PDcac01-Leporinus friderici . . . T . . . T . A . . . C A . . . . . . . G C A T . . . . . . . T . . . . A T . . . A 

PDcac117-Leporinus octofasciatus . . . . A . . T . A . . . C A . . . . . . . A C A T . T . . . . . A . . . . A T . . . A 

PDcac125-Leporinus macrocephalus . . . . A . . . . A . . . C A . . . . C . . C C G T . T . . . . T G . . . . . T . . . C 

PDcac152-Leporinus piavussu . . T . A . . T . A . . . C A . . . . G . . G C A C . T . T . . . A . . . . . . . . . A 

PDcaI221-Leporinus obtusidens . . . . A . . T . A . . . C A . . . . G . . G C A T . T . T . . . A . . . . . . . . . A 

PDtaq27-Leporinus amblyrhynchus . . . . . . C T . A . . . C A . . . . . . . . C A T . . . T . T . G . . . . A T . . . A 

PDcII113-Moenkhausia intermedia C . A . A . C T . . . . . . A . . . . C . . . C . T . . . T . T . . . . . . A A . . . C 

PDcon05-Oreochromis niloticus C . A T . . C . . . . G C C . T . . . C . . C T . . . . . . . . . . . C . . C A . T . A 

PDapt12-Piabina argentea C . A T . . C T . C . . . C A . . G T . T . A . T C . . . T . . . A T . . . C A . . . A 

PDcac143-Piaractus mesopotamicus . . . . A . . . . A . . . . A . . . . C . . A C A C . . . T . T . G . . . . A . . A . A 

PDcII81-Pimelodus maculatus G . A . . . . . . A . . . . A . . . . T . . . . A . . . . . . . . A . T . . C G . A . . 

PDcaI146-Plagioscion squamosissimus C . . T . . . . . A . . . C A . . . . T . . C . T C . . . T . T . . . G A . A T . T . A 

PDcac131-Prochilodus lineatus C . . . A . . . . C . . . C A . T . . . . . A C A C . . . T . . . . . . . . C . . . . A 

PDcac110-Pseudoplatystoma corruscans C . A . A . . . . A . . . C A T . . . G . . G T A C . . T A . T . G . T . . C A . T . . 

PDcaI101-Schizodon-nasutus . . . T . . . . . A . . . C A . . . . . . . G C A C . T . T . T T A T . . . A T . . . C 

PDcac100-Sorubim lima . . A T A . . . . A . G . C A T . . . C . . G C A C . . T A . T . G . T . . C . . T . A 

PDcac115-Steindachneriodium scriptum G . A T A . . T . A . G C C A . . . T . . . C C A T . T . A . A . A . T . . C A . T . . 

PDapt32-Tatia neivai C . T T A . . . . C . . . . A . T . T . . . . C A C . . . A . A T A . T . . C . . T . A 

PDfcn35-Triportheus nematurus T . A . A . C T . C . . . . A T T G . C T . A C T . . . . . . T . T . G . . A . . A . A 

 



Continuação do anexo 5, sítios variáveis 
89 

 

 

 

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

Táxon 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 7 7 7 7 

 

1 3 4 5 6 7 8 9 2 4 5 8 1 4 7 0 3 6 7 9 0 1 2 5 6 7 8 9 1 3 4 5 6 7 8 9 0 3 6 9 0 2 5 7 

PDapt22-Apareiodon piracicabae G T G A A G C C A C C A G T G T A C C T C C C T G C C G G A C C T G G C C C A T G C A T 

PDapt25-Apareiodon ibitiensis . . . . . . . . G . . G . . A . T T . C . . . . . . . . . . . . . A . . . T T . . . . . 

PDapt29-Astyanax bockmanni . A . . . . . T G . A . A . A . T . . C . . T . . . T . . . . . . T . . A . . G . . C . 

PDapt09-Bryconamericus stramineus . . . . . . . T . . A C A . A . T T . C . . G . . . T . A . T T . A . . A T . A . T T . 

PDtaq31-Bryconamericus iheringii . . . . . . . . . . A T A . A . T . . . . . . . . . T . . . . . . A . . A T . A . T T . 

PDcon36-Cetopsorhamdia iheringi . A . . . . . . . T . C A A A . T T . C . . . . . . T . A . T . . T . . T . C G . . C . 

PDcII82-Cetopsys gobioides . . . . . . . . . . A T T A A . T . . A . . T . . . T . . . . . . A . . A T . A . . T . 

PDcac130-Cyphocharax modestus . . . . . . . . . T G . A C A . . T . G . . T A . . . . T . T . . T . . . T . C . T T . 

PDcaI161-Eigenmannia trilineata . A . . . . . A G . A C A . A . G . . C . . T . . . T . A . T . . C . . . . . G . . C . 

PDcII133-Galeocharax kneri . . . . . . . T . . A . A . A . . . . A . . . . . . A . T . . T . A . . A . . A . T C . 

PDapt02-Geophagus brasiliensis . . . . . . . T G T G G A A A . T T . C . . A A . . A . C . . . . . . . A T C C C A C . 

PDcaI233-Hoplias sp . A . . . . . G . T . G A . A . T . . C . . T . . . . . A . . . . T . . A T . A . . C . 

PDcon34-Hoplias intermedius . A . . . . . G . T . G A . A . T . . C . . T . . . . . A . . . . T . . A . . A . . C . 

PDcon37-Hoplosternum littorale . . . . . . . T G . A T C . A . G . . A . . T . . . A . . . T . . T . . T T T A . . . . 

PDapt33-Hypostomus ancistroides . C . . . . . G . . A . A . A . . T . A . . . C . . T . A . T T . A . . T T . G . T . . 

PDcon02-Hypostomus regani . . . . . . . A G . A . A . A . . T . A . . . C . . T . A . T . . A . . . T . A . . . . 

PDcon04-Hypostomus strigaticeps . . . . . . . G G . A . A . A . . T . . . . . . . . T . A . T . . T . . . T . A . T . . 

PDcac01-Leporinus friderici . A . . G . . . G . . . A . A . C . . G . . A . . G A . A . . T . . C G . . . C . T C . 

PDcac117-Leporinus octofasciatus . A . . G . . . . . . . A . A . C . . G . . G . . . T . A . . T . A . . . . . . . . C . 

PDcac125-Leporinus macrocephalus . A . . . . . . . . . G A . A . T T . C . . A . . . T . . . T . . A . . A T G C . . C . 

PDcac152-Leporinus piavussu . A . . G . . . . . . C A . A . T . . C . . G . . . T . A . T T . A . . G . . C . . . . 

PDcaI221-Leporinus obtusidens . A . . . . . . . . . C A . A . T . . C . . A . . . T . A . T T . A . . G . . C . . C . 

PDtaq27-Leporinus amblyrhynchus . A . . G . . T . . T . A . A . T . . C . . A . . . . . A . . T . . . . . . . . . . C . 

PDcII113-Moenkhausia intermedia . C . . . . . T . . T T C A A C C T . C . . T . . . . . A . T . A C . . A . . G . . T . 

PDcon05-Oreochromis niloticus . C . . . . . A T . . C A G A . T . . C . . G C . . A . C . T . . T . . . T T G C T T . 

PDapt12-Piabina argentea . . . . . . . . G . A T A . A . T T . C . . A . . . T . T . T . . A . . A T G G . T T . 

PDcac143-Piaractus mesopotamicus A C . . . . . . . . A G A C A . . T . C . . T . . . . . T . . . . C . . A . G C . . T . 

PDcII81-Pimelodus maculatus . A . . . . . T . . A G A G A . G T . C . . T C . . . . A . . . . T . . A T . G . T T . 

PDcaI146-Plagioscion squamosissimus . A . . G . . A . . . . T A A G C . . C . . A C . . . . . . . . . C . . G . . C . . . . 

PDcac131-Prochilodus lineatus . . . . G . . . . . . . A . A . T T . C . . T . . . . . . . . T . A . . . . . A . . T . 

PDcac110-Pseudoplatystoma corruscans . A . . . . . A . . A . A C A C G . . C . . T . . . A . . . A . A . . . A . C A . T T . 

PDcaI101-Schizodon-nasutus . A . . . . . T G . G . A C A . . T . A . . . . . . T . A . T T . A . . . T . C . . C . 

PDcac100-Sorubim lima . A . . . . . A . . A . A G A . . . . C . . T . . . . . A . . . . A . . A T . A . T C . 

PDcac115-Steindachneriodium scriptum . A . . . . . A . . A G . . A C . T . G . . T . . . . . A . T . . T . . A . . G . T C . 

PDapt32-Tatia neivai . A . . G . . T G . A G A G A . T . . C . . T . . . . . C . . . . C . . . T . . . T . . 

PDfcn35-Triportheus nematurus . . . . . . . A . . A C C . . C . . . A . . . . . . A C C . T . . T . . . . . G . . C . 
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3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Táxon 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 5 

 

8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 3 6 7 9 1 2 3 5 7 8 1 2 4 5 7 0 3 4 6 9 0 1 2 4 5 7 8 1 4 7 9 0 

PDapt22-Apareiodon piracicabae A G T T T A A C C A T C C C C T A T C T C C G G T T C C T C T C G C T T T A T T T C C T 

PDapt25-Apareiodon ibitiensis . . . C . . . . T . . . . . . C . . . . . . . . . . T . . . . T . . . . . . . . . T . C 

PDapt29-Astyanax bockmanni G . C C . C . . A . . . . A . . . C . A . T T . C . T A C T A A . . A . C . . C . A . C 

PDapt09-Bryconamericus stramineus . . C C . . . . A . . T . A . . . C . A . T . . A . T T . T A G . . A . . . . . . T . . 

PDtaq31-Bryconamericus iheringii . . C C . . . . A . . T T A . . . . T A . . . . A . A T . . A G . . A . . . . . . . . . 

PDcon36-Cetopsorhamdia iheringi . . C . . . G . . . . . . A . . . C . . . A T . C . . T . . A G . . . . . . C C . A . A 

PDcII82-Cetopsys gobioides . . C C . G . . T . . . T T . G . . T A . A T . C . A . . . . T . . . . . . . . . A . A 

PDcac130-Cyphocharax modestus T . . . . . G . . . . T . . . . . . . C . . . . C . . A C . . G . . A . . . . . . A . C 

PDcaI161-Eigenmannia trilineata . . C C . T . . . . . . T A . G . . . . . . T . C . A A . . A . T . A . C . C . C A . . 

PDcII133-Galeocharax kneri . . . . . . . . . . . T T A . . . . T G . T A . A . T T . T A . . T . . . . C . . A . . 

PDapt02-Geophagus brasiliensis T . C C . G G . T . . T T A . . . . . G . . . . G . . T . T A G . . A . . . C . . . . . 

PDcaI233-Hoplias sp T . C C . G G . A . . . T T . C . . . . . A . . C . . A . T A A . . . . . . . . C A . A 

PDcon34-Hoplias intermedius T . C C . G G . A . . . T T . C . . . . . A . . C . . A . T A A . . . . . . . . C A . A 

PDcon37-Hoplosternum littorale T . C . . . . . T . . . . . . A . . . . . A . . A . . T . T A T T . A . . . . . . T . A 

PDapt33-Hypostomus ancistroides T . C C . . . . . . . . T A . . . C . G . T T . . . T A . T A A . . A . . . C . . T . . 

PDcon02-Hypostomus regani T . C C . . . . T . . . T A . . . C . G . T T . . . T A . T A A . . A . . . C . . T . C 

PDcon04-Hypostomus strigaticeps T . C C . . . . . . . T T A . . . C . G . T T . C . T A . T A A . . A . . . C . . T . . 

PDcac01-Leporinus friderici C . C C . T . . . . A . . . . G . . . C . . T . C . . . . . . A . . C A . . . . . A . A 

PDcac117-Leporinus octofasciatus C . C C . T . . . . . . . . . G . . . C . . T . C . . . . . . G . . . . . . . . . A . G 

PDcac125-Leporinus macrocephalus G . . . . . . . T . . T T . . . . C . . . . T . C . . G . . . A . . . . . . C . . A . . 

PDcac152-Leporinus piavussu T . C C . . . . T . . T T . . C . C . C . . T A C . . A . . C G . . . . G . C . . A . . 

PDcaI221-Leporinus obtusidens T . C C . . . . . . . T T . . C . C . . . . T . C . . A . . . A . . . . C . C . . A . . 

PDtaq27-Leporinus amblyrhynchus T . C C . . . . T . . T T . . C . C . C . . T . . . . . . . . A . . . . . . . . . A . A 

PDcII113-Moenkhausia intermedia T . C C . . . . . . A T . A . C C C T G T . T . . . T G C . G . . . A . C . C . . A . . 

PDcon05-Oreochromis niloticus C . C . . . . . . . . . . T . C . C T G . . . . G . A T . . A . . . A . . . . C . A . A 

PDapt12-Piabina argentea . . C C . . . . A . . T . A . C . C . A . T . . A . . T . T A G . . A . C . . . . T . . 

PDcac143-Piaractus mesopotamicus T . C C . . . . . . . . T A . . . . . . . T . . . . . . C . . G . . . . . . C C . A . . 

PDcII81-Pimelodus maculatus . . C C . . . . T . . T . . . . . C T A . A . . G . G . . T A A . . C . . . C C . A . A 

PDcaI146-Plagioscion squamosissimus C . C C . G G . . . . T . . . C . C . C . A T . . . A A . . A G . . C . . . C C . A . A 

PDcac131-Prochilodus lineatus . . C . . . . . . . . T . . . . . C . C . T . . . . T A . . G A . . A . . . C . . A . C 

PDcac110-Pseudoplatystoma corruscans . . . . . . . . T . . T G . . A . . . G . A . . A . A . . . A A . . C . . . C . . A . C 

PDcaI101-Schizodon-nasutus T . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . T T . . . A . . . . A . . . . . . . . . A . C 

PDcac100-Sorubim lima . . C . . . . . T . . T . . . . . . T A . A . . A . A A C . A A . . C . . . C . . A . C 

PDcac115-Steindachneriodium scriptum . . C . . . . . T . . T . . . C . . T G . A . . C . A T . . A G . . . . . . C . . A . C 

PDapt32-Tatia neivai . C C C A G . . . . . . T T . . . . T G . G A . . . . . C . . A . . C . . . . . . T . A 

PDfcn35-Triportheus nematurus . . . . . G . . . . . T T A . C . . . A . A A . C . . A . T A T . . A . . . . . C A . . 

 



Continuação do anexo 5, sítios variáveis 
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4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

Táxon 5 5 5 6 6 6 6 6 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 3 3 

 

3 6 9 0 1 2 5 8 1 2 4 5 7 8 9 0 3 6 9 2 5 6 8 1 2 4 7 8 0 1 2 3 4 6 7 8 9 2 3 5 8 9 1 2 

PDapt22-Apareiodon piracicabae T T C A T G A C A G C A C T C G A C A C A T A T G G G G C G T C C A A T C G G C C C C C 

PDapt25-Apareiodon ibitiensis . C . . . A . . . . . . . . . A . T G . . C . . . A A . A . . T . . . . T A . T . . . . 

PDapt29-Astyanax bockmanni . C . . . . . . . . . . . . . A . . . A T C . . . C . . . . . T . G . . T A . T . . . . 

PDapt09-Bryconamericus stramineus . . T . . A . T . . . . T . . A . T . A T . G C . C A . T . . T T . . . T T . T T . T . 

PDtaq31-Bryconamericus iheringii . . T . . A . T . . T . . . . A . . G A T . . . . T A . T . . T T . . . T T . . T . T . 

PDcon36-Cetopsorhamdia iheringi . . T . . . . A C . . G . . . T G T . A G G . . . T . . . A C . . . . . T A . A A . T . 

PDcII82-Cetopsys gobioides . . T . . . . T . . . . . . . A . . . A T . . . . C A . T . . . . G . . T A . . A . T T 

PDcac130-Cyphocharax modestus . . T . . . . . . . A . T . . A . . . A C . . . . T A . T A C T . . . . T A . T A . T . 

PDcaI161-Eigenmannia trilineata . C . . . . . T G . T . T . . A . . G T . . . . A T A . . A C A . . G . A C A G . . . . 

PDcII133-Galeocharax kneri . . T . . A . . . . . . T . . T G T . . T . . . . T A . T . . . T . . . T A . T T . T . 

PDapt02-Geophagus brasiliensis . . . . . . G . . . . G T . . C . T G A . . . C . . A T A . . . . C . . . C . . A . . . 

PDcaI233-Hoplias sp . . . . . A . . T . . . T . . A . . . . C . . . . T A . T A . T T . . . T A . . . . T . 

PDcon34-Hoplias intermedius . . . . . . . . T . . . T . . A . . . . C . . . . T A . T A . T T . . . T A . . . . T . 

PDcon37-Hoplosternum littorale . . T . . A . A C . A . T . . T . T . A . . . . A T A . T A C T T . . . T T A T A T A T 

PDapt33-Hypostomus ancistroides . . T . . A . . . . T . T . . T . T . T T . . . . A A . T . . A . T G . . A . T T . A . 

PDcon02-Hypostomus regani . . . . . A . . . . T . T . . T . T . T T . . . . A A . T . . A . T G . . A . T T T A . 

PDcon04-Hypostomus strigaticeps . . . . . A . . . . T . T . . T . T . T C . . . . A A . T . . A . T G . T A . T T T A . 

PDcac01-Leporinus friderici . . . . . A . . . . . . . . . A . T . . T C . . . C . . . . . . . . . . T . . A A . T . 

PDcac117-Leporinus octofasciatus C . . . . A . T . . . . T . . A . T . . C C . . . C . . . . . . . . . . T A . G A . . . 

PDcac125-Leporinus macrocephalus . . . . . A . A . . T . T . . A . . . . C C G . . C A . . . . T T . . . T A . . . . . . 

PDcac152-Leporinus piavussu . . T . . A . G G . T . . . . A . T G . C . . . . C A . . . . . . . . G T A . . . . . . 

PDcaI221-Leporinus obtusidens . . T . . A . A G . . . T . . A . T . . C . . . . C A . T . . . . . . . T A . . . . . . 

PDtaq27-Leporinus amblyrhynchus . . . . . A . T . . . . . . . . . T . . T C . . . T A . T . . . . C . . T A . . G . T . 

PDcII113-Moenkhausia intermedia . . . . . . . . . . T . . . . . T . . A T . . C . T A A T . . A . G G . A A . . . . T . 

PDcon05-Oreochromis niloticus C . . . . . . . C . . . . . . T . T . A C C . . . A . T . . . T . . . . T C . A A . A . 

PDapt12-Piabina argentea . . T . . A . T . . . . . . . A . . . A T . . . . T A . T . . T T . . . T T . T . . . . 

PDcac143-Piaractus mesopotamicus . . . . . . G T . . . . T . . A . T . A C C . . . A A . A . . . . . . . . T . . T . T . 

PDcII81-Pimelodus maculatus . . . . . . . . . . A . T . . A . . G A . C . . . A A T A . . . . . . . T A . A . . A . 

PDcaI146-Plagioscion squamosissimus . . . . . A . . T . . . . . . C . T G G T C G . . . A . . . . . T . . . T A . T A . . . 

PDcac131-Prochilodus lineatus . . . . . . . T . . . . T . . T . T . A T . G . . . A . . A C T . . . . T A . G A . . . 

PDcac110-Pseudoplatystoma corruscans C C . . . . . . C T T . . . . A . T . A . . . . . A A T A . . . . . . . T . . . A . T . 

PDcaI101-Schizodon-nasutus . . . . . . . T G . . . T . . A . . . . C C . . . C A . . . . A . . . . T A . . G . . . 

PDcac100-Sorubim lima C . . . . . . . . T T . T . . A G T . A . . . . . . A T . . . T . . . . T A . A A . T . 

PDcac115-Steindachneriodium scriptum . . . . . . . T . . T . T . . A . . . A . C . . A T A . . A . T T . . . T . . . A . A . 

PDapt32-Tatia neivai . . T . . A . . . . . . . . G A . T . A C C . . . A . . A . . T . . . . . C . T A T A T 

PDfcn35-Triportheus nematurus . C . . . A . A . . A . T . . A . . . A T . . . . T A . . . . A . . . . T A . T . . . . 
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5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 

Táxon 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 6 6 6 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 0 0 0 0 0 0 0 1 

 

4 5 7 8 0 3 4 6 8 9 0 2 3 5 8 9 1 4 7 0 3 4 6 7 9 1 2 3 5 8 1 2 4 5 7 8 0 1 3 4 6 7 9 0 

PDapt22-Apareiodon piracicabae A C C C C C T A C T G A C G T G A G T C G C T C A C A G C A C C T A T A C A A T C T C G 

PDapt25-Apareiodon ibitiensis G . . . . T . . . C . G . . . . G A . . . . . . . . . A . . . . C C C C . . . . . . T . 

PDapt29-Astyanax bockmanni C . T . . A C C . . . C T A A . T C . T A . . . T . . . . T . . . . C . T T . . . . T . 

PDapt09-Bryconamericus stramineus T . T . A . C C . C . T . A A . . A . G . T G . . . . . . T . . . . . . . T T . . . . . 

PDtaq31-Bryconamericus iheringii T . A . A A C C . . . . . A A . C A . A . . A . . . . . T . . . . . . . . T T . . . . . 

PDcon36-Cetopsorhamdia iheringi C . . . . G C C . A . C T . C . C A . A A . G . . . T . . . T . A . C . . . C . T C T T 

PDcII82-Cetopsys gobioides . T A . A A C . . A . C . A A . C C . G A . C . . . . . T . T . . . . . T . . . . . T . 

PDcac130-Cyphocharax modestus T . T . A . C C . A . C . A . . T A . T . . G . C . C . T . T A . . . . . . . . . . T . 

PDcaI161-Eigenmannia trilineata T . . . . T C G . . . C . C C . T T C . . . C . C . G . T . . . . . C . A . C . . . T . 

PDcII133-Galeocharax kneri T . T T A T . . . . . C . . A . T T . A A . . T . . . . . . . . A . . . T . . . . . T . 

PDapt02-Geophagus brasiliensis C . G . A T C C . C . G . T . . C C . T A . . T . . C . . . . . A . C . A . T . . . T . 

PDcaI233-Hoplias sp T . . . A A C C . C . T . T . . T A . A A . . T . . . . . . . . C . C . . . C . . . T . 

PDcon34-Hoplias intermedius T . . . A A C C . C . T . T . . T A . A A . . T . . . . . . . . C . C . . . C . T C T T 

PDcon37-Hoplosternum littorale . . T . T . C T . A . C T A . . T A . A A . C . T . . . . . . . . . . . . . C A T C T T 

PDapt33-Hypostomus ancistroides C . G . . A C . . A . C . A C . C T . A . T A . . . . . . . T T A . . . . . C . . . T . 

PDcon02-Hypostomus regani C . G . . A C . . A . T . A . . T T C A . T G . T . . . . . T T A . . . . . C C T C T T 

PDcon04-Hypostomus strigaticeps C . A . . A C . . C . T . A C . T T . A . T G . . . . . . . T T A . . . . . C C T C T T 

PDcac01-Leporinus friderici T . . . . A C . . C . T . A . . C A . T A . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . T . 

PDcac117-Leporinus octofasciatus C . . . . A C . . . . T . A . . C A . T A . . . . . . . . . T . . . . . . . G . . . . . 

PDcac125-Leporinus macrocephalus C . T . . T C C . G . T . A . . C A . T A . . . . . . . . . . . A . C . . . . . . . T . 

PDcac152-Leporinus piavussu C . T . . . C . G A . T . A . . C A . T A . C T . . . . . . T . C . C . T . T . . . T . 

PDcaI221-Leporinus obtusidens C . T . . . C . . A . T T A . . C A . T A . C T . . . . . . T . C . C . T . T . . . T . 

PDtaq27-Leporinus amblyrhynchus T . T . T T C G . A . C . A . . C A C . A . C . . . . . . . T . A . . . T . . . . . T . 

PDcII113-Moenkhausia intermedia T . T . A T C C . A T T . A G . T A . . . . C T G . C . T . . . . . C . . T . . . . . . 

PDcon05-Oreochromis niloticus C . A . A . C . . C . T . T C . C C C A A . . . . . . . . . . . A . C . A . C C T C T T 

PDapt12-Piabina argentea T . T . . A C C . C . T T A A . C A . A A . A . . . . . . . . . . . . . . T C . . . T . 

PDcac143-Piaractus mesopotamicus T . T . . G C . . A . T . . . . T A . T A . . . G . . . T . . . . . C . . . . . . . T . 

PDcII81-Pimelodus maculatus T T A . A A C C . A . . . A C . . C . A . T A T . . G . . . . . A . C . A . C . . . T . 

PDcaI146-Plagioscion squamosissimus C . A . T . C C . A . C . A C . C C C G . . . T . . . . . T . T A . C . A . T . . . T . 

PDcac131-Prochilodus lineatus T . . . . T C . . C . T . . C . C A . A . . C T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

PDcac110-Pseudoplatystoma corruscans T . A . A T C C . C . C T A C . . T . A . T G . . . . . . . . T A . . . T . . . . . T . 

PDcaI101-Schizodon-nasutus T . . . T A . . . . . C T A . . C A . T . . . . G . . . T . T . . . . . T . . . . . T . 

PDcac100-Sorubim lima T . A . G T C C . A . C . A C . . C . A A T G T . . G . . . . T G . . . T . . . . . T . 

PDcac115-Steindachneriodium scriptum C . A . G A C C . A . . T A . . . C . A A T A T . . . . . . T . A . . . T . . . . . T . 

PDapt32-Tatia neivai . . . T A . C T . A . G . T . . C T . A A T A T . . . . T . T . A . . . T . . . T . T . 

PDfcn35-Triportheus nematurus . . A . . A . G . A . C . A A . C . . A . . C T . . . . . . . . A . C . . . T . T C T T 
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6 6 6 6 6 6 6 6 6 

Táxon 1 1 1 1 1 1 1 2 2 

 

1 2 5 6 7 8 9 0 1 

PDapt22-Apareiodon piracicabae A C G G C A G G C 

PDapt25-Apareiodon ibitiensis . . C C . . . . G 

PDapt29-Astyanax bockmanni . . T . . . . . G 

PDapt09-Bryconamericus stramineus . . A . . . . . A 

PDtaq31-Bryconamericus iheringii . . . . . . . . . 

PDcon36-Cetopsorhamdia iheringi G A C A G C C . G 

PDcII82-Cetopsys gobioides . . . . . C . . G 

PDcac130-Cyphocharax modestus . . T . . C . . . 

PDcaI161-Eigenmannia trilineata . . . . . . . . A 

PDcII133-Galeocharax kneri . . C . . . . . G 

PDapt02-Geophagus brasiliensis . . T . . . . . A 

PDcaI233-Hoplias sp . . T . . G . . G 

PDcon34-Hoplias intermedius G A C T G C . . G 

PDcon37-Hoplosternum littorale G A C . G C A . G 

PDapt33-Hypostomus ancistroides . . T . . . . . A 

PDcon02-Hypostomus regani G A C T G C A . G 

PDcon04-Hypostomus strigaticeps G A C T G C A . G 

PDcac01-Leporinus friderici . . . . . . . . A 

PDcac117-Leporinus octofasciatus . . A . . . . . A 

PDcac125-Leporinus macrocephalus . . C . . T . . A 

PDcac152-Leporinus piavussu . . . . . . . . . 

PDcaI221-Leporinus obtusidens . . T . . . . . . 

PDtaq27-Leporinus amblyrhynchus . . T . . . . . A 

PDcII113-Moenkhausia intermedia . . . . . . . . A 

PDcon05-Oreochromis niloticus G A C T G C C . G 

PDapt12-Piabina argentea . . . . . . . . G 

PDcac143-Piaractus mesopotamicus . . C . . G . . G 

PDcII81-Pimelodus maculatus . . . . . . . . A 

PDcaI146-Plagioscion squamosissimus . . A . . . . . A 

PDcac131-Prochilodus lineatus . . T . . T . . A 

PDcac110-Pseudoplatystoma corruscans . . A . . . . . A 

PDcaI101-Schizodon-nasutus . . T . . . . . A 

PDcac100-Sorubim lima . . A . . . . . . 

PDcac115-Steindachneriodium scriptum . . A . . . . . A 

PDapt32-Tatia neivai . . . . . . . . . 

PDfcn35-Triportheus nematurus G A T T G C A . G 
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