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Resumo

A categorizacdo de areas protegidas ¢ um importante instrumento para balizar o uso dos
recursos pesqueiros. No entanto, a delimitacdo dessas areas normalmente ¢ pautada no
conhecimento tradicional e levantamentos pontuais da ictiofauna. Nesse contexto a
ferramenta molecular DNA barcoding pode atuar como instrumento de monitoramento,
gerando informagdes robustas para o enquadramento das 4reas protegidas nas diversas
categorias, bem como no auxilio da implementacdo de estratégias de conservagdo. Diante
disso, o presente estudo objetivou verificar a eficiéncia do DNA barcoding na identificagao
de ovos, larvas e adultos de espécies-alvo de peixes da regido do baixo rio Purus na Reserva
de Desenvolvimento Sustentdvel Piagagu Purus (RDS-PP) e Reserva Bioldgica (Rebio)
Abufari, bem como a efetividade das diferentes categorias dos lagos para o manejo e
conservagdo da ictiofauna. As amostragens ocorreram em 13 locais, oito fixos e 12 varidveis,
categorizados como protecdo, aberto ou de manejo. O estudo foi composto pelas etapas
experimentais: (i) coleta de material bioldgico; (ii) extragdo do DNA; (iii) sequenciamento de
DNA barcoding; (iv) alinhamento de sequéncias de DNA de espécies-alvo versus
ictioplancton; e (v) identificagdo dos exemplares de espécies-alvo. Através do cruzamento e
alinhamento de sequencias de DNA do banco de dados de espécies alvo e das sequéncias de
ictioplancton, foi possivel identificar quais espécies demonstram comportamento reprodutivo
no ambiente amostrado, e em qual periodo do ciclo hidrolégico e categoria de uso dos lagos
cada espécie-alvo ocorre. Dessa forma foi possivel compor um banco de dados abrangente e
lastreado por material testemunho depositado em cole¢do bioldgica, avaliar os padroes
reprodutivos das espécies-alvo identificadas pelo DNA barcoding, validar a categorizacao
dos lagos e propor agdes de manejo e conservacao dos recursos pesqueiros.

Palavras-chave: Conservacdo, Areas Protegidas, Sequenciamento Sanger, Peixes
Neotropicais.



Abstract

The categorization of protected areas is an important tool to drive exploitation of fisheries.
However, the delimitation of these areas is usually based on traditional knowledge and on
specific surveys of fish communities. In this context, the molecular tool DNA barcoding can
act as monitoring tools, generating robust information for classifying areas into different
categories, as well as helping to implement conservation strategies. Thus, this present study
aims to verify the efficiency of DNA barcoding in the identification of eggs, larvae, and
adults of target species of fish from the lower Purus River region in the RDS-PP and Rebio
Abufari, and the effectivity of different lakes categories to management and conservation of
ichthyofauna. Sampling was taken in 13 locations, eight fixed and 12 variables, categorized
as protection, open access or management. The study gathered the experimental steps: (i)
biological sampling; (i1)) DNA extraction; (iii)) DNA barcoding sequencing; (iv) alignment of
DNA sequences of target species versus ichthyoplankton; and (v) identification specimens of
target species. The ichthyofauna was sampled with gillnet, macrophyte encirclement, beach
trawl, sieve and benthic trawl. The ichthyoplankton was collected with a conical plankton net.
The fish species were framed as target species based on legal restriction criteria, commercial
and ornamental importance, and conservation status, forming the DNA barcoding database of
fishes and ichthyoplankton sequences. By crossing and aligning DNA sequences from the
genomic library of the target species and the ichthyoplankton sequences, the potential species
that reproduces in the sampled environment were identified, and which category of the lakes
and hydrological period they used during reproduction. In this way, it was possible to
compose a comprehensive database backed by testimonial material deposited in a biological
collection, evaluate the reproductive patterns of the target species identified by DNA
barcoding, validate the categorization of lakes and propose management and conservation
actions for fishing resources.

Keywords: Conservation, Protected Areas, Sanger Sequencing, Neotropical Fishes.
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Prefacio

O estudo do uso do DNA barcoding na identificacdo e monitoramento da ictiofauna e do
ictioplancton em lagos de prote¢do, manejo e exploragdo na regido do baixo rio Purus ¢
apresentado aqui em dois capitulos. O primeiro ¢ intitulado: Constru¢do de um banco de
dados abrangente de DNA barcoding de peixes de areas protegidas no baixo rio Purus,
Amazonas e defini¢do de espécies-alvo para fins de conservagdo e manejo. Este capitulo
apresenta um banco de dados genético baseado no marcador mitocondrial Citocromo Oxidase
Subunidade I (COI) das espécies de peixes do baixo rio Purus, na drea de influéncia da
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Piagacu-Purus e Reserva Biologica de Abufari,
além de definir a partir de critérios de elegibilidade o conjunto de espécies-alvo, de interesse
para agdes de conservagdo e manejo. O segundo capitulo ¢ intitulado: Monitoramento de
espécies-alvo de peixes de interesse para conservagdo e manejo em lagos de diferentes
categorias inseridos em areas protegidas no baixo rio Purus: aplicagdo do DNA barcoding em
amostras de ictioplancton. Este capitulo busca identificar os morfotipos de ovos e larvas por
meio da técnica DNA barcoding e discutir os padroes reprodutivos das espécies-alvo nos
diferentes tipos de lago (protecdo, manejo e aberto) e diferentes periodos do ciclo hidrologico.
Este estudo, representa um grande avancgo no conhecimento da diversidade de peixes de dgua
doce do baixo rio Purus, e ressalta a importancia de ferramentas moleculares no
monitoramento, validacdo e proposicao de agdes e estratégias de conservagdo ¢ manejo dos
recursos pesqueiros em areas protegidas inseridas em planicies de inundacdo amazonicas.



Introducao geral

O planejamento de acdes direcionadas a conservacdo da biodiversidade deve
considerar, dentre outros fatores, a distribuicdo dos seres vivos no espaco através do tempo.
Do ponto de vista biogeografico a distribuicio de muitas espécies de plantas e animais
terrestres corrobora com a geografia do sistema do rio principal (Wallace, 1876). Da mesma
forma, as divisdes entre bacias hidrograficas podem circunscrever a distribuicdo geografica
de tdxons aquaticos como peixes de agua doce (Lundberg et al., 1998).

Assim, pela distribuicdo geografica dos organismos, pode-se diagnosticar as areas e
assim classificad-las adequadamente por meio dos padrdes de organizacdo espacial e os
processos que resultaram em tais padrdes (Humphries, 1999). Para isso ¢ necessario ampliar
a capacidade de medir a biodiversidade de maneira abrangente, confidvel, repetida e em
diferentes escalas (Yu et al., 2012), e dessa forma delimitar a unidade geoespacial focal de
atuacao para monitoramento e conservacao da biodiversidade.

Em escala global, a superficie terrestre foi inicialmente dividida em regides
zoogeograficas com base na distribui¢do de tdxons de aves (Sclater, 1858), e posteriormente
ampliada por Wallace (1876) para outros taxons de vertebrados. No entanto, as regides
biogeograficas sdo grandes demais para o planejamento de acdes de conservagdo (Abell et al.,
2008), e sua aplicabilidade para a maioria dos taxons de 4gua doce torna-se imprecisa devido
a elevada magnitude e heterogeneidade espacial (Berra, 2001; Vinson e Hawkins, 2003).

Nesse contexto, as regides biogeograficas foram subdivididas em ecorregides, que
consistem em grandes areas (unidades geoespaciais) que englobam um ou mais sistemas de
agua doce com uma assembleia distinta de comunidades e espécies (Dinerstein et al., 1995),
com marcada aplicabilidade para agdes de conservagdo, pois representam os padrdes de
varidveis ambientais e ecoldgicas conhecidos por influenciar distribuicdo de caracteristicas
da biodiversidade em larga escala (Groves et al., 2002).

Entretanto, os dados que descrevem as espécies de 4dgua doce e 0s processos
ecoldgicos sdo caracterizados por lacunas acentuadas e variacdo de qualidade e consisténcia.
A qualidade dos dados ¢ geralmente considerada alta para a América do Norte, Australia,
Nova Zelandia, Japao, Europa Ocidental e Russia; moderado para a América Central, o cone
sul da América do Sul, a Africa meridional e ocidental, a Oceania e o Oriente Médio; e pobre
para grande parte sudeste da Asia, Africa Central ¢ Oriental ¢ América do Sul ao norte da

bacia do rio Parana (Abell et al., 2008).



A atribui¢do de dados de espécies de agua doce a ecorregides ¢ um primeiro passo
importante para regides com poucos dados. Organizagdes ou agé€ncias com mandatos
regionais podem optar por comparar valores de biodiversidade entre ecorregides no processo
de estabelecimento de prioridades em acgdes de conservacao em escala continental (Thieme et
al., 2005; Abell et al., 2008). Na escala de bacia hidrografica, as ecorregides podem ajudar a
introduzir informacgdes sobre a biodiversidade em atividades de gestdo de recursos hidricos
ou de bacias integradas (Gilman et al., 2004), atuando como unidades fundamentais para a
conservacao da biodiversidade e manuten¢ao de servigos ambientais.

Os projetos atuais que realizam avaliagdes da biodiversidade de agua doce
concentram-se principalmente em grupos mais conhecidos, como peixes € moluscos, ou em
identificar espécies-chave e/ou sistemas de agua doce endémicos para fins de conservagao
(Lévéque et al., 2005). Nesse contexto, a definicao das ecorregides de dgua doce foi realizada
com base no conjunto de informacdes disponiveis nas bases de dados e na literatura, a partir
da distribui¢do e composicao da ictiofauna de dgua doce, considerando também os padroes
evolutivos e ecologicos (Abell ef al., 2008).

A regido biogeografica Neotropical compreende grande parte da América do Sul,
América Central e chega ao norte até o centro do México (Sclater, 1858; Wallace, 1876).
Destaca-se por abrigar a mais diversa fauna de peixes de agua doce do planeta, com
estimativas que excedem de 8.000 espécies (Schaefer, 1998) a 9.000 espécies (Reis ef al.,
2016). A América do Sul, com dominio das bacias hidrograficas da Amazodnia, Orinoco e
Parana-Paraguai, agrega cerca de 67% das ecorregioes biogeograficas neotropicais propostas
por Abell et al. (2008) e a maior parte da diversidade de peixes neotropicais, com mais de
5.500 espécies de agua doce formalmente descritas (Cassemiro et al., 2023).

A bacia amazonica ¢ formada por multiplas fisionomias e possui a maior € mais
diversificada hidrografia do planeta (Goulding et al., 2003; Venticinque et al, 2016),
formada por 25.000 km de rios navegaveis, cobrindo uma éarea superior a 8.000.000 km?
(Sioli, 1984, IBGE, 2010) e dez ecorregides biogeograficas (Abell et al., 2008). E constituida
por um grande dominio de terras baixas florestadas, enclausuradas entre as barreiras impostas
pelas terras cisandinas e pelas bordas dos planaltos brasileiro e guianense (Ab’ Saber, 2003),
compreendendo cerca de 17% do total de 4gua doce 4gua do mundo (Reis ef al., 2016).

Todo o sistema do rio Amazonas exibe agua branca, embora receba outros tipos de
agua de vdrios afluentes. A diversidade ambiental na Amazonia ¢ ampliada pelos diferentes
tipos de 4gua, como as aguas pretas do rio Negro, as brancas do rio Amazonas e as claras do
rio Tapajos. Os corpos d’agua de todas as formas e origens criam um plano topografico

singular com um extensivo conjunto de areas de transi¢ao entre o ambiente aquatico ¢ a terra
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firme (Sioli, 1984), denominadas areas alagaveis (varzeas ou igapods). As areas alagaveis
amazonicas associadas aos grandes rios s3o definidas como ambientes que recebem,
periodicamente, o aporte lateral de dguas desses rios devido a flutuacdo anual de seus niveis e
nesse contexto mais de 20 % da regido Amazonica pode ser considerada area imida (Junk,
2000).

Os rios amazonicos de agua branca tém altas cargas importantes e nutricionais e pH
neutro, drenando uma faixa andina relativamente jovem (Dagosta e de Pinna, 2019). Os
principais tributdrios de aguas brancas incluem o Marafidon, Purus, Madeira, Jurua, Putumayo,
Japurd e Rios Napo. A Amazonia Ocidental, composta pelos estados do Amazonas, Acre,
Rondonia e Roraima, detém 42,97% da extensdo territorial da Amazonia Legal (IBGE, 2010).
Compdem sua drenagem os rios de aguas barrentas com cabeceiras nos Andes (Solimdes,
Madeira e Japurd) e afluentes que drenam as planicies ocidentais como Purus e Jurud (Lima e
Ribeiro, 2011), formando as areas alagaveis popularmente conhecido como varzeas (Sioli
1984).

A fauna de peixes de 4gua doce que habita a bacia amazdnica compreende 60 familias,
cerca de 530 géneros e 2.716 espécies de peixes descritas, das quais mais de 60% sao
endémicas da bacia (Dagosta e de Pinna, 2019). Tais numeros, apesar de expressivos, podem
ser subestimados, visto que estimativas indicam a existéncia de 8.000 a 9.000 espécies
apenas na América do Sul (Reis et al., 2016), e novas descrigdes de espécies t€ém aumentado
abruptamente a riqueza de espécies de peixes (Hoorn e Wesselingh, 2010; Dagosta e de
Pinna, 2017). No ano de 2020 foram descritas 218 novas espécies de peixes de agua doce,
208 espécies em 2021 e 199 em 2022, totalizando 18.427 espécies de peixes de dgua doce
validas (Fricke et al., 2023).

Os peixes de agua doce sdo particularmente sensiveis as mudangas e perturbacdes
ambientais (Brander, 2007; Dudgeon 2010; Frederico et al., 2015) e muitos taxa estdo em
declinio global (Bruton, 1995; Stuart et al., 2004). As principais ameagas aos sistemas
hidricos da Amazonia sdo construcdo de barragens (Kahn et al., 2014; Lees et al., 2016;
Forsberg ef al., 2017; Latrubesse et al., 2017), exploracdo de petréleo e gas natural (Finer et
al., 2008), sobrepesca (Petrere et al., 2004; Campos et al., 2015), desmatamento (Lobon-
Cervia et al.,, 2015) e secas e cheias extremas causadas por mudangas climaticas e
intensificadas por desmatamento local (Castello et al., 2013; Freitas et al., 2013). Assim,
conservar os notdveis habitats aquaticos e peixes da América do Sul ¢ um desafio crescente
diante das rapidas mudangas antropogénicas do século 21 (Reis et al., 2016), especialmente

a bacia Amazonica (Jézéquel et al., 2020).



A biodiversidade ¢ um componente chave ecossistema e desempenha um papel
importante no bom funcionamento do ecossistema (Sala et al., 2000). Os peixes de dgua doce
fornecem servigcos ecossistémicos vitais para a populagdo humana, incluindo proteinas,
recreacdo (Mclntyre et al., 2016) e regulacdo da cadeia alimentar (Holmlund e Hammer,
1999).

Agdes de conservagdo in situ de ecossistemas e fauna aquaticos definem-se como
estratégias para manutencdo das funcdes ecossistémicas de habitat e de producdo conforme
proposto por De Groot et al. (2000). As funcdes de habitat visam fornecer espaco adequado
para espécies em seu ambiente natural, atuando como refugio (espago para manutengio) e
ber¢ario (espago adequado para reproducgdo) das espécies. As fungdes de produgdo visam o
fornecimento de recursos naturais como alimentos, recursos genéticos e recursos ornamentais
(de Groot, 1992; Costanza et al., 1997; de Groot et al., 2000).

Nesse sentido, o zoneamento de areas naturais para multiplos fins (manejo, protecao,
exploragdo comercial, exploragdo ornamental, subsisténcia etc.) possibilita concatenar em
uma mesma matriz espacial a presenca de populacgdes tradicionais, a manutengdo de servigos
ambientais e a conservacao de espécies ameagadas, sobreexploradas ou potencialmente
utilizdveis em uma matriz sustentavel (ou seja, manejaveis). Todavia, apesar da importancia
socioambiental, e da combinacdo de riqueza extraordindria, alto endemismo e ameaga
excepcional, poucos esforcos de planejamento de conservagdo em larga escala t€ém como alvo
os sistemas de agua doce e suas espécies dependentes (Abell ef al., 2008) e essa lacuna se
amplifica em ambito regional e local.

As agéncias de gestdo frequentemente usam conselhos da biodiversidade aquatica
para priorizar as agdes de gestdo e medir a eficicia dos esforgos de gestdo (Bailey ef al., 2004;
Hubert e Quist, 2010). Como resultado disso, a avaliacao o status da diversidade de peixes
locais e regionais ¢ um indicador util de mudangas na biodiversidade regional total e na saude
do ecossistema (Sala et al., 2005; Xenopoulos et al., 2005; Abell et al., 2008).

No entanto, esse conhecimento ainda permanece limitado devido a escassez de
informacgdes sobre as relacdes filogenéticas dentro e entre os muitos grupos de peixes destas
areas, pela fragmentacdo de informagdes quanto a diversidade ao nivel especifico da maior
parte dos taxons habitantes da regido Neotropical (Vari e Malabarba, 1998). Adicionalmente,
o emprego usual de técnicas seletivas de avaliacdo aquatica baseadas na captura ou
observagdo de organismos com redes de espera, armadilhas ou equipamento de pesca
(Murphy e Willis, 1996; Bonar et al., 2009), juntamente com a mobilidade de organismos,
diminuem as probabilidades de detec¢do de espécies raras em ambientes aquaticos (Bayley e

Peterson, 2001; Mackenzie e Royle, 2005). A precisdo desses métodos depende muito sobre
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a intensidade dos esforcos de amostragem e a suscetibilidade de espécies e individuos a
capturar (Bonar ef al., 2009; Evans et al., 2016).

Esta limitagdo pode levar a conclusdes incorretas de que espécies raras estdo ausentes
quando estdo realmente presentes (Gu e Swihart, 2004). Devido ao fato de que as espécies
raras podem contribuir para toda a riqueza da comunidade (Williams, 1964; Cao et al., 2001),
o potencial para subestimar a verdadeira riqueza de espécies ¢ frequentemente alto, a menos
que o esforco de amostragem seja mais extenso do que o normalmente viavel (McDonald,
2004; MacKenzie et al., 2005).

Além disso, varias espécies sdo dificeis de detectar e de identificar, especialmente
durante determinados periodos ou fases de desenvolvimento (ovos e larvas), gerando
potenciais influéncias nos resultados dos estudos (Gotelli ¢ Colwell, 2001; MacKenzie et al.,
2005) e contribuindo para a existéncia de lacunas do conhecimento biologico. Nesse contexto,
o aprimoramento e desenvolvimento de técnicas e metodologias voltadas ao incremento do
conhecimento da diversidade de peixes ¢ importante, pois agdes antropicas estdo causando
continua perda de habitat e rdpidos declinios populacionais, gerando risco de extingdo de
muitas espécies de peixes na América do Sul (Reis et al., 2003; Allan et al., 2005; Barletta et
al., 2010).

As técnicas morfométricas e meristicas de avaliacdo da biodiversidade demandam
profissionais altamente qualificados e especializados na identificacdo de determinados grupos
taxonodmicos, gerando limitagdes na identificacdo de espécies em ambientes de elevada
biodiversidade. Diante dessas dificuldades, o uso do DNA barcoding como método de
identificacdo resolutivo, tanto para ovos e larvas, quanto para peixes juvenis e adultos, surge
como alternativa efetiva para essa problematica.

Com a invencao de amplificagdo de DNA baseada em PCR (Mullis e Faloona, 1987;
Saiki et al., 1988) e o design de primers universais (Kocher et al., 1989; Taberlet et al., 1991),
a identificacdo de espécies passou a ser possivel por meio do sequenciamento direto de
produtos de PCR (Cronin ef al., 1991), considerando a existéncia de abrangentes bibliotecas
genéticas de referéncia. Inicialmente, diferentes regides nucleares e organelares de DNA
foram alvo de amplificagdo e sequenciamento de DNA, mas a abordagem foi padronizado e
passou a ter a designagdo de DNA barcoding (Hebert et al. 2003a,b, 2004a,b).

Esta iniciativa ¢ apoiada pelo Consoércio para o Cdodigo de Barras da Vida (CBoL;
http://www.barcodeoflife.org/). Os cddigos de barras de DNA (DNA barcoding)
padronizados sdo uma regido de cerca de 650 pb gene citocromo mitocondrial citocromo
oxidase subunidade I (COI) para animais (Hebert et al., 2003). O DNA barcoding utiliza

genes taxonomicamente informativos para delimitar espécies e designar genes barcodes para
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os distintos grupos de seres vivos. Essa abordagem resultou na criagcdo de enormes bancos de
dados de referéncia que incluem sequéncias de DNA barcoding, sendo as principais o
GenBank (Benson ef al., 2013) e o BOLD (Ratnasingham e Hebert, 2007). Esses bancos de
dados de sequéncias de genes de referéncia sdo uteis na atribuicdo de tdxon a uma amostra
desconhecida comparando a similaridade de sequéncias de gene do DNA barcoding da
amostra com banco de dados de referéncia.

Alguns pesquisadores usaram fragmentos curtos dos marcadores nucleares
ribossomicos 18S e 28S para metazoarios (Fonseca et al., 2011, Machida e Knowlton, 2012),
mas essas regides podem subestimar a diversidade de espécies devido a sua lenta taxa de
evolucdo em comparagdo com outras marcadores mitocondriais (Hillis e Dixon, 1991;
Derycke et al., 2010). Fragmentos curtos do gene ribossomal mitocondrial 12S foram
utilizados com sucesso para delinear metazoarios, no entanto, os bancos de dados de
referéncia taxondmica sdo limitados para esse marcador em comparagdo com O gene
citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI) (Machida e Knowlton, 2012). O COI foi adotado
como o gene padrdo do barcode para a maioria dos grupos de animais (Schoch et al., 2012) e
para gene ha o banco de dados taxondmico de referéncia mais representado em dominio
publico.

O presente trabalho tem como intuito propor uma metodologia para avaliacao rapida
da biodiversidade visando o monitoramento de espécies-alvo de peixes de agua doce e
defini¢do/validacdo de areas prioritarias para conservagdo. Tal proposta embasa-se no
cruzamento de sequéncias obtidas por DNA barcoding de amostras de ictioplancton e da
ictiofauna de lagos de varzea com diferentes niveis de uso/apropria¢ao dos recursos naturais
no trecho do baixo rio Purus, na area de influéncia da Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel Piagacu-Purus e Reserva Biologica de Abufari. O presente estudo envolverd,
como questdes norteadoras: (i) qual a capacidade de recuperacdo de informagdes
taxondmicas de espécies-alvo da ictiofauna pela técnica DNA barcoding aplicada ao
ictioplancton?; (ii) quais espécies de peixes apresentam ovos ou larvas nos ambientes
estudados?; (iii) a relagdo entre presenga presenca do ictioplancton no ambiente pode ser
utilizada para definicdo do tipo de uso do ambiente aquatico (i.e. lago)?; (iv) o DNA
barcoding pode ser utilizado como uma ferramenta rapida para o monitoramento de espécies-
alvo de peixes e definicao/valida¢do de areas categorizadas como protecdo, manejo € uso

aberto dos recursos pesqueiros?

Justificativa



O aspecto mais generalista concernente a realizagdo do presente estudo ¢ atribuir
dados de diversidade de espécies do baixo rio Purus, na ecorregido Areas Alagadas da
Amazonia, contribuindo assim para o aumento das informagdes sobre esta area,
reconhecidamente pobre ou com lacunas informacionais acerca da biodiversidade aquatica
(Abell et al., 2008). Complementarmente, o presente estudo visa agregar informagdes em
nivel de bacia hidrografica, contribuindo para o conhecimento da fauna de peixes do rio
Purus, marcadamente reconhecido e importante em relagdo a biodiversidade (Dagosta e de
Pinna, 2019) e recursos pesqueiros (Barthem e Fabré, 2003).

Com a investiga¢do concomitante de aspectos biologicos da ictiofauna em diferentes
estagios de desenvolvimento (ovos, larvas, juvenis e adultos) sera possivel ampliar o
entendimento do funcionamento e da importancia do ecossistema em escala local e dessa
forma subsidiar estudos desta natureza como indicadores do status regional da biodiversidade,
tendo em vista a importancia dos tributarios (no caso o rio Purus) para o canal principal (rio
Solimdes) no enriquecimento da diversidade pelo oferecimento de refugio e areas de
alimentacdo nas fases iniciais de vida (Fernandes et al., 2004). Dessa forma sera possivel
direcionar agdes de conservagdo ou instrumentos de gestdo para areas de importincia
ecoldgica e socioambiental.

Por meio do emprego de técnicas rapidas de investigacao da biodiversidade a partir da
utilizacdo ferramentas moleculares (DNA barcoding) pretende-se validar informacgdes em
escala local a fim de propor um modelo de monitoramento de espécies ameagadas, protegidas,
sobreexploradas, de interesse comercial ou ornamental, que podera ser expandido para outras
regides de varzea da Amazonia, similarmente passiveis de uso sustentavel dos recursos
naturais, considerando a ampla distribuicdo e abrangéncia em larga escala dos critérios de
elegibilidade das espécies-alvo. Este modelo pressupde a identificacdo de espécie a partir de
amostras de ictioplancton, diminuindo assim a pressdo por captura de individuos adultos e
juvenis para fins cientificos e tornando mais objetivos levantamento faunisticos e
monitoramentos de médio e longo prazo.

Por fim, a proposta metodologica aqui apresentada podera ser utilizada como um
mecanismo de tomada de decisdo para definicdo e validagdo de areas para prote¢dao, manejo e
utilizagdo dos recursos naturais (com énfase nos recursos pesqueiros), visto que a escolha das
espécies-alvos para o monitoramento ¢ a recuperagao destas espécies pela analise de DNA
barcoding podera direcionar qual ambiente apresenta espécies que atendam as
especificidades ecoldgicas e reprodutivas para a finalidade de enquadramento do ambiente a

ser categorizado.



Area de estudo

O presente estudo esta inserido nas atividades do Programa de Pesquisa Ecologica de
Longa Duracdo — PELD “Diversidade de peixes em resposta a diferentes tipos de manejo em
areas alagdveis da Amazonia: aspectos ecoldgicos e socioecondmicos - DIVA”, com
amostragens de dados ja executadas no ciclo quadrienal 2017-2020 (Processos n°
441668/2016-0) e amostragem em andamento no ciclo 2021-2024 (Processos n°
441953/2020-4) em ambientes aquaticos de varzea da Amazonia Central.

O sitio PELD compreende o trecho inferior do rio Purus, e o trecho inferior do rio
Solimdes entre a foz do rio Purus e a confluéncia com o rio Negro. Nessa regido foram
estabelecidos quatro areas de estudo: (1) Lago Cataldo, na confluéncia dos rios Solimdes e
Negro, incluido na Area de Protecio Ambiental (APA) municipal Encontro das Aguas
(Iranduba, AM) sem estratégias formais de manejo pesqueiro; (2) Ilha da Paciéncia, entre a
foz do rio Purus e a confluéncia Solimdes-Negro, também integrante da APA Encontro das
Aguas, mas que possui um acordo de pesca, implementado pelo Governo do Estado do
Amazonas através da IN no 2 de 18 de abril de 2011, onde ¢ realizado o manejo de lagos e
manejo do pirarucu, um predador de topo de cadeia trofica; (3) Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel (RDS) Piagagu-Purus, no baixo rio Purus, uma unidade de conservagdo estadual
onde também hé manejo de lagos e de pirarucu; e (4) Reserva Bioldgica (Rebio) Abufari, no
baixo Purus, onde a pesca ¢ formalmente proibida e ndo ha manejo de lagos ou de pirarucu,
mas ocorre alguma pesca de subsisténcia por parte de moradores da regido.

As amostragens de dados bioldgicos do presente estudo abrangem as areas de estudo
do sitio Peld-DIVA Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Piagagu-Purus (RDS-PP) e
Reserva Bioldgica Abufari (Rebio Abufari) entre os anos de 2020 e 2022, contemplando
sempre duas fases do ciclo hidrolégico amazdnico (enchente e seca). Nesse periodo foi
possivel realizar amostragens em apenas dois periodos de enchente (fevereiro de 2020 e
fevereiro de 2022) e dois periodos de seca (outubro de 2021 e outubro de 2022) devido as
restricdes de acesso aos locais de estudo impostas pela pandemia global de Covid-19. Para
fins de padronizacdo do periodo de amostragem o periodo de enchente corresponde as cotas
fluviométricas entre 23 e 24 metros ascendente (normalmente entre os meses de fevereiro ¢
marco) o periodo de seca corresponde & menor cota operacionalmente viavel (entre setembro
e outubro).

A RDS-PP (Figura 1) ¢ uma Unidade de Conservagdo de governanca em nivel
estadual, enquadrada na categoria Uso Sustentdvel pelo Sistema Estadual de Unidades de

Conservacao do Estado do Amazonas (SEUC/AM, 2007). Criada pelo Governo do Estado do
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Amazonas, por meio do Decreto n® 23.723 de 5 de setembro de 2003, a RDS-PP esta
localizada na regido do baixo rio Purus, entre as coordenadas geograficas 4° 05’ ¢ 5° 35’S e
61°73° e 63°35°0 (Figura 1), entre os interflivios Purus-Madeira e Purus-Jurua. Esta regido
compreende mais de 600 lagos comunicados por canais e parands que sofrem influéncia das
inundagdes periodicas dos rios Purus e Solimdes (Plano de Gestdo da RDS Piagagu Purus,
2010).

A RDS-PP estd inserida num mosaico de areas protegidas de aproximadamente 2
milhdes de hectares. Com éarea total de 1.008.167,00 hectares a reserva abrange quatro
municipios: Beruri, Anori, Tapaud e Coari (SEMA/AM, 2019). Sua fisionomia ¢ composta
por 40% de areas periodicamente alagaveis e o restante por terra firme e limites diretos com a
Reserva Biologica do Abufari e com o Parque Nacional Nascentes do Lago Jari, ambas
Unidades de Conservagdo de Protecdo Integral, além de fazer limites diretos também com a
Terra Indigena (TI) Itixi-Mitari, da etnia Apurind e a TI Lago Ayapud, da etnia Mura
(Albernaz e Venticinque, 2003).

A area da RDS-PP, subtrai-se o tamanho da Itixi-Mitari (180.850 ha), descontando-se
a area da TI Lago Ayapua (6.928 ha) ja excluida dos limites da RDS-PP. A RDS-PP passa,
assim a contar com 834.245 hectares (Plano de Gestdo da RDS Piagacu Purus, 2010). A
RDS-PP ¢ uma area natural que abriga populacdes tradicionais, cuja existéncia baseia-se em
sistemas sustentdveis de exploracdo dos recursos naturais, desenvolvidos ao longo de
geragdes e adaptados as condigcdes ecoldgicas locais e que desempenham um papel
fundamental na prote¢do da natureza e na manutencao da diversidade bioldgica (SEUC/AM,
2007).

A vérzea na RDS-PP estd sob a influéncia da enchente dos rios Purus e Solimdes
possuindo alta heterogeneidade de ambientes e sendo caracterizada por uma grande
quantidade de canais, paranas, lagos, chavascais e floresta ombrofila (RADAM, 1977).

Devido a grande heterogeneidade ambiental da area de abrangéncia da reserva, foram
definidos, para fins administrativos, sete setores dentro dos limites da RDS-PP. A divisdo da
area de unidade de conservacao em setores, seguida de seu zoneamento como parte do plano
de gestdo, permite uma caracterizagdo mais minuciosa das peculiaridades de cada sistema
permitindo que se adotem formas de manejo mais adequadas e proprias para cada area. Nesse
contexto, foram delimitados os setores administrativos Caua-Cuiand, Itapuru, Uauacu,
Ayapud, Supia Trés Bocas e Parana do Jari (Plano de Gestao da RDS-Piagagu-Purus, 2010).

A Reserva Biologica do Abufari (Figura 1) ¢ uma unidade de conservagdo federal de
protecdo integral, criada pelo Decreto N° 87.585, de 20 de setembro de 1982, com area de

223.864,64 hectares, o que corresponde a 2,49% da area do municipio de Tapaua e 0,19% do
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estado do Amazonas (Plano de Manejo da Reserva Biologica do Abufari, 2018). A Rebio-
Abufari esta inserida em uma area total de 223.500,96 hectares, com altitudes que variam
desde 4 metros (nivel de base local) at¢ 75 metros acima do nivel do mar. O Territorio
abrange o municipio de Tapaud-AM (ICMBio, 2022) e esta localizada entre a conexao dos
rios Purus-Madeira ao norte, no limite com a Reserva de Desenvolvimento Sustentavel
Estadual Piagagu-Purus e com a Terra Indigena do Igarapé de Sao Jodo, entre as coordenadas
geograficas 05°11°02,69” S/ 63°02°39,84” O (Figura 3).

A vegetacdo predominante da Rebio do Abufari ¢ composta por floresta ombroéfila
densa e a regido sofre com inundagdes perioddicas. Entre as espécies identificadas, muitas sao
consideradas como ameacadas de extingdo, quase ameacadas e vulnerdveis por agdes
antropicas, como sobrepesca, caca ilegal, modificagcdes antropicas em ambientes originais e
mudangas climaticas (ICMBio, 2022). A Rebio do Abufari ¢ a unidade de protegdo integral
mais antiga da regido do Interflavio Purus-Madeira E cortada pelo rio Purus e afluentes,
possuindo importante complexo lagunar em seu interior ¢ um dos maiores tabuleiros de
desova de quelonios de agua doce da Amazdnia, além de diversas areas de extrema
diversidade e riqueza biologica.

Reserva Bioldgica (Rebio) ¢ uma categoria de Unidade de Preservagdo integral de
uma area natural e de todos os seres vivos daquele ambiente, assim como seus recursos
ambientais. Os territdrios sdo definidos de acordo com uma certa finalidade pelo poder
publico. Essa categoria de Unidade de Conservagdo possui 0 maior grau restritivo referente
as acdes humanas, onde ndo ¢ permitido interferéncia antropica direta ou modificagdes
ambientais (ICMBio, 2022). Além disso, a visitacdo publica é proibida, exceto quando
houver objetivo educacional. As pesquisas cientificas precisam de autorizagdo prévia e estdo
sujeitas a seguir o plano de manejo de cada Rebio e as restrigdes do 6rgdo responsavel por
administra-la (ICMBio, 2022). Intervengdes podem ocorrer somente para manejo,

recuperagdo de ecossistemas alterados e preservagdo da biodiversidade (ICMBio, 2022).

Apesar das restricdes legais definidas pela categorizagdo da Rebio Abufari como
unidade de conservagdo de protecdo integral pela SNUC, hd um contexto de ocasional e por
vezes conflitual de pesca de subsisténcia na area de abrangéncia da reserva, devido
principalmente a existéncia de comunidades ribeirinhas dotadas de uma cultura de

apropriagao dos recursos naturais que antecede a cria¢do desta unidade de conservagao.
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Figura 1. Localizacdo geografica e limites territoriais da Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel Piagagu-Purus (RDS-PP) e Reserva Biologica de Abufari, no trecho baixo do rio

Purus, Amazonas, Brasil.

Com a finalidade de compreender os objetivos do programa Peld-DIVA e os
objetivos deste estudo, foram definidas as categorias de amostragem fixa e variavel quanto a
abrangéncia espacial e temporal. As amostragens fixas funcionam como medidas espaciais
repetidas, sendo sempre os mesmos locais amostrados nas duas fases do ciclo hidrolégico
(enchente e seca), permitindo assim comparagdes espaciais e temporais a longo prazo e
inferéncias sobre ecologia e conservagdo. Por sua vez, a amostragem varidvel contempla
coletas eventuais em locais diferentes dos pontos fixos de coleta, como medida para
substitui¢do destes em condi¢des de inacessibilidade (i.e. secas extremas), ou para ampliagao
do esfor¢o amostral para levantamento da ictiofauna.

Considerando que as areas de coleta RDS-PP e Rebio Abufari, que contemplam os
locais de amostragem, sdo unidades de conservagdo de diferentes categorias (uso sustentavel
e protecdo integral respectivamente), os locais de amostragem apresentam diferentes
categorizagdes quanto ao potencial de uso/apropriagdo dos recursos naturais com base na

delimitagdo dos respectivos planos de manejo. Nesse contexto os locais de amostragem
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enquadram-se nas categorias: (i) protecdo, onde a pesca ou o manejo do pirarucu nao ¢
permitido; (ii) aberto, onde a pesca de subsisténcia ¢ permitida e (iii) manejo em que o0s
ambientes aquaticos sdo destinados a prote¢do e ao manejo do pirarucu, sendo a captura
controlada e realizada conforme licengas anuais de cotas para abate, emitidas pelo IBAMA,
desde 2009 (notadamente na RDS-PP). Na RDS-PP o enquadramento dos lagos nas
diferentes categorias foi balizado por critérios intrinsecos do contexto de utilizagdo dos
territorios e respectivas territorialidades pelas populagdes tradicionais que habitam a reserva,
a partir de um processo participativo de mapeamento das areas a partir da ado¢ao de um
modelo de utilizacdo sustentavel dos recursos naturais que atenda prioritariamente ao
interesse coletivo. Na Rebio Abufari a protecao integral dos ambientes ¢ definida legalmente
pelo decreto de criagdao da unidade de conservacgao.

Assim, as amostragens de dados biologicos foram realizadas em oito pontos de coleta
fixos, sendo seis lagos na RDS-PP e dois lagos na Rebio Abufari; e cinco pontos de coleta
variavel, sendo dois na RDS-PP e trés na Rebio Abufari, totalizando 13 locais de amostragem
(Tabela 1; Figura 2). Para fins de comparagdo dos resultados e inferéncias sobre conservacao,
nos locais de amostragem fixos as coletas foram realizadas em dois lagos de cada uma das
categorias supracitadas, distribuidos nos setores administrativos Caua-Cuiana e Itapuru da

RDS-PP ¢ na Reserva Biologica de Abufari (Tabela 1).

Tabela 1. Locais de coleta nas areas de influéncia da RDS Piagagu-Purus e Rebio Abufari,
com informagdes sobre localizacdo geografica, nome da unidade de conservagdo que estdo
inserido e respectivo setor administrativo, categorizagdo quanto ao uso dos recursos naturais

e tipo de amostragem.

N° Local de coleta Coordﬁn;z(;;l (Lat; Unidade de Conservacao Categoria amlg)isllia(igiem
1 Lago Caraipé 4l 10"3594082;'8(3 62°  RDS Péi%?}g;ig (Setor Protegdo Fixo

2 Lago Tendalzinho 64 10 01 51;2384312"'?’()) RDS Péi%i%gi;;g (Setor Manejo Fixo

3 Lago Peauzinho 2?’411'62'2331"% RDS Péi%i%gi;;g (Setor Aberto Fixo

4 Lago Apui 2?)232;2:% RDS Piagﬁgg{};&l)m s (Setor Manegjo Fixo

5 Lago Itapuru Mirim 641001564,24839389’:%, RDS Piagfg;{;‘;;u s (Setor Protegdo Fixo

6 Lago Xaviana 64 10 022;,153720(;',,8(’) RDS Piaglatlz;;lil)m s (Setor Aberto Fixo

7 Rio Purus (RDS-PP) 64 10 (}:5",118 3110 ;,% RDS Piagagu-Purus Aberto Variavel

8 Lago Furrielzinho 64 lo 01 52 525 87(;,,8(’) RDS Péi%?}g;ig (Setor Aberto Variavel
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5°16'58"S;

9 Lago Assoalhador 63°00'11.2"0 Rebio Abufari Protegdo Fixo
10 Lago Mosca 6520"1 57 ;%3128;2",,80’ Rebio Abufari Protegdo Fixo
11 Igarapé do Chapéu 6520"1 54 7’,20771;,%’ Rebio Abufari Protecédo Variavel
12 Rio Purus (Rebio) >°1424.77"S,; Rebio Abufari Aberto Variavel

62°56'59.88"0

5°10’ 00.6’S; 62°

13 Lago Japa 58 05.57°0 Rebio Abufari Protegdo Variavel

62°39'36.00'W 62°3'27.00"W
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Figura 2. Localizacdo geografica e distribui¢do espacial dos locais de coleta na Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Piagagu-Purus e Reserva Bioldgica de Abufari, no trecho baixo
do rio Purus, Amazonas, Brasil (numeragao na cor branca representa locais com amostragem

fixa e numeragdo na cor amarela locais com amostragem variavel).

Portanto para composi¢do do banco de dados da ictiofauna do baixo rio Purus, na area
de abrangéncia da RDS-PP e Rebio Abufari foram utilizadas as informagdes obtidas pelas
amostragens de pontos fixos e variaveis, considerando como estratégias complementares a

coleta sistematica, diversificacdo e ampliagdo do esforco amostral. As comparagdes entre
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locais de coleta, tanto para ictiofauna como para o ictioplancton e posteriores inferéncias
sobre ecologia e conservagdo ficaram restritas aos resultados obtidos nos pontos fixos de

amostragem.

Objetivos geral

Subsidiar a identificagdo de ovos, larvas, juvenis e adultos de espécies de peixes de
interesse para 0 manejo € conservagdo em areas protegidas no baixo rio Purus, a partir do

marcador mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI)

Objetivos especificos - Capitulo 1

- Criar um banco de dados com sequéncias de DNA barcoding das espécies de peixes
coletadas no baixo rio Purus, na area de influéncia da RDS-PP ¢ Rebio Abufari.

- Selecionar, a partir do banco de dados, as espécies-alvo de peixes de elevado
interesse para 0 manejo e/ou conservacao.

- Descrever os padrdes de riqueza de espécies da ictiofauna nas diferentes categorias
de lagos e diferentes periodos hidrologicos, considerando as espécies-alvo e o total de

espécies.

Objetivos especificos - Capitulo 2

- Identificar os morfotipos de ovos e larvas e através do cruzamento das sequéncias
obtidas com os bancos de dados genéticos da ictiofauna do baixo rio Purus, na area de
influéncia da RDS-PP e Rebio Abufari, com foco nas espécies-alvo.

- Verificar quais espécies-alvo de peixes realizam sua reprodugdao nos diferentes
periodos hidrologicos e categorias de lagos de varzea localizados do baixo rio Purus na area
de influéncia da RDS-PP e Rebio Abufari.

- Descrever os padroes de riqueza de espécies e abundancia do ictioplancton nas
diferentes categorias de lagos e diferentes periodos hidroldgicos, considerando as espécies
alvo e o total de espécies.

- Avaliar a eficiéncia do mecanismo de escolha dos lagos para os multiplos fins
(prote¢do, manejo ou exploragdo “abertos”), através do cruzamento dos dados obtidos com a
técnica de DNA barcoding de peixes adultos e juvenis e as sequéncias de DNA barcoding de

ovos ¢ larvas.
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Estrutura da tese

A presente Tese de Doutorado, apresentada ao Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias
Biolodgicas (Zoologia), do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu - SP, esta

estruturada em dois capitulos como segue:

Capitulo 1 - Constru¢ao de um banco de dados abrangente de DNA barcoding de peixes de
areas protegidas no baixo rio Purus, Amazonas e definicdo de espécies-alvo para fins de

conservagao € manejo.

Capitulo 2 - Monitoramento de espécies-alvo de peixes de interesse para conservagao e
manejo em lagos de diferentes categorias inseridos em areas protegidas no baixo rio

Purus: aplicacdo do DNA barcoding em amostras de ictioplancton.
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Capitulo 1 - Constru¢ao de um banco de dados abrangente de DNA barcoding de peixes de
areas protegidas no baixo rio Purus, Amazonas e definicdo de espécies-alvo para fins de
conservagao € manejo.

Resumo: A categorizagdo de areas protegidas ¢ um importante instrumento para balizar o
uso dos recursos pesqueiros. No entanto, a delimitacdo dessas areas normalmente ¢ pautada
no conhecimento tradicional e levantamentos pontuais da ictiofauna. O rio Purus é um
importante tributario de agua branca do sistema Solimdes-Amazonas, com uma grande
extensdo de planicies de inundagdo, elevada cobertura de areas protegidas, elevada
produtividade pesqueira e reconhecida diversidade ictiofaunistica. Isto pressupde a
necessidade de monitoramento da diversidade de peixes para fins de consolidacdo e
investigacdo de agdes de manejo e conservagdo dos recursos naturais, com base nos recursos
pesqueiros € sua importancia socioecologica. Diante disso, o presente capitulo tem como
objetivo construir um banco de dados abrangente com sequéncias de COI das espécies de
peixes coletadas no baixo rio Purus, na area de influéncia da RDS-PP e Rebio Abufari, bem
como selecionar, a partir do banco de dados, as espécies-alvo de peixes de elevado interesse
para o manejo e/ou conservagdo, e por fim descrever os padrdes de riqueza de espécies da
ictiofauna nas diferentes categorias de lagos e diferentes periodos hidroldgicos, considerando
as espécies-alvo e o total de espécies. Foram coletados 7.495 espécimes de peixes de dgua
doce, enquadrados taxonomicamente em 272 espécies, 165 géneros, 48 familias e 14 ordens.
Foram depositados 1.433 tecidos na colegdo genética do Laboratorio de Biologia e Genética
de Peixes (LBP) da Unesp, campus de Botucatu. Characiformes e Siluriformes foram as
ordens de peixes mais representativas, seguidas de Gymnotiformes e Cichliformes. Os
exemplares-testemunho de cada espécie foram depositados na coleg¢do ictiolégica LBP-
UNESP em 779 lotes. As espécies mais abundantes foram Moenkhausia gracilima,
Mesonauta festivus, Ctenobrycon spilurus, Anchoviella jamesi e Acarichthys heckelii
(n=305), enquanto 78 espécies foram consideradas raras nas amostragens, sendo
representadas por lotes tnicos com apenas 1 ou 2 espécimes. O banco de dados de referéncia
de sequéncias COI ¢ composto por 272 espécies no total e destas foram definidas 143
espécies-alvo. Considerando-se que algumas espécies-alvo foram enquadradas em mais de
um critério, foram obtidos 102 registros para interesse ornamental ou aquariofilia, 60
registros para interesse comercial e 19 registros para existéncia de restricdo legal. As
espécies-alvo foram prioritariamente submetidas ao cruzamento de informagdes com os
resultados do barcoding para inferéncias sobre as propostas de tomada de decisdo acerca da
categorizagdo dos lagos. Este procedimento sera posteriormente expandido a todas as
espécies do banco de dados para complementar ou corroborar as propostas. Do banco de
dados total, 239 espécies foram sequenciadas e para 71,5% destas a identificagdo
morfoldgica foi congruente com a identificagdo molecular. Sessenta e oito espécies tiveram
incongruéncias entre as classificagcdes, sendo mantida a partir de critérios técnicos a
identificacdo morfologica. Nao foi obtido éxito nas tentativas de sequenciamento de 33
espécies. A inclusdo das sequéncias obtidas em bancos de dados genéticos resultara na adigao
de um total 81 registros de espécies ainda inexistentes (ndo registradas), sendo 34 apenas no
Genbank ou BOLD ¢ 47 no Genbank e BOLD. Foi verificada maior riqueza de espécies em
lagos de prote¢do, e a importancia complementar dos lagos de manejo, considerando todos os
niveis de andlises realizados. Assim, ratifica-se a categorizacdo atual dos lagos baseada na
riqueza ictiofaunistica e no papel que esses ambientes exercem no modo de vida das
populagdes ribeirinhas. Também impde-se a necessidade de consolidagdo dos requisitos
necessarios para garantir a eficacia das categorias propostas para garantir o objetivo de cada
categoria de lago.

Palavras-chave: Peixes Neotropicais, RDS Piagagu-Purus, Rebio Abufari, COL.
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Introduciao

A regido Neotropical abriga a maior diversidade de peixes do planeta, sendo as bacias
hidrograficas de terras baixas (lowlands) do norte da América do Sul reconhecidamente o
amago da diversidade de peixes de dgua doce neotropicais (Albert et al., 2020).

A bacia hidrografica do rio Purus, localizada desde a por¢ao sul-ocidental amazonica
até a Amazonia Central, apresenta area total de 370.000 km? e abrange territorios no Peru,
Bolivia e Brasil, com area aproximada em territorio brasileiro correspondente a 354.000 Km?
distribuidos em 32 municipios nos estados do Acre, Amazonas ¢ Rondonia (ANA, 2011). As
areas de maior concentragao populacional situam-se entre o alto e médio curso da bacia, onde
se desenvolvem a exploragdo madeireira e atividades comerciais. No baixo curso predomina
uma dindmica econdmica ainda mais diretamente atrelada ao rio (e.g. pesca e plantios
sazonais em areas de varzea), e concentra-se a maior parte das 23 Unidades de Conservacao e
39 Terras Indigenas existentes na bacia, que somadas ocupam cerca de 50% da érea total da
bacia (Souza Jr et al., 2012; INCRA, 2013; MMA, 2013).

O rio Purus, desde suas nascentes no Peru até sua confluéncia no rio Solimdes no
estado do Amazonas, ¢ um dos maiores afluentes do rio Solimdes com uma extensio de
2.765,65 km (Melo, 2012). Esta inserido na ecorregido biogeografica denominada Planicies
do Amazonas (Amazon lowlands), que apresenta como caracteristica dominante da paisagem
a extensa e diversificada planicie aluvial que se estende ao longo dos canais do rio, que
contém milhares de meandros e lagos, assim como extensas areas de florestas inundadas e
prados flutuantes (WWEF/TNC, 2018). Segundo dados do Programa Ecorregides de Agua
Doce do Mundo (www.feow.org) a ecorregido biogeografica Planicies do Amazonas contém
o conjunto mais diversificado de espécies de peixes da América do Sul.

Além da expressiva diversidade, mesmo considerando diferentes métodos e estruturas
de banco de dados, com o niimero registrado variando de 379 espécies (Dagosta e de Pinna,
2019) a 909 espécies (Jézéquel et al., 2020 - dados atualizados), e graus moderados de
endemismo (Oberdorff et al., 2019), o rio Purus representa a maior produtividade pesqueira
da bacia amazonica em comparagdo com outros grandes afluentes de dguas brancas (Petrere
1978; Batista, 1998; Soares e Junk, 2000; Batista, 2003). Porém, os esfor¢os concentram-se
em poucas espécies, das quais apenas 12 representam 80% do pescado desembarcado nos
principais portos do Estado do Amazonas (Barthem e Fabr¢, 2003).

Além do montante que ¢ comercializado nos centros urbanos, existe outra quantidade
expressiva que ¢ consumida pela populagdo ribeirinha, que tem no pescado a principal fonte

de proteina animal (McGrath et al,, 1999) e de renda, principalmente para aquelas que
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residem em areas afastadas dos centros urbanos, onde a criagdo de animais domésticos ¢
dificultada (Queiroz e Crampton, 1999). Nesse sentido, o0 manejo dos recursos pesqueiros se
faz necessario tanto pela conservacao dos ambientes aquaticos, quanto pela manutengao de
uma atividade de destacada importidncia socioeconOmica para a populagdo tradicional
amazonica (Barthem e Fabré¢, 2003).

A caréncia de estudos cientificos e manutengdo de séries de dados de longo prazo
representa um desafio adicional para o manejo dos recursos pesqueiros ambientes tropicais,
que geralmente carecem de monitoramento de curto prazo da pesca de pequena escala
(Saenz-Arroyo et al., 2005). Ainda que numa visdo mais ampla os ecossistemas aquaticos e a
ictiofauna amazonica ainda possam estar relativamente bem preservados, algumas espécies-
alvo de peixes ja apresentam tendéncias de superexploracdo e redugdo nos tamanhos
populacionais, especialmente perto de cidades maiores (Castello et al., 2013; Keppeler et al.,
2018).

Atualmente, a principal estratégia conservacionista para proteger a biodiversidade na
Amazodnia € por meio da criacdo de areas protegidas (Unidades de Conservacao), que podem
ou ndo permitir a presenca de populagdes locais (Lopes ef al. 2011). Assim ¢ imprescindivel
o conhecimento, identificagdo precisa e monitoramento efetivo e abrangente da
biodiversidade para a consolidagdo de agdes e proposicdo de estratégias de conservagdo e
manejo condizentes com as caracteristicas e potencialidades de cada regido.

Devido as limitagdes impostas pelos métodos de avaliacdo da biodiversidade
baseados na captura de individuos, principalmente em ambientes megadiversos como a bacia
amazonica, o uso de ferramentas moleculares, principalmente pelo uso da técnica de DNA
barcoding, pode ser utilizado como método de identificagdo de peixes resolutivo em
ambientes aquatico neotropicais.

Como apenas amostras representativas (aliquotas) dos individuos de um ambiente sdo
necessarias para a analise do DNA barcoding, essa abordagem ¢ eficiente em termos de
tempo, com baixos indices de impactos ambientais ¢ pode fornecer informagdes sobre
espécies dificilmente capturadas com métodos tradicionais (Jerde ef al., 2011; Lodge et al.,
2012; Deiner et al., 2017; Evans et al., 2017). Além disso, essa técnica pode ser importante
para o monitoramento de agdes protecdo ¢ manejo em ambientes aquaticos, evitando a
captura de individuos de espécies sobrepescadas, protegidas ou ameagadas de extingdo
(Mariac et al., 2021).

A campanha Fish barcode of Life (FISH-BOL) ¢ uma colaboracdo internacional de
pesquisa que esta reunindo uma biblioteca padronizada de sequéncias de DNA de referéncia

para todos os peixes (Ward et al. 2009). As sequéncias de DNA barcode sdo muito curtas em
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relacdo ao genoma inteiro, ¢ podem ser obtidas de forma razoavelmente rapida e de baixo
custo, sendo também aplicadas para conservagdo e manejo de peixes de interesse comercial
(Ardura et al., 2010).

No entanto poucos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de construir uma
biblioteca robusta ¢ abrangente das espécies de peixes de dgua doce das principais bacias
hidrograficas neotropicais, principalmente na regido amazonica. Pereira ef al. (2013) foram
os primeiros a compor um banco de dados moleculares robusto do gene COI de espécies de
peixes neotropicais, com a identificagcdo de 252 espécies (99,2%) da bacia do alto rio Parana.
Dias et al. (2016) geraram uma biblioteca de referéncia baseada no COI com 79 espécies da
bacia do alto rio Parand. Para a regido amazonica, Guimardes et al. (2018) obtiveram as
sequéncias DNA barcode de 29 espécies de peixes de riachos do baixo rio Tapajds, com
89,7% das espécies com identificagdo morfoldgica congruente com a identificagdo molecular.
Papa et al. (2021) obtiveram uma base dados de sequéncias de DNA barcode de 199 espécies
do rio Maroni, das Guianas. Entretanto, at¢ o momento nenhum estudo se propds a compor
uma biblioteca genética de referéncia com base no marcador mitocondrial citocromo oxidase
subunidade I (COI) para os principais tributdrios de 4gua branca da bacia amazonica.

O presente capitulo tem como objetivo realizar a constru¢cdo de um banco de dados
abrangente com sequéncias de COI das espécies de peixes coletadas no baixo rio Purus, na
area de influéncia da RDS-PP e Rebio Abufari, bem como, a partir do banco de dados,
selecionar as espécies-alvo de peixes de elevado interesse para 0 manejo e/ou conservagao e
por fim descrever os padrdes de riqueza de espécies da ictiofauna nas diferentes categorias de

lagos e diferentes periodos hidrologicos, considerando as espécies-alvo e o total de espécies.

Material e Métodos

Amostragens de material biologico

Para a amostragem da ictiofauna, os peixes foram capturados por meio de
procedimentos padronizados de coleta em agua aberta para os oito locais fixos de
amostragem; enquanto nos cinco locais de amostragem varidvel foi empregado o maior
esforco amostral possivel com foco exclusivo em elevar a capacidade de captura, sem
necessidade de obedecer a qualquer padronizagdo amostral pré-estabelecida.

Para os procedimentos padronizados de coleta foram utilizados os apetrechos de
pesca redes de espera simples (“malhadeiras”) e redes de cerco em banco de macrofitas
(“redinha”). Em cada lago foi utilizada uma bateria de malhadeiras composta por dez redes

de emalhar variando de 30 a 120 mm entre nés opostos, com 10 m de comprimento cada e

27



altura entre 1,5 a 3,5 m que permaneceram imersas por 24 horas consecutivas, com despescas
a cada 6 horas. Em cada lago foram realizados cercos em tré€s diferentes bancos de macrofitas,
por meio de uma rede de arrasto com malha de 15 mm entre nds opostos, com 10 m de
comprimento cada ¢ 2 m de altura.

Para os demais procedimentos de captura da ictiofauna foram utilizados, além de
redes de espera simples e redes de cerco em banco de macrofitas com as caracteristicas
supracitadas, foram incluidos como apetrechos um conjunto de trés peneiras retangulares de
50 cm por 80cm, 80 por 100 cm e 100 por 150 cm; uma rede de arrasto de praia com malha
de 15 mm entre n6s opostos, com 15 m de comprimento cada e 2 m de altura; e uma rede
para arrasto de fundo do tipo “trawl net” com malha de 15 mm entre nés opostos.

Independente do apetrecho e da metodologia utilizada, imediatamente apos a coleta
todos os individuos foram triados, identificados com nimero de campo e enquadrados no
menor nivel taxondmico possivel (geralmente em nivel especifico), considerando as
limitagdes de acesso a bibliografia especializada e uso de equipamentos em campo.

Ainda em campo, amostras de musculo da regido latero-dorsal do lado direito do
corpo (para que ndo prejudique analises taxondmicas posteriores) foram retiradas dos
individuos de médio e grande porte de cada espécie de peixe coletada e armazenadas em
recipiente isotérmico com gelo, sendo os respectivos materiais-testemunho fixados em
formaldeido 10% e acondicionados em tambores plasticos. Os individuos de menor porte
foram acondicionados em tambores com alcool 96% e suas respectivas amostras de tecido
retiradas em laboratorio, buscando sempre obter no minimo cinco amostras de tecido por
espécie para ambos 0s casos.

Todo o material coletado foi transportado para o Laboratorio de Biologia e Genética
de Peixes — UNESP/Botucatu (LBP-UNESP) onde foram submetidos a revisdo da
identificacdo taxondmica, separacdo em lotes, acondicionamento em alcool 70% para
conservagdo e deposito no acervo ictiologico do LBP-UNESP. As amostras de tecido
receberam numeros unicos de identificacdo (vouchers) e foram depositadas na colegao
genética do LBP-UNESP.

A classificacdo das ordens e familias de peixes seguiu Betancur-R. ef al. (2017) e das
subfamilias Van der Laan e Fricke (2022). As espécies foram apresentadas em ordem
alfabética devido a incongruéncia entre propostas filogenéticas morfoldgicas e moleculares,
ou devido a falta de resolugdo entre elas. Arranjos nomenclaturais estdo de acordo com
Fricke et al. (2023). As identificagdes seguiram Rossel (1963), Kullander (1983), Menezes
(1992), Menezes e Lucena (2004), Mago-Lecia (1994), Toledo-Piza (2000), Benine et al.

(2004), Malabarba (2004), Correa et al. (2006), Lundberg e Cox-Fernandes (2007), Rocha et
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al. (2007), Santos et al. (2009), Mendonca e Wosiacki (2011), Lundberg et al. (2013),
Queiroz et al. (2013), Sullivan et al. (2013), Britzke et al. (2014), Carvalho e Albert (2015),
Oliveira et al. (2015), Ota (2015), Ota et al. (2015), Walsh et al. (2015), Melo e Oliveira
(2017), Ramirez et al. (2017), Ribeiro et al. (2017), Mateussi et al. (2018), Silvano et al.
(2020), Soares et al. (2020), Littmann et al. (2021), Mattox et al. (2021) e Sabaj e Arce
(2021).

Extracao, amplificacdo e sequenciamento do DNA

Para a extragdo do DNA total das amostras a partir de fragmentos do tecido muscular
preservado em dalcool 96% foram utilizados o kit Wizard ® Genomic DNA Purification
(Promega, EUA), segundo as instrugdes do fabricante e o protocolo proposto por Ivanova et
al. (2006) e adotado para tecidos de peixes por Nobile ef al. (2019). As sequéncias parciais
do gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade I (COI) foram amplificadas por reagao

em cadeia polimerase (PCR) com cinco conjunto de primers (Quadro 1).

Quadro 1. Conjuntos de primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento do gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI) das espécies de peixes coletadas em

areas protegidas do baixo rio Purus, Amazonas.

Conjunto Identificagio Sequéncias Referéncias
| FISH-F1 5’—CA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3’ Ward et al. (2005)
FISH R1 5-TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA- Ward et al. (2005)
. FISH-F2 5—-CG ACT AAT CAT AAA GAT ATC GGC AC- Ward et al. (2005)
FISH-R2 3’ —CT TCA GGG TGA CCG AAG AAT CAG AA ~ Ward et al. (2005)
FISH-F6 5-CY AAY CAC AAA GAY ATT GGC A—~’ Jennings et al. (2019)
3 FISH-R7 5-AR ACT TCT GGR TGD CCR AAG AAY CA~ Jennings et al. (2019)
L5698-ASN 5’-GG CCT CGA TCC TAC AAA GKT TTA GTT AAC-’ Inoue et al. (2001)
H7271-COIL 5-TG GTG GGC TCA TAC AAT AAA~ Melo et al. (2011)
COX1-F 5-AT AAA GAY ATY GGC ACC CTY-’ Costa e Amorim (2011)
: COXI1-R 5-GY TCT TCR AAR GTG TGA TAS G-’ Costa e Amorim (2011)

As reagdes foram realizadas em um volume de reacdo de 12,5 uL. por amostra, contendo
1,25 pL de 10x PCR buffer, 0,50 pL MgCl12 (50 mM), 0,50 uL dNTPs (2 mM), 0,25 pL de
cada primer F(foward) e R(reverse) (10 mM), 0,20 pL de PHT Taq DNA polimerase
(Phoneutria Biotecnologia e Servigos Ltda, Brasil; 5 U/ul), 2 uL de DNA (50ng a 100ng) e
7,55 uL de ddH20. A reacao de PCR consistiu em uma desnaturacdo inicial (3 min a 95°C),
seguida por 30 ciclos de desnaturagdo da cadeia (20 s a 94°C), hibridiza¢do do primer (45 s a

52°C ou 45 s a 50°C), extensdo do nucleotideo (1 min a 68°C), e uma extensao final (7 min a
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68°C). Todo os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% para verificagao
da amplificagio do produto em forma de banda através de um corante revelado em
transiluminador (Griffiths et al., 2016) e purificados com ExoSap-IT (USB Corporation)
seguindo as instru¢des do manual. O produto purificado de PCR foi submetido a reagdo de
sequenciamento por meio do kit Big DyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems, Austins, USA), sendo purificado por precipitagdo em
EDTA/Acetato de sodio/etanol e analisado em sequenciador de DNA automatico, modelo
ABI 3130-Genetic Analyzer (Applied Biosystems) no Instituto de Biotecnologia - IBTEC, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, campus de Botucatu, SP.

Banco de dados de DNA barcoding e delimitagcio de espécies-alvo

As informagdes biologicas referentes a ictiofauna foram utilizadas para compor uma
colecdo de tecidos das areas amostradas e gerar um banco de dados composto de sequéncias
de fragmentos do gene COI de todas as espécies de peixes coletados, com énfase em
espécies-alvo definidas por critérios de elegibilidade aplicaveis ao manejo e conservacgao.
Para a selegdo das espécies-alvo foram adotados os seguintes critérios de elegibilidade: (i)
estado de conservacao EC; (i1) existéncia de restricdo legal, tempordria ou anual, para captura
e/ou comercializacdo da espécie (PL); (iii) grau de importancia economica da espécie (IC); e
(iv) previsdo legal de potencial captura e utilizacdo da espécie para fins ornamentais ou para
aquariofilia (AO). Dentre as espécies de peixes coletadas, foram enquadradas como espécies-
alvo as espécies que enquadradas em pelo menos um (01) dos critérios de elegibilidade
propostos.

O enquadramento das espécies quanto ao estado de conservacao foi baseado na Lista
Nacional de Espécies de Peixes Ameagadas de Extingdo, definida pela Portaria MMA n° 148,
de 7 de junho de 2022 (MMA, 2022). Para este critério foram adotadas as categorias:
Criticamente em Perigo (CR), Em Perigo (EN), Vulneravel (VU), Quase Ameagada (NT),
Dados Insuficientes (DD), Menos Preocupante (LC) e Nao Aplicavel (NA), sendo as trés
primeiras categorias condi¢des para definicdo da espécie como espécie-alvo do presente
estudo.

Para fins de enquadramento das espécies no critério de restricao legal foram adotadas:
PLA: Portaria IBAMA n° 48 de 5 de novembro de 2007 (IBAMA, 2007), que proibe a captura
e utilizagdo de determinadas espécies no estado do Amazonas periodo de defeso; PLE:
Instrugdo Normativa N° 35 de 29 de setembro de 2005 (MEMA, 2005), que define o periodo

anual de defeso do tambaqui (Colossoma macropomum) na bacia hidrografica do rio
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Amazonas; PL: Instru¢do Normativa IBAMA N° 34 de 18 de junho de 2004 (IBAMA, 2004)
e PLP: Instru¢do Normativa IBAMA N° 1 de 1 de junho de 2005 (IBAMA, 2005), que
complementarmente proibem a captura e comercializagdo do pirarucu (Arapaima gigas) em
qualquer periodo do ano; PLE: Instru¢do Normativa IBAMA N°, 204 de 22 de outubro de
2008 (IBAMA, 2008), que estabelece normas, critérios ¢ padrdes para a exploracdo com
finalidade ornamental e de aquariofilia de exemplares vivos de raias nativas de agua
continental, familia Potamotrygonidae; e PLF: Portaria SAP/MAPA N° 1.082 de 22 de junho
de 2022 (SAP/MAPA, 2022), que dispde sobre a moratoria da pesca e comercializacdo da
piracatinga (Calophysus macropterus) em aguas jurisdicionais brasileiras e em todo territorio
nacional.

Para o enquadramento das espécies no critério grau de importancia economica (IC),
foi adotada a classificagdo proposta por Santos et al. (2009), que classificou as espécies nas
categorias de importancia: destacada (superior a 20%), moderada (entre 20% e 5%) e
insignificante (inferior a 5%), tendo como referéncia o desembarque realizado em Manaus,
reconhecidamente o principal porto de comercializagao de pescado no Estado do Amazonas.
As espécies pertencentes a qualquer uma destas categoria foi enquadrada dentro dos critérios
de elegibilidade.

Para a selecao das espécies quanto a existéncia de previsdo legal captura e utilizagdo
da espécie para fins ornamentais ou para aquariofilia, foi adotada: (1) a AO: Instrugdo
Normativa Interministerial MEPA/MEMA N°1 de 3 de janeiro de 2012 (MEPA/MEMA,
2012), que estabelece normas, critérios e padrdes para a explotacdo de peixes nativos ou
exoticos de aguas continentais com finalidade ornamental ou de aquariofilia (espécies
previstas no Anexo I) e (2) AO2: Resolucio CEMAM N° 24 de 18 de agosto de 2017
(CEMAAM, 2017), que estabelece procedimentos para pesca manejada de larvas e alevinos
de aruana branco (Osteoglossum bicirrhosum) e de aruana preto (Osteoglossum ferreirai) no

Estado do Amazonas.

Analise de dados

Para verificar os padrdes de riqueza de espécies e abundancia de ovos e larvas entre
lagos de uso, protecdo e manejo os dados foram considerados apenas os locais fixos de
amostragem, agrupados por local, e periodo hidrologico. Para fins de apresentagdo dos
resultados merecem destaque as seguintes situacdes: (1) no periodo de outubro de 2021 foi
ampliado o esfor¢o amostral para o levantamento da ictiofauna, com a inclusao de locais de
amostragem variavel e apetrechos de pesca ndo incluidos nas amostragens padronizadas.
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Essas dados foram adicionados aos obtidos pelas amostragens padronizadas para compor o
banco de dados de espécies, no entanto ndo foram incluidos nas andlises comparativas da
ictiofauna; (2) no periodo de outubro de 2022 houve dificuldade de acesso a alguns locais de
amostragem, devido a intensidade da seca na regido, condicdao prevista para a bacia do rio
Purus pelo Boletim de Monitoramento Hidrometeorologico da Amazonica Ocidental do
CPRM N° 40 de 7 de outubro de 2022 , haja visto o registro do menor nivel da série histérica
do rio Acre, um dos principais afluentes da margem direita do rio Purus, no dia 28/09/2022,
chegando a cota de 1,24m. A tendéncia de niveis abaixo do esperado foi mantida pelos
boletins subsequentes de 14 de outubro de 2022 (Boletim N° 41) e 21 de outubro de 2022
(Boletim N° 42), periodo que incluiu a data de realizagdo das amostragens. Dessa forma, foi
necessdria a inclusdo de pontos de amostragem varidvel para suprir o déficit espacial
resultante da inacessibilidade a alguns locais de coleta.

Com base no banco de dados de espécies gerado, as sequéncias Forward e Reverse de
DNA barcoding obtidas para cada espécie de peixe foram editadas e submetidas a funcdo
“Align/Assemble — De Novo Assemble” para obtencdo do consenso no programa Geneious
7.1.4 (Kearse et al., 2012) e verificagdo da presencga de insercdes, delecdes e/ou codons de
parada (stop codons). Cada uma das sequéncias consenso foi comparada com os bancos de
dados genéticos BOLD e Genbank por meio das ferramentas Identification engine
(https://www.boldsystems.org/index.php/IDS _OpenldEngine) e BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), respectivamente, que realizam a busca de regides
de similaridade entre sequéncias biologicas (Tatusova e Madden, 1999).

Para a busca das sequéncias no BOLD foi selecionado os pardmetro “Animal
identification COI” e o sub-pardmetro “Species Level barcode Records”, enquanto que as
buscas no Genbank foram realizadas pelo pardmetro “blastn (Nucleotide BLAST)” com
selecdo do algoritmo “megablast”, que realiza a busca por sequéncias altamente semelhantes.
Para ambos os casos foi considerado como resultado de cada busca a sequéncia com o maior
valor de percentagem de similaridade (BOLD) e/ou identidade (Genbank), tendo como
referéncia valores iguais ou superiores a 97%. Este valor foi adotado para preservar a
distancia genética hipotética de 2% para separar as espécies, considerando as potenciais
variagdes inerentes ao processo de cruzamento das sequéncias nos bancos de dados genéticos
nas ferramentas utilizadas. Para cada resultado obtido foram anotadas na tabela de espécies
informacdes obtidas sobre nome da espécie, similaridade e/ou identidade em percentagem e
BOLD BIN e/ou Genbank ID.

Com base nos resultados das comparagdes da identificacdo original (baseada na

morfologia) da espécie, com a identificacdo da espécie com maior similaridade genética de
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DNA barcoding depositada nos bancos de dados BOLD e Genbank, foram realizadas
inferéncias caso a caso em cada um dos cendrios, a partir de quatro critérios para a tomada de

decisdo (Quadro 2).

Quadro 2. Critérios, premissas e decisoes para cada cenarios de tomada de decisao frente as
comparagdes da identificacdo original da espécie com a identificacdo da espécie com maior

similaridade genética de DNA barcoding depositada nos bancos de dados BOLD e Genbank.

Cenario Critério Premissa Colora}: 40 de
referéncia
Valores de similaridade iguais ou superiores a 97% indicam
(1) Identificacdo alta similaridade entre as sequéncias, sendo considerada a
Morfologica = Similaridade condi¢do ideal; Valores de similaridade menores que 97% Verde
Identificagao > 97%* foram aceitos com a premissa de baixa qualidade da
Molecular sequéncia depositada, sendo a decisdo suportada pela
identificag@o congruente em nivel especifico.
2) Si ao 1: N Py ~ g .
(I()iesr::illﬁac?(;o Situacio 1: Incongruéncia na identificagdo em nivel especifico ou
Morfold iga + Similaii da d.e genérico em situacdo de valores de similaridade menores
Identifi cga %o < 97% ou > que 97% ; ou congruéncia na identificagdo porém com
Moleculgr' 9 7;)/, B similaridade inferior a 97% pressupdem a investigacdo
’ 0’ pormenorizada da identificag@o taxondmica, repeticdo do Larania
Situacio 2: Situacio 2: sequenciamento, calculo e analise de distancia genética e J
Identi ﬁcg %o : Similaii da d.e analise das arvores filogenéticas para tomada de decisao
morfold iga _ < 979, realizada a partir de critérios técnicos, com consulta a
identifi cga %0 ¢ especialistas e lastreada por material testemunho
moleculzr depositado na colecdo do LBP-UNESP
. ~ Resultados das comparagdes com bancos genéticos
(3) IISSII; 2&0;@0 Similaridade indisponiveis devido a insucesso na obtengdo das Sem
indisponivel indisponivel sequéncias ou obten¢do de sequéncias curtas ou de baixa preenchimento
P qualidade

* em alguns casos, espécies com identificacdo morfologica igual a molecular e similaridade inferior a 97% também foram
enquadradas no cenario 1.

Apo6s o enquadramento, como método complementar para tomadas de decisao para as
espécies enquadradas no cendrio 2, dentro de cada ordem as sequéncias foram alinhadas por
familia usando-se o editor MUSCLE acoplado ao sofiware MEGA v. 11.0.3 (Tamura et al.,
2021).

Ainda no software MEGA foram calculadas as distancias genéticas dos pares de
espécies dentro de cada familia pela ferramenta “Compute pairwise distances” e construiduos
dendrogramas baseados no método de Neighbor-Joining (NJ) para se obter uma
representacdo grafica do padrdo de distribuicdo da divergéncia genética pelo modelo Kimura-
2-parametros (K2P), com base 1000 repeticdes por meio do método Bootstrap. Para os
ordens ¢/ou familias que apresentaram apenas uma espécie, a metodologia supracitada nao
pode ser aplicada; na presenca de apenas duas espécies por familia foi apresentado apenas o
valor de distancia genética da dupla de espécies; na presenca de 3 espécies foram
apresentados os valores de distdncia genética e dendrograma, sem os resultados de Bootstrap

pela necessidade de no minimo quatro espécies para que as analises sejam executadas; nos
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casos em que o numero de espécie por familia foi igual ou superior a quatro, foram
apresentados os valores de distancia genética de todos os possiveis pares de espécies € 0s
respectivos dendrogramas com valores de Bootstrap. Pares de espécies que apresentaram
valores de distdncia genética (K2P) menores que 2% foram objeto de andlise e discussao,
com foco nas espécies enquadradas no cenario 2.

Portanto, para tomada de decisdo sobre a proposta de identificagdo das espécies
apresentada no presente estudo, foram considerados o seguintes critérios: (i) enquadramento
das espécies com base na similaridade entre a sequéncia obtida e as sequéncias disponiveis
nos bancos de dados genéticos; (ii) revisdo taxondmica exaustiva e repeticio do
sequenciamento com diferentes vouchers das espécies enquadradas no cenario 1 com
similaridade menor 97% e de todas as espécies enquadradas no cenario 2; (iii) analise dos
padrdes de distribui¢do conhecidos das espécies enquadradas no cenario 2; (iv) presenga ou
auséncia de registros das espécies em bancos de dados genéticos; e (v) analises dos valores
de distancia genética (K2P).

As representacdes graficas para apresentagdo dos resultados foram realizadas no
software RStudio versao 2022.07.2 (RStudio Team, 2022) e pacotes “vegan” (Oksanen et al.,
2013), “ggplot2” (Wickham, 2016), “dplyr” (Wickham et al., 2022) e “tidyr” (Wickham e
Girlich, 2022). Os mapas foram elaborados no software QGIS versdo 3.14.1-Pi (QGIS, 2020).

Resultados

Nas amostragens de ictiofauna foram coletados 7.495 espécimes de peixes de dgua
doce, enquadrados taxonomicamente em 272 espécies, 165 géneros, 48 familias e 14 ordens.
Foram depositados 1.433 tecidos na colecdo genética do Laboratorio de Biologia e Genética
de Peixes (LBP) da UNESP, campus de Botucatu. Characiformes e Siluriformes foram as
ordens de peixes mais representativas com 111 e 89 espécies ¢ 18 e nove familias
respectivamente. Com niimero menor, porém consideravel de espécies, aparecem as ordens
Gymnotiformes (32 espécies) e Cichliformes (29 espécies). A demais ordens sio
representadas por poucas ou uma Unica espécie, sendo estas Clupeiformes (4 espécies),
Perciformes (representado pela nomenclatura Incertae sedis em nivel de ordem em
Eupercaria para Scianidae e Ovalentaria para Polycentridae na tabela 2) e Synbranchiformes
(trés espécies), Osteoglossiformes, Myliobatiformes e Cyprinodontiformes (duas espécies),
Tetraodontiformes, Gobiiformes, Beloniformes e Pleuronectiformes com uma unica espécie

cada (Figura 1).
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Auchenipteridae

.. Aspredinidae Callicrgg%{(ijdas?dae
Sciaenidae \ / E)oradidae
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Figura 1. Grafico do tipo PieDonut com ordens e familias de peixes neotropicais registradas
nos locais de coleta fixos e varidaveis da RDS-PP e Rebio Abufari, com representacdo da
participagcdo de cada ordem em relagdo numero de familias (4rea Pie do grafico) e familias

por ordem (area donut do grafico).

Com exce¢do da familia Cichlidae (Cichliformes), com registro de 29 espécies, as
familias mais representativas pertencem as ordens Characiformes e Siluriformes. Dentre os
Characiformes destacam-se Characidae (32 espécies), Serrasalmidae (17 espécies) e
Curimatidae (14 espécies); e dentre os Siluriformes: Loricariidae (22 espécies), Doradidae
(21 espécies), Pimelodidae (19 espécies) e Auchenipteridae (15 espécies).

Em compara¢do com as principais compilacdes publicadas sobre a diversidade de
peixes da bacia do rio Purus, os dados apresentados no presente estudo representam o
equivalente em niimeros totais a 75% do numero de espécies listados por Dagosta ¢ De Pinna
(2019) e 30,9% do proposto por Jézequel ef al. (2020). Em relacdo as espécies listadas por

este ultimo estudo para a sub drenagem Purus 1, que agrega a regido do baixo rio Purus onde
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estdo inseridas a RDS-PP e a Rebio Abufari, foram registradas nas amostragens realizadas
entre 2020 e 2022, cerca de 43% do numero total de espécies para essa regido. A delimitagdo
da sub drenagem Purus 1 foi baseada na estrutura  HydroBASINS
(www.hydrosheds.org/page/hydrobasins), que ¢ um subconjunto da base de dados
HydroSHEDS (Lehner e Grill, 2013) . Nas amostragens do presente estudo foram coletadas
208 espécies a mais do que o nimero total de espécies de peixes inventariado por Morales et
al. (2019) nos lagos de varzea da mesma regido do baixo rio Purus (Figura 5).

Considerando a sobreposicdo de espécies entre os bancos de dados de espécies
publicados e o presente estudo, verificou-se que as amostragens nos locais de coletas fixos e
variaveis incrementaram todas as listas de espécies disponiveis para a bacia ou para a regido,
com novos registros de 138 espécies para a lista de Dagosta e de Pinna (2019), 62 para
Jézequel et al. (2020) considerando toda a bacia, 71 espécies para a regido Purus 1 desse
mesmo estudo e 224 para Morales et al. (2019). Maior sobreposi¢cdo ¢ identificada com
Jézequel et al. (2020), com destaque para a elevada sobreposi¢do em relagdo ao ntimero total

de espécies para a regido Purus 1 (Figura 2).

Dagosta e De Pinna (2019) Jezequel et al. (2020)-Purus

400 1 379 909

3001

2001

1001 210

652
[ 0-
o Incremento Riqueza Sobreposicao Incremento Rigqueza  Sobreposicao
=5
i::_:'r Jezequel et al. (2020)-Purus1 Morales et al. (2019)
2501
658

600 1

4001

2001 201 48

71
0- ) ) ; ;
Incremento Rigueza Sobreposicao Incremento Rigqueza  Sobreposicao

Figura 2. Dados comparativos entre os principais banco de dados de espécies publicados
para a bacia do rio Purus ou para o seu trecho inferior (baixo rio Purus), com informacgdes
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sobre nuimero total de espécies listadas em cada estudo (riqueza), espécies comuns nos
trabalhos e no presente estudo (sobreposicdo) e nimero de espécies coletadas que nao

constavam nas listas publicadas (incremento).

Os exemplares-testemunho de cada espécie foram depositados na colecdo ictioldgica
LBP-UNESP em 779 lotes, o que representa 99,3% das espécies coletadas. Apenas as
espécies, representadas por seis amostras de tecido, Potamotrygon motoro (vouchers: 106059
e 106060) e Potamotrygon scobina (vouchers: 103389, 103390, 103391 e 103392), ndo
possuem material-testemunho depositado na colecdo LBP-UNESP pois os exemplares eram
muito grandes para o transporte, sendo estes individuos liberados na natureza apds a
identificacdo taxonomica, registro fotografico, realiza¢do de medidas e retirada das aliquotas
de tecido.

As espécies mais abundantes foram Moenkhausia gracilima, com 1.707 espécimes
capturadas, seguida por Mesonauta festivus (n=842), Ctenobrycon spilurus (n=393),
Anchoviella jamesi (n=371) e Acarichthys heckelii (n=305). Por outro lado, 78 espécies
foram consideradas raras nas amostragens, sendo representadas por lotes tnicos com apenas
1 ou 2 espécimes.

Ressalta-se a amostragem de espécies de destacado interesse comercial: Astronotus
crassipinnis, Schizodon fasciatus, Potamorhina altamazonica, Semaprochilodus insignis,
Hypophthalmus edentatus, Hypophthalmus marginatus, Plagioscion squamosissimus,
Pygocentrus nattereri, Colossoma macropomum, Cichla monoculus, Hemiodus immaculatus,
Hemiodus microlepis, Hemiodus sp. “rabo de fogo”, Crenicichla cincta, Crenicichla
cyanonotus, Crenicichla inpa, Crenicichla johanna (Santos et al., 2009), Arapaima gigas e
Osteoglossum bicirrhosum (Bayley e Petrere, 1989).

As espécies de notdrio interesse ornamental registradas foram o acarad-disco
(Symphysodon  aequifasciatus), peixe-folna (Monocirrhus polyacanthus), linguado
(Hypoclinemus mentalis), baiacu (Colomesus asellus), coridora ou limpa-vidro (Corydoras
schwartzi), acara-agl (Astronotus crassipinnis e Astronotus ocellatus); banjo (Bunocephalus
coracoideus), jacunda (Crenicichla spp.), acara-bandeira (Pterophyllum scalare) e
apistograma (Apistogramma agassizii), piranha-caju (Pygocentrus nattereri), acara-cupido
(Biotodoma cupido), guaru (Fluviphylax simplex), dianema (Dianema urostriatum), uaru
(Uaru amphiacanthoides) dentre outras (Tribuzy-Neto et al., 2020).

Dentre as espécies registradas, as que apresentam algum tipo de restricao legal para
captura, comercializagdo ou transporte sdo Potamotrygon motoro (IBAMA, 2008) ,

Arapaima gigas (IBAMA, 2004; IBAMA, 2005), Colossoma macropomum (MEMA, 2005),

37



Calophysus macropterus (SAP/MAPA, 2022), Osteoglossum bicirrhosum, Brycon
amazonicus, Brycon melanopterus, Mylossoma albiscopum, Mylossoma aureum, Piaractus
brachypomus, Triportheus albus, Triportheus angulatus, Triportheus auritus, Triportheus
culter, Triportheus rotundatus, Hypophthalmus celiae, Hypophthalmus donascimientoi,
Hypophthalmus edentatus, Hypophthalmus marginatus e Pseudoplatystoma tigrinum
(IBAMA, 2007).

Do ponto de vista do status de conservacdo, nenhuma das espécies registradas esta
atualmente categorizada como Criticamente em Perigo (CR), Em Perigo (EN) ou Vulneravel
(VU) na Lista Nacional de Espécies Ameacadas de Extingdo (MMA, 2022).

Portanto, a partir dos critérios de elegibilidade propostos, 143 espécies foram
definidas como espécies-alvo do presente estudo. Considerando-se que algumas espécies
foram enquadradas em mais de um critério, foram obtidos 102 registros para interesse
ornamental ou aquariofilia, 60 registros para interesse comercial e 19 registros para
existéncia de restricdo legal. As espécies-alvo foram prioritariamente submetidas ao
cruzamento de informacdes com os resultados do barcoding para inferéncias sobre as
propostas de tomada de decis@o acerca da categorizagdo dos lagos. Este procedimento foi
posteriormente expandido a todas as espécies do banco de dados para complementar ou
corroborar as propostas.

O banco de dados de referéncia de sequéncias de DNA barcoding é composto por 272
espécies no total e destas foram definidas 143 espécies-alvo (Tabela 1). Do banco de dados
total, 239 espécies foram sequenciadas e 71,5% destas (171 espécies) foram enquadradas no
cenario 1 do Quadro 2. No cenario 2 foram enquadradas 68 espécies. Nao foi obtido €xito nas

tentativas de sequenciamento de 33 espécies (cenario 3).

38



Tabela 1. Lista das espécies de peixes capturadas na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Piagagu-Purus (RDS-PP) e Reserva Bioldgica de
Abufari (Rebio Abufari), no baixo rio Purus, entre 2020 ¢ 2022.As referéncias para a classificagdo utilizada estdo listadas na se¢do Material e
Me¢étodos. (Voucher LBP: nlimero da amostra de tecido na colecdo genética do LBP-UNESP; N° LBP: niimero de identificagdo de cada lote na
colecdo ictiologica do LBP-UNESP; Local: 1.Lago Caraipé; 2.Lago Tendalzinho ; 3.Lago Peauzinho; 4.Lago Apui; 5.Lago Itapuru Mirim;
6.Lago Xaviana; 7.Rio Purus (RDS-PP); 8.Lago Furrielzinho; 9.Lago Assoalhador; 10.Lago Mosca 11.Igarapé do Chapéu; 12.Rio Purus (Rebio)
e 13.Lago Japa;ECE: Enquadramento quanto aos critérios de elegibilidade: Restri¢do Legal: PLA - Portaria IBAMA n° 48 de 05 de novembro de
2007; PLB - Instru¢ao Normativa N° 35 de 29 de setembro de 2005; PLC - Instru¢do Normativa IBAMA N° 34 de 18 de junho de 2004; PLD -
Instrugdo Normativa IBAMA N° 1 de 1 de junho de 2005; PLF - Portaria SAP/MAPA N° 1.082 de 22 de junho de 2022; Importincia
Econdmica: IC - Santos et al., (2009); Importancia para aquariofilia ou uso ornamental: AO - Instru¢do Normativa Interministerial
MAPA/MMA N°1 de 3 de janeiro de 2012; AO2 - Resolugio CEMAM N° 24 de 18 de agosto de 2017; Categoria na Lista Nacional de Espécies
Ameacadas de Extingdo: AE - Portaria MMA n° 148, de 07 de junho de 2022; BOLD (Ident. Engine): nome da espécie referente a sequéncia
com maior similaridade na base de dados genéticos BOLD; Similar.: percentagem de similaridade (%); BOLD BIN: nimero Unico de
identificacdo de cada sequéncia no banco de dados BOLD; Genbank (Blast): nome da espécie referente a sequéncia com maior identidade na
base de dados genéticos Genbank; Perc. Ident.: percentagem de identidade (%); Genbank ID: nimero unico de identificagdo de cada sequéncia
no banco de dados Genbank; nimero em negrito: correspondéncia entre Voucher LBP e N° LBP); *: COI da espécie ausente apenas no Genbank;
*#: COI da espécie ausente apenas no BOLD; ***: COI da espécie inexistente no Genbank e BOLD . As cores verde, laranja e em branco

representam respectivamente os cendrios 1, 2 e 3 descritos no Quadro 2.

. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificacao LBP N°LBP  Local no ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. k ID
CHONDRICHTHYES
Myliobatiformes
Potamotrygonidae
Potamotrygon motoro (Miiller e Henle 1841) 11%%2)5690’ voieclllller 10 out/21 PLE P. cf. motoro 100% AEKS8224 P. motoro 99,22% 1;/2\();]60‘1‘
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https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AEK8224

Classificagido

OSTEICHTHYES
Osteoglossiformes
Arapaimidae

Osteoglossidae

Clupeiformes
Engraulidae

Pristigasteridae

Voucher
LBP

N° LBP

Local

Més/A
no

ECE

BOLD (Ident.
Engine)

Similar.

BOLD
BIN

GenBank
(Blast)

Perc.
Ident.

GenBa
k1D



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ418765.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN63RKM3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ418765.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN63RKM3013

Voucher

Classificagido LBP

Characiformes
Acestrorhynchidae
Acestrorhynchinae

Heterocharacinae

Anostomidae

N° LBP

Local

Més/A
no

ECE

BOLD (Ident.
Engine)

Similar.

BOLD
BIN

GenBank
(Blast)

Perc.
Ident.

GenBa
kID



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ052059.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PTZ0SV7A016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ052059.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PTZ0SV7A016

Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

103486;
103566;
106028;
Rhytiodus argenteofuscus Kner 1858 103395;
103396;
103397;
103398

4;9; fev/20

10 out/21 IC




Classificagio Voucher N°LBP  Local Més/A ECE BOLD (Ident. Similar- BOLD GenBank Perc. GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

Bryconidae

Bryconinae

Chalceidae

Characidae

Aphyocharacinae

Characinae

103268; 29308
103525; 29447 4;10;  fev/20
103587, 29467 11 out/21
103644; 29485

Roeboides myersii Gill 1870
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Vbt nimp s MOA pop DO gy DO Gembak  fex Gl
103645, 31235
103646;
108767,
108768;
108769,
108770;
108771

Cheirodontinae

Incertae sedis

Stethaprioninae



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN988876.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TG39SXC3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN988876.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TG39SXC3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY267448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PU04ATAU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY267448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PU04ATAU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY348903.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=PU0V3GY0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY348903.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=PU0V3GY0013

Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID




Classificacio V‘E‘;i}er N°LBP  Local Mﬁf}’ A ECE BO;Z};Z;”" Similar. B]?II&D G&;‘Z?gk IIZIZrncL Glf'l‘ga
103426;
103444, 29397
103460,
106118; PRE
. 10881 lf 29391 1;2;  fev/20 TNO8SS
Gymnocorymbus thayeri Eigenmann 1908 *** 1088 58f 31509 3;5; out/21 AO G. ternetzi 94,88% 76.1
’ 31268 6;8 out/22 ’
108859;
31320;
111225; 32876
111226;
111227
108564;
108565,
Hemigrammus analis Durbin 1909 108566; 31194 6 out/21 AO
108567,
108568
103567,
103568;
103569;
103570;
ey d’”g‘;'(l)ﬁ‘iﬁend‘ma ® Wesie o }8?2?; ;gjgg 4,6 fev/20 H. erythrozonus 94,82%  AAX1437 H marginatus 91,28% n\;?flgg
103618,
103619;
103620;
103621
. . . . 103642, 29499 . fev/20
Hemigrammus durbinae Ota, Lima e Pavanelli 2015 108838 31299 4;6 out/21
Aphyocharaci MZ051
Hemigrammus geisleri Zarske e Géry 2007 *** 108917 31387 13 out/21 dium 92,78% 965 1
melandetum ’
108647, 31310
10888% 31339 45
Hemigrammus haraldi Géry 1961 108899; 1 out/21
31359 10
108640; 31300
108641
108594;
108639; 31208
108889; 31298 3; 4, KUS568
Hemigrammus levis Durbin 1908 *** 108908; 31344 5; 6; out/21 AO H. ocellifer 98,31% Private H. ocellifer 89.83% 350.1
108636; 31370 10 > ’
108637, 31287
108638
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Voucher Més/A BOLD (Ident. BOLD GenBank Perc.  GenBa

Classificacgiio LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. K ID
. . 108801; 31260 .
Hemigrammus lunatus Durbin 1918 108902 31363 5,11  out/21

Hemigrammus unilineatus (Gill 1858) 108631 31277 3 out/21 AO

111218;
111219;
Hemigrammus sp. 111220; 32873 8 out/22
111221;
111222
103500;
108595;
108596;

108681; 29439

6;9; fev/20

Hyphessobrycon diancistrus Weitzman 1977 108682- 31210 13 out/21 AO

108683;
108684;
108685

31389

Moenkhausia collettii (Steindachner 1882) 108918 31388 13 out/21




. ~ Voucher o Meés/A BOLD (Ident. GenBank Perc. GenBa
Classificagdo gp  NLBP Local T .t ECE Engine) (Blasty ~ Ident.  kID




Classifica¢do Voucher o1 pp  pocal M&A peg BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

Stevardiinae

Tetragonopterinae

Crenuchidae

Crenuchinae
108516;
108517,

Crenuchus spilurus Giinther 1863 108518; 31141 13 out/21  AO

108519;
108520

Ctenoluciidae

Curimatidae
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Classificagio Voucher N°LBP  Local Més/A ECE BOLD (Ident. Similar- BOLD GenBank Perc. GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

106012; 31410

106031; 31429

Curimatella dorsalis (Eigenmann e Eigenmann 106032; 31430
1889) 106033; 31431

106034; 31432

106035 31433

10 out/21

108669;

108820, >1374
Curimatopsis cryptica Vari 1982 ? 31282 35 out/21
108665; 31371

108666



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH537238.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PU1250U9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH537238.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PU1250U9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG911799.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TG14BXXC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG911799.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TG14BXXC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU519385.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TG18E5X2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU519385.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TG18E5X2013

Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

Cynodontidae

111190;
Hydrolycus scomberoides (Cuvier 1819) 111191; 32859 4
111192;



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ050858.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PU2BU987013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ050858.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PU2BU987013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ050858.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PU2FRB9S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ050858.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PU2FRB9S013

. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificagido LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. KID

111193

Erythrinidae

Gasteropelecidae

Hemiodontidae




. ~ Voucher o Meés/A BOLD (Ident. GenBank Perc. GenBa
Classificagdo gp  NLBP Local T .t ECE Engine) (Blasty ~ Ident.  kID

Iguanodectidae

Lebiasinidae

Pyrrhulininae




. ~ Voucher o Meés/A BOLD (Ident. GenBank Perc. GenBa
Classificagdo gp  NLBP Local T .t ECE Engine) (Blasty ~ Ident.  kID

Prochilodontidae

111124;
111119;

Prochilodus nigricans Spix e Agassiz 1829 111121; 32820; 9;10  out/22 1C
22, 282

111123

Serrasalmidae
Colossomatinae




Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID




. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificagido LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. KID

Serrasalminae



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG752004.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PUBVN7VR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG752004.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PUBVN7VR013

Classifica¢do Voucher o1 pp  pocal M&A peg BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG752808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TG3Y323B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG752808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TG3Y323B013

Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

Triportheidae

Triportheinae




Classificagido

Triportheus culter (Cope 1872)

Gymnotiformes
Apteronotidae
Apteronotinae

Voucher
LBP

111209

N° LBP

32867

Local

5

Més/A
no

out/22

ECE

PLA

BOLD (Ident.
Engine)

Similar.

BOLD
BIN

GenBank
(Blast)

Perc.
Ident.

GenBa
k ID



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK401938.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN8MT38M01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK401938.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN8MT38M01R

Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON303421.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN8VMZE201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON303421.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN8VMZE201R
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:ACC5243
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:ADL3970
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK401923.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PNCK8VJR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK401923.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PNCK8VJR013
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:ADL4777

Classificagido

Sternarchorhamphinae

Gymnotidae
Gymnotinae

Hypopomidae

Rhamphichthyidae

Voucher
LBP

N° LBP

Local

Més/A
no

ECE

BOLD (Ident.
Engine)

Similar.

BOLD
BIN

GenBank
(Blast)

Perc.
Ident.

GenBa
k ID



https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAB6212
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:ADC8423
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF533325.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN9FVCD0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF533325.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN9FVCD0013
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAE0588
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF533327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN9KMAGY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF533327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN9KMAGY016

. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificagido LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. KID

Rhamphichthys rostratus (Linnaeus 1766) 111137 32831 12

Sternopygidae

Eigenmanniinae



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR491588.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PNAGT29X013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR491588.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PNAGT29X013

Voucher Meés/A BOLD (Ident. BOLD GenBank Perc. GenBa

Classificacdio LBP N°LBP  Local -~ ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident.  kID

111157,

Rhabdolichops navalha Correa, Crampton e Albert 111159;
2006 111160: 32841 12 out/22

111161

Sternopyginae

Siluriformes

Aspredinidae
Aspredininae
Bunocephalus coracoideus (Cope 1874) 111144 32835 9 out/22  AO
Auchenipteridae
Auchenipterinae


https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAC0974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN195126.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=PNDP7CS2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN195126.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=PNDP7CS2013

. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificagido LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. KID

Auchenipterus ambyiacus Fowler 1915 111210 32868 5



https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAC6222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN460919.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRE1KFUW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN460919.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRE1KFUW013
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAC6221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF595278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRTKXEJN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF595278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRTKXEJN013
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AEA2031

Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

Centromochlinae

Callichthyidae
Callichthyinae

Corydoradinae

108891;
111228; 31347 ) Oxyropsis o GQ225
111220. 32877  $10 out2l A0 wrightiana  SP14% 4161
111230

Corydoras hastatus Eigenmann e Eigenmann 1888

65



. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificagido LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. KID

Cetopsidae

Cetopsinae

Cetopsis coecutiens (Lichtenstein 1819) 111120 32821 12 out/22  AO
Doradidae
Agamyxinae
Agamyxis pectinifrons (Cope 1870) 111162 32843 12 out’22  AO
Astrodoradinae

108873;
Scorpiodoras heckelii (Kner 1855) 108827,
108828

31330 4,7,

31291 10 out/21 AO

Doradinae



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ418756.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRDKT72E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ418756.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRDKT72E013
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AEE4769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP772601.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRCNMWZA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP772601.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRCNMWZA013

Classifica¢do Voucher o1 pp  pocal M&A peg BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TFZ9F3X5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TFZ9F3X5013
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAD9737

Classificacao

Voucher
LBP

N° LBP

Local

Meés/A
no

ECE

BOLD (Ident.
Engine)

Similar.

BOLD GenBank
BIN (Blast)

Perc.
Ident.

GenBa
kID

Tenellus ternetzi (Eigenmann 1925) ***

Trachydoras microstomus (Eigenmann 1912)

Trachydoras sp. ***

Oxydoras niger (Valenciennes 1821)

Heptapteridae

Heptapterinae

Mastiglanis sp. ***

Rhamdiinae

Goeldiella eques (Miiller e Troschel 1849)

Pimelodella cristata (Miiller e Troschel 1849) **

Loricariidae
Hypoptopomatinae

Hypoptopoma incognitum Aquino e Schaefer 2010

106154;
106155;
106156;
106157,
108290;
108291;
108292;
108293;
108294

106171;
108301;
108302;
108303

106149;
106150;
106151;
106152;
106153

106056;
111114;
111115;
111196,
111197

108332;
108333;
108334;
108335

111201;
111202;
111203
103254;
108711

103306;
103601;

31083
31131

31090
31134

31082

31453
32817
32861

31155

32864

29339
31214

29281
31252

4;9;
10

12

out/21

out/21

out/21

out/21
out/22

out/21

out/22

fev/20
out/21

fev/20
out/21

IC

Mastiglanis sp.

H. incognitum

97,58%

97,98

Nemadoras
elongatus

T.
steindachneri

T.
steindachneri

Mastiglanis
sp.

AEU0959

Pimelodella
cf. cristata

ADX6914  H. incognitum

94,65%

93,68%

89,43%

97,43%

91,84%

99,83%

MHA411
532.1

MF489
363.1

MF489
363.1

MWO07
0548.1

MZ051
378.1

KP772
573.1

68


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF489363.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRU1RX10013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF489363.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRU1RX10013

Classifica¢do Voucher o1 pp  pocal M&A peg BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

108868;

108914, 31324

108869; 31382 2;5;
108870; 31327 10; 13
108906; 31369

108907

Oxyropsis carinata (Steindachner 1879)

111212;
Oxyropsis sp. 111213; 32870 2 out/22
111214

Hypostominae

Loricariinae


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN854505.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRCK6NHY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN854505.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRCK6NHY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX087168.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRDRF1UN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX087168.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRDRF1UN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN854486.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=PRH4PK9G013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN854486.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=PRH4PK9G013

Classificacio Voucher ca ECE BOLD (Ident. Similar BOLD GenBank Perc. GenBa
§ LBP no Engine) ' BIN (Blast) Ident. kID

108736;
108737,
Hemiodontichthys acipenserinus (Kner 1853) 108738;
111102,
111103

Pterygoplicht MNS854
hys pardalis

0,
98,79% 556.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN854556.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PREGM667013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN854556.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PREGM667013

. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificagido LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. KID

Rhinelepinae

Pimelodidae

Hypophthalmus donascimientoi Littman, Lundberg ¢
Rocha 2021

111211 32869 5



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT952403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRD5CEJY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT952403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRD5CEJY013
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAE5325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU570707.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PTYX7TN8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU570707.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PTYX7TN8016
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:ADD5326

Trichomycteridae

Vandelliinae

Gobiiformes

Eleotridae

Eleotrinae

Classificagido

Voucher
LBP

N° LBP

Local

Més/A
no

ECE

BOLD (Ident.
Engine)

Similar.

BOLD
BIN

GenBank
(Blast)

Perc.
Ident.

GenBa
k1D



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT952421.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRS0N8TN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT952421.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRS0N8TN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT952428.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRSAX0V9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT952428.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PRSAX0V9013

Classificagido

Synbranchiformes

Synbranchidae

Pleuronectiformes
Achiridae

Cichliformes
Cichlidae
Cichlinae

Voucher
LBP

N° LBP

Local

Més/A
no

ECE

BOLD (Ident.
Engine)

Similar.

BOLD
BIN

GenBank
(Blast)

Perc.
Ident.

GenBa
k ID



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC880228.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN7PB6HW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC880228.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN7PB6HW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH507495.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=PRA8N7BR016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH507495.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=PRA8N7BR016
https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAJ3803

Classificacio Voucher N° LBP ca o BOLD (Ident. BOLD GenBank Perc. GenBa

LBP Similar.

Engine) BIN (Blast) Ident. kID

108511;

108512;

Apistogramma eunotus Kullander 1981 108513;
108514;

108515




Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

75



. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificagido LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. KID

AO;
1C

Crenicichla cincta Regan 1905 111186 32856 6 out/22



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY263860.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TFYKZPPH01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY263860.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TFYKZPPH01N

Classificagio Voucher N°LBP  Local Més/A ECE BOLD (Ident. Similar- BOLD GenBank Perc. GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID




Classifica¢do Voucher N°LBP  Local Meés/A ECE BOLD (Ident. Similar. BOLD GenBank Perc.  GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID




Classificagio Voucher N°LBP  Local Més/A ECE BOLD (Ident. Similar- BOLD GenBank Perc. GenBa

LBP no Engine) BIN (Blast) Ident. kID

Beloniformes

Belonidae
106094; 31489
Potamorrhaphis guianensis (Jardine 1843) 106100; 31495 4;5 out/21  AO
106107; 31502

Cyprinodontiformes

Fluviphylacidae

Rivulidae

Rivulinae

Incertae sedis em nivel de ordem em Eupercaria
(“Perciformes”)


https://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodeCluster?clusteruri=BOLD:AAE9147

. ~ Voucher o Més/A BOLD (Ident. .. BOLD GenBank Perc. GenBa
Classificagido LBP N°LBP  Local 1o ECE Engine) Similar. BIN (Blast) Ident. KID

Scianidae

Incertae sedis em nivel de ordem em Ovalentaria
(“Perciformes”)

Polycentridae

Tetraodontiformes

Tetraodontidae



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT879838.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN79SRDF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT879838.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PN79SRDF01R

A inclusdo das sequéncias obtidas resultard na adicao de 81 registros de espécies
ainda inexistentes em banco de dados genéticos, sendo 34 apenas no Genbank ou BOLD e 47
no Genbank e BOLD. Sob a otica dos cendrios, verifica-se que as adi¢des de registro
representam 16,47% e 77,94% do rol de espécies que enquadradas nos cenarios 1 e 2

respectivamente (Figura 3).

y

~ Cenario 1
171 espécies
63%

Total
272 espécies

M Cendrio 1 (reg. Genbank ou BOLD)

W Cendrio 1 (ndo reg. Genbank ou BOLD)
Cenano 1 (nfio reg. Genbank e BOLD)

M Cendrio 2 (reg. Genbank ou BOLD) Cenario 2

@ Cendrio 2 (ndo reg. Genbank ou BOLD) 68 espécies

] Cenario 2 (ndo reg. Genbank e BOLD) I

Cenério 3

25%

43

33

Cenario 3
12%
33 espécies

Figura 3. Numero de espécies enquadradas por cendrios do Quadro 2, com destaque para
existéncia/inexisténcia de registros de espécies nos bancos de dados genéticos em cada um

dos cenarios.

Dentre as espécies-alvo, 123 foram sequenciadas e para 71,32% destas (102 espécies)
¢ apresentada uma proposta de identificacdo, pautada na integracdo das abordagens
morfolégica e molecular (Quadro 2, cendrio 1). Vinte espécies-alvo foram enquadradas no
cenario 2 (Quadro 2), recaindo sobre estas as decisdes com base nos critérios estabelecidos.
Nao foi obtido éxito nas tentativas de sequenciamento de 21 espécies-alvo (14,38%).
Portanto 85,31% do banco de dados de espécies-alvo estd representado por sequéncias de
DNA barcoding.

As sequéncias COI obtidas apresentaram tamanhos que variaram de 292 a a 706 pb,
com valor médio de 632 pb. Das 239 sequéncias obtidas, apenas 14 tiveram um tamanho

final menor que 500 pb, o qual ¢ exigido para a validagdo da sequéncia barcode pelo BOLD,
81



sendo que destas Oxybrycon parvulus, Thoracocharax sp., Loricariichthys sp., Bryconops
alburnoides, Propimelodus eigenmanni, Crenicichla cyanonotus nao possuem registro nos
bancos de dados genéticos Genbank e BOLD, tendo sido todas enquadradas no cenério 2
(Quadro 2); enquanto que Mylossoma albiscopum, Centromochlus heckelii, Oxyropsis
wrightiana, Planiloricaria cryptodon, Pseudorinelepis genibarbis, Leiarius pictus,
Biotodoma cupido, Pterophyllum scalare ¢ Hemigrammus ocellifer ja constam nas bases de
dados genéticas, todas enquadradas no cendrio 1 com excecdo de O. wrightiana. Como a
exigéncia de tamanho minimo da sequéncia barcode recai apenas para a base de dados
genéticos BOLD, todas as sequencias obtidas serdo depositadas no Genbank, que
compartilhara com o BOLD as 225 sequencias com valor = 500 pb.

As divergéncias genéticas entre espécies, considerando as familias de peixes de agua
doce, variaram de 0 a 97% (média = 20%). Aproximadamente 1,6% dos valores de
divergéncia genética foram menores que 1%, e 2% foram menores que 2% (Tabela 2). Os
dendrogramas com representagdo da distancia genética das espécies de cada familia estdo
apresentados no Material Suplementar 1.

Tabela 2. Pares de espécies de peixes de agua doce que apresentaram divergéncia genética

menores que 2%, calculado com base no modelo de substituicdo nucleotidica Kimura-2-
parametros (K2P) .

Pares de Espécies Divergéncia (%)

Potamotrygon motoro LBP106059 Potamotrygon scobina LBP103390 1,2
Acestrorhynchus falcirostris LBP108386 Acestrorhynchus microleps LBP103349 0,4
Tetragonopterus chalceus 106095 Tetragonopterus argenteus LBP103467 0,0
Ctenobrycon hauxwellianus LBP103435 Ctenobrycon spilurus LBP103440 0,2
Moenkhausia bonita LBP103532 Moenkhausia dichroura LBP103588 0,4
Stethaprion crenatum LBP108942 Stethaprion erythrops LBP111135 0,2
Curimata inornata LBP103218 Curimata knerii LBP103275 0,5
Potamorhina pristigaster LBP103231 Psectrogaster rutiloides LBP103220 0,1
Cynodon gibbus LBP103294 Cynodon septenarius LBP106102 0,1
Pyrrhulina australis LBP103445 Pyrrhulina brevis LBP103331 0,0
Metynnis hypsauchen LBP103364 Metynnis luna LBP103313 0,0
Serrasalmus compressus LBP103319 Serrasalmus rhombeus LBP103299 0,0
Serrasalmus maculatus LBP103497 Serrasalmus spilopleura LBP103222 0,6
Serrasalmus compressus LBP103319 Serrasalmus sp. "2n=58" LBP103288 0,0
Serrasalmus rhombeus LBP103299 Serrasalmus sp. "2n=58" LBP103288 0,0
Apteronotus sp. LBP103661 Parapteronotus hasemani LBP103332 0,8
Sternarchella raptor LBP108242 Sternarchella schotti LBP108260 1,2
Trachelyopterus porosus LBP103267 Trachelyopterus sp. "placa larga" LBP103295 0,0
Tympanopleura brevis LBP108883 Tympanopleura rondoni LBP108802 0,3
Trachydoras microstomus LBP106171 Trachydoras sp. LBP106149 1,5
Rineloricaria phoxocephala LBP111200 Rineloricaria castroi LBP106198 0,6
Loricariichthys nudirostris LBP108744 Loricaria cataphracta LBP106039 0,3
Pterygoplichthys gibbiceps LBP106027 Hypostomus hoplonites LBP106065 1,3
Hypostomus hoplonites LBP106065 Aphanotorulus emarginatus LBP106046 1,2
Acaronia nassa LBP103330 Chaetobranchopsis orbicularis LBP103513 0,4
Crenicichla cyanonotus LBP103641 Crenicichla inpa LBP106036 1.4
Heros efasciatus LBP103564 Heros spurius LBP106055 0,3
Plagioscion montei LBP106006 Plagioscion squamosissimus LBP103311 0,8
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Considerando as espécies-alvo e todos os locais de amostragem (fixos e varidveis) e
suas respectivas categorias (aberto, manejo e prote¢do), observa-se que locais protegidos
agregam o maior nimero de espécies exclusivas, ou seja, que foram registradas apenas nesta
categoria de local de amostragem (Figura 4). Locais abertos apresentam a segunda maior

representatividade em todas os enquadramentos apresentados.
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Figura 4. Numero de espécies de peixes registradas por local de amostragem de acordo com
a categorizacdo quanto ao uso/apropriacdo dos recursos naturais (aberto, protecdo e manejo)
na RDS-PP e Rebio Abufari, com base nas espécies enquadradas como espécies-alvo (EA) e
nas categorias de enquadramento presenca de restri¢ao legal (PL), importancia comercial (IC)

e importancia para aquariofilia ou uso ornamental (AO).

Do montante total de espécies enquadradas na categoria presenca de restri¢do legal
(PL), 10 espécies (50%) foram registradas exclusivamente em ambientes protegidos
(Potamotrygon motoro, Brycon amazonicus, Brycon melanopterus, Calophysus macropterus,
Triportheus  culter,  Hypophthalmus  donascimientoi, — Hypophthalmus  edentatus,
Hypophthalmus marginatus, Pseudoplatystoma tigrinum) ou protegidos e manejados
(Colossoma macropomum e Mylossoma aureum). Apenas uma espécie inclusa nesta
categoria (Hypophthalmus celiae) foi registrada exclusivamente na categoria aberto. O
pirarucu (Arapaima gigas) e o aruana (Osteoglossum bicirrhosum) foram coletados em lagos
abertos e protegidos. As demais espécies foram registradas em locais de todas as categorias

(aberto, manejo e protecao).
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A tendéncia de maior nimero de registros de espécies nas categorias prote¢do e
manejo se mantém para espécies de importancia comercial (IC) e importincia para
aquariofilia ou uso ornamental (AQO) se as categorias forem consideradas de forma conjunta,
visto que ambas pressupdem um elevado nivel de restricao a atividade pesqueira tradicional.
Isoladamente os locais em que ocorre 0 manejo apresentam menor numero de espécies
registradas em todos os enquadramentos apresentados na Figura 5.

Com base em todas as espécies coletadas, e na presenca de espécies exclusivas (que
ocorreram em apenas um lago) por periodo de coleta, foram verificadas duas tendéncias em
relacdo a participagdo, expressa em percentagem, destas espécies em relagdo ao nimero total

de espécies capturadas por lago no periodo (Figura 5).

84



40

30

20

40

30

20

Numero de espécies

50

40

30

20

Aberto Aberto
Lage Peauzinho Lago Xaviana
50
37 | 44
40| 37
24 301
201
9
10 7 8 10
1 | 2
Fev/2020 Qut/2021 L Fev/2020 QOut/2021 out/2022
Manejo | Manejo
Lago Apui | Lago Tendalzinho
301
34 33 27
201
22 16
15
9 10 10
| 4 3
- . 1 ]
0 —— - |
Fev/2020 QOut/2021 Qut/2022 Fev/2020 QOut/2021 Out/2022
Protecao Protecao
Lago Assoalhador 20 Lago Caraipe
44 16
15 14
34
24 104
7
12 11 51
8 3
Fev/2020 Out/2021 out/2022 g Fev/2020 out/2021
Protecao Protecao
Lago Itapuru Mirim Lago Mosca
80
44 66
601
34 .
401 38
13 | 21
201
10 12
3 3 6
| | ol 0
Fev/2020 Out/2021 Qut/2022 Fev/2020 QOut/2021 Out/2022
Lagos
M Exclusivas  Total

Figura 5. Numero total e nimero de espécies exclusivas por local fixo de amostragem de

acordo com a categorizagdo quanto ao uso/apropriagdo dos recursos naturais (aberto,

protecdo e manejo) na RDS-PP e Rebio Abufari, distribuidos por periodo do ano (evento de

coleta).

A primeira tendéncia constatada foi que nos lagos Assoalhador (protecdo) e Apui

(manejo) mais de 70% das espécies foram exclusivamente coletadas nestes locais no periodo
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de seca dos anos de 2021 e 2022, com diminui¢do no periodo de enchente. A segunda
tendéncia foi que, apesar de inferior em relagdo aos lagos supracitados, houve participagdo
similar (em %) de espécies exclusivas nos periodos de enchente (fev/2020) e seca (out/2021)
no lago aberto Xaviana (cerca de 18%) e nos lagos protegidos Itapuru (cerca de 29%) e
Mosca (cerca de 31%). Ressalta-se também que nos lagos Peauzinho (aberto) e Tendalzinho
(manejo) foi registrada apenas 1 espécie exclusiva, resultando nos menores valores dentre
todos lagos e periodos, sendo estes 4.2% e 6,3% respectivamente.

Considerando todas as espécies registradas e apenas os locais de amostragem fixa nos
diversos periodos do ciclo hidrologico, observa-se uma tendéncia de diminui¢do do numero
de espécies com a adicdo de dados de novos eventos de coleta e do periodo hidrolégico para
os lagos Tendalzinho e Apui (manejo), Caraipé (protecdo) e Peauzinho (aberto); enquanto
para os lagos Mosca, Assoalhador e Itapuru (protecdo), e Xaviana (aberto) hd uma inflexao
da tendéncia de diminui¢ao, com aumento do nimero de espécies no periodo seca do ano de

2021 e novamente diminui¢ao na seca de 2022 (Figura 6).
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Figura 6. Nuimero de espécies de peixes registradas por local fixo de amostragem de acordo
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manejo) na RDS-PP e Rebio Abufari, com énfase na dinadmica temporal de captura

considerando os periodos hidrologicos abrangidos pelas amostragens.

Discussao

A ictiofauna do baixo rio Purus, nas areas de influéncia da RDS-PP e Rebio Abufari,
¢ composta principalmente por Ostariophysi, representando 82,6% da riqueza total, padrao
similar ao verificado por Morales et al. (2019) na mesma regido e para toda a bacia
amazonica (Dagosta e de Pinna, 2019). A maior representatividade em termos de riqueza de
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espécies e abundancia das ordens Characiformes e Siluriformes na regido neotropical proposta
descrita por Lowe-McConnell (1999) e Reis et al. (2003), e reafirmada para a regido do baixo rio
Purus por Rapp Py-Daniel e Deus (2003), Duarte et al. (2010) e Morales et al. (2019), foi
corroborada pelos resultados obtidos. Gymnotiformes foi a terceira ordem mais representativa em
termos de numero de espécies devido ao emprego da metodologia de coleta arrasto de fundo
(trawl net), que potencializa a captura de individuos dessa ordem. Por fim, o elevado registro de
espécies da ordem Cichliformes condiz com o padrdo verificado por Dagosta e de Pinna (2019)
para a bacia Amazonica.

A maior riqueza de espécies verificada em Characidae (Characiformes) deve-se ao fato
desta familia possuir o maior numero de espécies validas para esta ordem (Fricke et al., 2023),
com 1251 atualmente validas e apresentar grande diversidade morfologica incluindo alguns do
maiores e menores Characiformes neotropicais (Lima et al., 2013). As praias arenosas
(Goulding et al., 1988; Rapp Py-Daniel et al., 2007) e os bancos de macrofitas apresentam
elevada riqueza de espécies (Lowe-McConnel, 1999, Agostinho ef al., 2013), especialmente
em relacdo aos Characiformes (Jepsen, 1997; Stewart et al., 2002). Devido as caracteristicas
supracitadas, a maior captura de espécies de Characidae foi respaldada pela diversificagdo de
métodos e apetrechos de amostragem e aumento da abrangéncia espacial cobrindo variados tipos
de ambientes aquaticos (lagos, igarapés, praias arenosas, bancos de macroéfitas e canal principal
do rio).

Loricariidae, segunda familia em niimero de espécies registradas nas amostragens ¢ maior
familia da ordem Siluriformes, com 1041 espécies validas (Fricke ef al., 2023), tem maior parte
das espécies com ampla distribui¢gdo na Amazonia central ¢ América do Sul e elevada associagdo
com o substrato, podendo estar presentes em diferentes habitats aquaticos (Rubert et al.,
2011). A maior parte das espécies dessa familia foi coletada por metodologias de pesca ou
apetrechos que exploram os diferentes substratos sendo: peneira, rede de cerco em banco de
macroéfita, arrasto de praia e arrasto de fundo, confirmando a efetividade das capturas frente
aos padroes de dominancia conhecidos das familias mais representativas.

Apesar de apresentar menor numero de espécies em relacdo aos trabalhos que
compilaram dados para proposi¢ao de um bancos de dados das espécies de peixes da bacia do
rio Purus (Dagosta e de Pinna, 2019; Jézequel ef al., 2020), o presente estudo destaca-se por
apresentar um banco de dados de espécies robusto, de fonte primaria por ter sido gerado a
partir de coletas sistematicas e periodicas, identificagdo taxonOmica realizada por
especialistas, representatividade integral de material testemunho das espécies coletadas
depositado em colecdo ictiologica, correspondéncia integral das espécies coletas com

amostras de tecidos depositados em colecdo genética e proposta de sequenciamento e
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deposito da sequéncia de fragmentos de COI (DNA barcoding) de cada espécie em banco de
dados genéticos. Tais condi¢des estdo em alinhamento com o proposto por de Santana et al.
(2021) para otimizar a utilizagdo de ferramentas moleculares nos estudos sobre a
biodiversidade, sendo estas a expansdo e melhoria do banco de tecidos, com grande
representatividade da ictiofauna do rio Purus; depdsito das amostras de DNA sequenciados
em bancos de dados genéticos, com precisdo em nivel especifico da identificacdo dos
vouchers; e criagdo de uma biblioteca genética de referéncia para o baixo rio Purus.

Os trabalhos de Dagosta e de Pinna (2019) e Jézequel ef al. (2020), cada um com
critérios e métricas proprias, apresentam listas de espécies baseadas em informacgdes
extraidas da literatura (artigos publicados, livros, literatura cinza), dados de bancos de dados
de biodiversidade online (GBIF e outros), dados de colegdes ictiolégicas de museus e
universidades, além de outras fontes secundarias de dados mantidos ou compilados pelos
parceiros do projeto e oriundos eventuais campanhas de amostragem.

A importancia de inventarios sistematicos e com ampliacdo do esfor¢co amostral e
tipos de apetrechos de pesca ¢ respaldada pelo incremento significativo de espécies para
todos os bancos de dados mencionados. A auséncia dessas espécies nos bancos de dados ja
existentes revela que ambientes amazonicos, mesmo em regioes historicamente amostradas,
ainda possuem lacunas de conhecimento que devem ser preenchidas. Quando comparado
com Morales et al. (2019) - 74 spp. e trabalho atual 272 spp., os resultados reforcam a
necessidade de estudos ecoldgicos de longa duragdo, com abrangéncia entre as diferentes
fases do ciclo hidrolégico; inclusdo de metodologias ou apetrechos de coleta e diversificagao
dos ambientes amostrados, que possibilita a captura do maior nimero possivel de espécies.

As espécies do género Moenkhausia e Mesonauta festivus sdo reconhecidamente
abundantes em associagdo a vegetacdo aquatica (Agostinho ef al., 2013; Soares et al., 2014),
enquanto espécies do género Anchoviella associadas a praias arenosas ou bancos de areia. A
presenca de vegetagdo aquatica (Duarte et al., 2010), resulta em aumento da complexidade
estrutural com efeitos nas interagdes biologicas e diversidade de espécies, funcionando como
refugio, area de forrageamento e desova para diversas espécies de espécies (Agostinho et al.,
2013), com prevaléncia de espécies de pequeno porte ou juvenis de espécies de maior porte
como em macrofitas (Junk, 1973) como M. gracilima, M. festivus, A. jamesi ¢ A. heckelii.
Por outro lado, diversas espécies adaptadas a ambientes arenosos possuem cOrpos
translucidos quase sem coloragao, pequenas manchas escuras imitando o substrato arenoso,
ou superficies brilhantes para confundir predadores (Goulding, 1997; Zuanon et al., 2006),
como ¢ o caso de 4. jamesi. Dessa forma, as elevadas abundancias das espécies supracitadas

sdo decorrentes ao esfor¢co amostral empregado nestes habitats.
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A presenca da maioria das espécies de destacado interesse comercial mencionadas por
Santos et al. (2009), além de A. gigas e O. bicirrhosum, reforcam a importancia do rio Purus
no contexto de produtividade pesqueira em comparagdo com outras grandes afluentes de
agua branca (Petrere, 1978; Batista, 1998; 2003). No entanto a concentragdo da captura em
poucas espécies, com tendéncias de sobrexploragdo descrita por Barthem e Fabre (2003),
reforcam a importancia da categorizacdo de ambientes aquaticos da regido quanto ao
uso/apropriacdo dos recursos naturais e investigagdes sobre o comportamento reprodutivo
destas espécies tendo em vista manutengdo dos estoques pesqueiros e consequentemente a
conservagdo genética da diversidade de peixes.

A captura de 102 espécies (36,2% do total) de interesse para aquariofilia ou para uso
ornamental, muitas descritas como de destacado interesse, sinaliza para o potencial deste tipo
de atividade comercial para a regido, principalmente de espécies de pequeno porte, com
formas exoticas e colorido exuberante (Rossoni et al., 2014). Os mesmos autores destacam a
importancia da utilizacdo, em sistemas de manejo, do acara-disco (S. aequifasciatus) na
regido do baixo rio Purus, por tratar-se de uma das espécies mais conhecidas mundialmente
no mercado de ornamentais (Leite ¢ Zuanon, 1991; Chao, 2001). Nestes termos, verifica-se o
potencial de exploracdo comercial de todas as espécies enquadradas na categoria AO, desde
que seja considerada, conforme proposto por Rossoni et al. (2014), a indissociabilidade entre
o conhecimento tradicional dos pescadores com informacgdes técnicas a respeito das espécies
e do potencial de comercializacdo em um contexto de exploragdo sustentavel do ponto de
vista social, econdomico e ecologico.

O registro das principais espécies que possuem restri¢ao legal para captura, transporte,
armazenamento ou comercializagao nos locais amostrados evidencia a delicada rela¢ao entre
a presen¢a de comunidades tradicionais e seus modos de vida em dareas protegidas. A
existéncia de restricdo legal juntamente com a presenga de unidades de conservagdo e
categorizagdo dos locais impde padrdes de exploragdo da ictiofauna limitados do ponto de
vista espacial e temporal.

Dentre o total de espécies e as espécies alvo que compdem o banco de dados de
espécies do trecho baixo no rio Purus na area de influéncia da RDS-PP e Rebio Abufari, as
sequéncias obtidas para as espécies enquadradas nos cendrios 1 e 2 (Quadro 2), serdo
depositadas no Genbank, com manutencao da identificacdo proposta na Tabela 2.

A maior parte das espécies enquadradas no cenario 2 (63,2%) ndo possuem
sequencias COI depositadas nos bancos de dados genéticos Genbank e BOLD. Assim, a
inexisténcia destes registros resultou necessariamente em alinhamentos inespecificos, o que

justifica o enquadramento nesses casos e respalda a identificacdo proposta com base em
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caracteres morfologicos. Por exemplo, todas as espécies coletadas da ordem Clupeiformes
foram sequenciadas (4. jamesi, A. juruasanga, 1. amazonica, P. whiteheadi e P. flavipinnis) e
nenhuma delas constam nos registros dos bancos de dados genéticos, tornando impossivel o
processo de verificagdo/validacao da identificagdo com base no cruzamento das sequéncias
obtidas.

O presente estudo representa, portanto, uma grande e importante contribui¢ao para a
para a biblioteca global de DNA barcoding, da mesma forma que constitui o primeiro
arcabouco representativo da fauna de peixes de um importante tributario de dguas brancas do
rio amazonas. A importancia pesqueira e ecoldgica do rio Purus, notadamente no seu trecho
baixo, que contempla a maior parte das areas periodicamente alagaveis e areas protegidas da
bacia, refor¢a a importancia e aplicabilidade dos resultados aqui obtidos para fins de
monitoramento e conservacao da diversidade de peixes. Com a existéncia de um banco de
dados genético robusto e representativo da regido, serd possivel realizar estudos rapidos e de
baixo custo como DNA ambiental, DNA metabarcoding visando, de acordo com as variagdes
hidrolégicas, diagnosticar a estrutura e composi¢cdo das comunidades de peixes, situagdo de
espécies-alvo e dinamica reprodutiva, além de avangos no entendimento das relagdes entre as
populagdes tradicionais ribeirinhas e a dindmica de exploragao dos recursos pesqueiros

Ainda sobre espécies enquadradas no cenario 2, na familia Characidae, os individuos
de coletados identificados como Serrapinnus sp. e Aphyocharax sp. sdo juvenis de pequeno
porte e/ou a preservacdo do material dificultou a visualizacdo dos caracteres morfologicos
diagndsticos, e consequentemente uma identificacdo precisa em nivel de espécie. O
cruzamento da sequéncia de Serrapinnus sp. com as sequencias depositadas nos bancos de
dados resultou em alinhamento com similaridade maior que 97% com Serrapinnus kriegi. No
entanto, pela distribuicdo conhecida esta espécie deve ser restrita as bacias do Parand e
Paraguai (Fricke et al. 2023). Para Aphyocharax sp. foi obtida similaridade menor que 97%
com Aphyocharax dentatus, cuja ocorréncia conhecida também ¢ restrita as bacias do Parana
e Paraguai (Fricke ef al. 2023).

No par de espécies Moenkhausia bonita e Moenkhausia dichroura, apesar da
distancia genética de 0,4% a diferenciacdo morfologica baseou-se no corpo relativamente
alto e na presenca de uma mancha escura se estendendo do pedinculo caudal aos raios
medianos da nadadeira caudal em M. bonita, enquanto os individuos identificados como M.
dichroura apresentaram a mancha umeral muito pouco conspicua (Queiroz et al., 2013).

No par de espécies Stethaprion crenatum e Stethaprion erythrops, cuja divergéncia
genética foi de 0,2%, as espécies foram distinguidas morfologicamente por S. crenatum

possuir escamas pequenas e crenadas, presen¢a de uma quilha serrada no abdomen e
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pequenas escamas que cobrem um ter¢o da nadadeira adiposa, enquanto os individuos de S.
erythrops apresentaram escamas pequenas lisas, sem quilha serrada no abdomen e pequenas
escamas que cobrem dois terco da nadadeira adiposa (Ayala, 2018).

Apesar dos valores de distancia genética inferiores a 2% para os pares de espécies
Tetragonopterus chalceus e Tetragonopterus argenteus, Ctenobrycon hauxwellianus e
Ctenobrycon spilurus, ambas espécies se enquadraram no cenario 1 (Quadro 2). De acordo
com Melo et al. (2022) Characidae ¢ uma das linhagens com elevada riqueza de espécies e
diversidade ecomorfologica que experimentou eventos recentes de rdpida diversificacdo, o
que gera baixos valores de similaridade com o marcador molecular COI, sendo necessario
nesses casos abordagens mais robustas, como os elementos ultraconservados utilizados pelos
autores, para diferenciar as espécies. Dessa forma a identificagdo morfoldgica foi mantida
para todas as espécies de Characidae supracitadas, pela comparagdo das sequéncias obtidas
com as sequéncias depositadas nos bancos de dados genéticos, pelos padroes de distribuigdo
e pelos caracteres morfologicos diagndsticos.

Nas familias Iguanodectidae ¢ Lebiasinidae (Characiformes) a similaridade entre as
respectivas sequéncias de Iguanodectes purusii € Pyrrhulina australis foi menor que 97%,
sendo a identificagdo molecular condizente com a identificagdo morfologica para ambas as
espécies. Em [ purusii, a baixa similaridade obtida pode estar relacionada com as
caracteristicas da tinica sequéncia disponivel nas bases de dados genéticas, que possui 838 pb
e ¢ proveniente do Rio Maroni, na Guiana Francesa (Genbank ID MZ050996.1). Como a
sequéncia apresentada no presente estudo possui 695pb pode ter ocorrido um erro de
identificacdo da espécie ja depositada no Genbank ou determinada incompatibilidade no
alinhamento durante as comparagdes com a ferramenta BLAST devidos as diferengas do
tamanho das sequéncias. Apesar da congruéncia entre a classificagdo morfologica e
molecular em Pyrrhulina australis e P. brevis, o valor da distancia genética deste par de
espécies foi 0%. Estas espécies foram diferenciadas morfologicamente pela presenca de uma
faixa escura estendendo-se posteriormente ao opérculo em P. brevis, enquanto P. australis
apresentou colorido em forma de zigue-zague inconspicuo nos flancos e lobo superior da
nadadeira caudal com nove raios principais (vs. 10 em P. brevis) (Queiroz et al., 2013).
Ferreira et al. (2022) verificaram que a diferenciacdo genética das espécies do género
Pyrrhulina é influenciada pela distribuicdo geografica e por arranjos cromossémicos, devido
a resultados que indicaram uma clara diferenca entre todas as espécies, a0 mesmo tempo em
que mostraram uma relacdo mais proxima daquelas localizadas na mesma regido geografica.
Com base no disposto, a identificacdo baseada em caracteres morfoldgicos foi mantida para

ambas as espécies.
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Na familia Serrasalmidae (Characiformes), Serrasalmus compressus e Serrasalmus
spilopleura apresentaram similaridade maior que 97% com S. rhombeus e S. maculatus
respectivamente nas comparagdes com os bancos de dados genéticos. Esses pares de espécies
apresentaram divergéncia genética inferior a 2%, no entanto, Serrasalmus compressus foi
morfologicamente distinguida de Serrasalmus rhombeus por apresentar corpo muito
comprimido lateralmente e com manchas escuras pequenas formando faixas verticais curtas
dispostas na regido dorso-lateral enquanto S. rhombeus apresentou padrdo de pigmentagdo do
corpo com manchas escuras alongadas verticalmente na por¢do mais dorsal dos lados do
corpo (Queiroz et al., 2013). Serrasalmus maculatus foi distinguida de S. spilopleura por
possuir nadadeira caudal com sua maior parte clara e faixa subterminal preta constituindo o
padrdo de colorido principal enquanto S. spilopleura apresenta bainha de escamas na
nadadeira anal cobrindo no maximo um ter¢o do comprimento dos raios (vs. cerca da metade
em S. maculatus) (Queiroz et al., 2013). No par de espécies Serrasalmus compressus ¢
Serrasalmus sp. "2n=58", cuja distdncia genética foi de 0%, a espécies foram distinguidas
morfologicamente pela padrao de pigmentagdo do corpo com manchas arredondadas grandes
e espagadas, localizadas principalmente na por¢do dorsal do corpo e presenga de quatro
supraneurais em Serrasalmus sp. "2n=58", enquanto S. compressus apresentou corpo com
manchas escuras pequenas formando faixas verticais curtas dispostas na regido dorso-lateral
(Queiroz et al., 2013). Machado et al. (2018) recuperou por meio de sequéncias DNA
barcode um grande nimero de linhagens do género Serrasalmus Lacepéde 1803 na bacia
Amazobnica, revelando que a taxonomia do género ¢ bastante incipiente e que existem
espécies que precisam ser descritas € melhor investigadas dentro da familia.

A comparagdo da sequéncia de Metynnis luna com as sequencias depositadas nos
bancos de dados genéticos resultou em 100% de similaridade com Myloplus asterias (BOLD)
e Metynnis hypsauchen (Genbank). Essa situacdo evidencia a complexidade taxondmica do
grupo ¢ o grande potencial de erros de identificagdo de grupos muito diversos com elevada
variagdo morfologica nos diferentes estdgios ontogenéticos como género Metynnis. As
espécies Metynnis hypsauchen e Metynnis luna apresentaram distancia genética de 0%, no
entanto estas espécies foram distinguidas morfologicamente pela presenga de 14 a 18 rastros
branquiais no ramo superior em M. hypsauchen (vs. 24-38 em M. luna). Além disso, os
individuos de M. [una analisado apresentaram um total de 50-71 rastros branquiais muito
longos, que diferencia essa espécie das demais congéneres (Ota, 2015). Com base nisso foi
corroborada a identificacdo baseada em caracteres morfologicos de M. luna e diferenciacao desta
de M. hypsauchen. A distancia genética menor que 2% entre estes pares de espécies confirma

baixa eficiéncia do marcador COI para distinguir espécies de grupo complexos como
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Serrasalmidae, que tem sido objetivo de abordagens filogenéticas multilocus (Thompson et
al., 2004) e elementos ultraconservados - UCEs (Mateussi et al. 2020). Segundo Melo ef al.
(2022), Serrasalmidae ¢ uma das familias de Characiformes rica em nimero de espécies e
com elevada variagdo morfologica que experimentou eventos recentes de rapida
diversificacdo, resultando em valores baixos de distancia genética pelo marcador COIl. Em
todos os casos de Serrasalmidae, a identificagdo morfologica foi mantida.

Na familia Curimatidae (Characiformes), Curimata inornata apresentou similaridade
maior que 97% com C. cyprinoides na comparacdo com os bancos de dados genéticos.
Apesar de Melo et al. (2021) descreverem a distribui¢do de C. inornata, C. cyprinoides e C.
knerii para terras baixas amazodnicas (lowlands), os registros de C. cyprinoides nos bancos de
dados genéticos sdo restritos a regides de terras altas amazonicas (uplands) nas Guianas.
Curimata inornata e C. knerii apresentaram distancia genética de 0.5%, no entanto C. knerii
foi distinguida morfologicamente de C. inornata pela presenca de raios anteriores da
nadadeira dorsal filamentosos (ausente em C. inornata), além da auséncia de barras verticais
escuras na regido dorsal do corpo em C. inornata. (Queiroz et al., 2013). Em ambos os casos,
optou-se por manter a identificacdo com base nos caracteres morfologicos diagndsticos.

Os individuos identificados como Eigenmannia sp. sao juvenis de pequeno porte e/ou
a preservacdo do material dificultou a visualizagdo dos caracteres morfoldgicos diagndsticos
e consequentemente uma identificagdo precisa em nivel de espécie. Eigenmannia sp.
apresentou similaridade menor que 97% com Eigenmannia trilineata que possui distribui¢do
conhecida restrita as bacias do Prata e baixo Parana (Fricke et al. 2023). Portanto,
considerando a impossibilidade da identificacdo a nivel especifico e a incompatibilidade com
os resultados comparativos das informagdes genéticas, a identificacdo inicialmente proposta
foi mantida.

No par de espécies Trachydoras microstomus ¢ Trachydoras sp. (distancia de 1,5%),
as espécies se diferenciaram morfologicamente pela presenca de uma mancha escura em cada
lobo da nadadeira caudal e forame nucal presente em Trachydoras sp., enquanto em T.
microstomus foi verificada a auséncia de manchas escuras na nadadeira caudal e forame
nucal ausente (Queiroz et al., 2013).

No par de espécies Rineloricaria phoxocephala ¢ Rineloricaria castroi (distancia de
0,6%) as diferengas morfoldgicas que distinguiram as espécie foram a presenca de grandes
faixas alternadas de marrom escuro e claro e focinho curto em R. castroi enquanto que R.
phoxocephala possui focinho longo e pontos escuros nas linhas ceféalica e lateral (Queiroz et
al.,2013).

No par de espécies Crenicichla inpa e C. cyanonotus (distancia de 1,4%), as espécies
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foram distinguidas pela morfologia pois C. cyanonotus apresenta corpo robusto e cilindrico;
cabeca deprimida, area interorbital larga e plana e listras horizontais ausentes em C.
cyanonotus enquanto C. inpa possui corpo comprimido lateralmente; cabeca comprimida
lateralmente; area interorbital relativamente curta e ligeiramente convexa e mancha umeral
situada inteiramente abaixo do ramo anterior da linha lateral (Queiroz et al., 2013).

No par de espécies Heros spurius e Heros efasciatus (distancia de 0,3%), H. spurius
foi morfologicamente separada de H. efasciatus possuir as faixas dois a cinco completas,
alcangando a base da nadadeira dorsal (vs. incompletas ou ausentes em H. efasciatus) (Graga,
2008);

Os valores de divergéncia menores que 2%, nos casos de espécies congéneres podem
estar associados a diversificagdo ou recente ou a rapida expansdo de algumas linhagens nas
drenagens da América do Sul, bem como pela baixa eficiéncia do marcador COI para
discriminar estas espécies na presenga de apenas uma sequéncia de cada espécie e auséncia
de representacdo das demais congéneres, sendo necessario portanto a complementagdo das
sequéncias e o uso de varios marcadores (e.g. D-Loop, Citocromo B, abordagem multilocus)
ou elementos ultraconservados (UCES), podendo representar casos de sinonimia,
polimorfismo, etc. No caso de pares de espécies pertencentes a diferentes géneros, os valores
de divergéncia genética também podem ter sido influenciados pelo fato de que os DNA
barcodes ndo t€m sinal filogenético suficiente para resolver essas relacdes, especialmente em
abordagens além de congéneres (Hajibabaei et al., 2007), dessa forma uma anélise para estes
casos deve levar em consideracdo multiplos loci para ter uma resolugdo adequada e evitar um
resultado enviesado pelo comportamento evolutivo de um unico gene. Dessa forma, os
resultados de divergéncia genética apresentados juntamente com os critérios morfoldgicos
empregados para separacdo das espécies respaldam, para fins deste trabalho, apenas a
manutengdo da identificacdo taxondmica, sendo necessaria a realizacdo de investigagdes mais
aprofundadas para verificar os indicativos de baixa divergé€ncia genética nos casos aqui
discutidos.

Apesar dos valores de distancia genética inferiores a 2% para os pares de espécies de
Potamotrygon. motoro € Potamotrygon scobina, , Potamorhina pristigaster € Psectrogaster
rutiloides, Serrasalmus rhombeus e Serrasalmus sp. "2n=58", Apteronotus sp. e
Parapteronotus hasemani, Sternarchella raptor e Sternarchella schotti, Trachelyopterus
porosus e Trachelyopterus sp. "placa larga" , Tympanopleura brevis e Tympanopleura
rondoni, Hypostomus hoplonites e Aphanotorulus emarginatus, Acaronia nassa e
Chaetobranchopsis orbicularis, Plagioscion montei e Plagioscion squamosissimus, em todos

esses casos ambas espécies enquadraram-se no cenario 1 (Quadro 2), dessa forma a
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identificagdo morfoldgica foi validada pela comparacdo das sequéncias obtidas com as
sequéncias depositadas nos bancos de dados genéticos.

Nos demais casos com distancia genética inferior a 2%, pelo menos uma das espécies
do par analisado foi enquadrada no cenario 1 (Quadro 2) e consequentemente a outra no
cenario 2. No par de espécies A. falcirostris ¢ A. microlepis, os individuos analisados de 4.
falcirostris possuiram 140 a 175 escamas na linha lateral, enquanto 4. microlepis possuiram
96 a 131 escamas na linha lateral, sendo as espécies satisfatoriamente distinguidas do ponto
de vista morfologico (Queiroz et al., 2013).

No par de espécies Cynodon gibbus e C. septenarius, cuja distdncia genética foi de
0,1%, as espécies foram separadas morfologicamente pela auséncia de mancha ou banda com
pigmentacdo escura cobrindo a base da nadadeira caudal em C. sepftenarius (vs. presenga em
C. gibbus) (Toledo-Piza, 2000).

As comparacdes das sequéncias obtidas com os bancos de dados genéticos
sinalizaram para a necessidade de revisdo de alguns lotes e resultou em alteragdo da
identificacdo morfologica em oito espécies.

A espécie previamente identificada como Ageneiosus sp. apresentou similaridade
maior que 97% com Ageneiosus intrusus em ambos bancos de dados genéticos. Na revisao
morfoldgica foi verificado que os individuos possuiam a regido dorsal uniformemente escura,
espinho da nadadeira peitoral afilando-se distalmente, rigido e pontiagudo, e pré-maxilar
projetado anteriormente além do dentario por uma distdncia maior que didmetro horizontal
do olho (Ribeiro et al., 2017), caracteristicas que confirmaram a identificagdo como A.
Intrusus.

A 1identificacdo prévia da espécie Ctenobrycon sp., que apresentou similaridade >97%
com Ctenobrycon hauxwellianus e Ctenobrycon spilurus foi reavaliada e com base na
diferencga da altura do corpo, optou-se na identificagdo com C. hauxwellianus que possui o
corpo mais baixo.

Em Pyrrhulina sp. a comparacdo resultou em similaridade com P. australis (94,98%),
no entanto como foi verificada a presenca de uma faixa escura estendendo-se posteriormente
ao opérculo, ao longo de 4 escamas da terceira série longitudinal e nadadeira caudal com
duas a trés barras verticais difusas nos exemplares analisados, optou-se pelo enquadramento
em P. brevis (Queiroz et al., 2013).

Os lotes identificados previamente como Tympanopleura piperata foram revisados e
reidentificados como Tympanopleura atronasus pela presencga de 1abio superior preto, grande

mancha formada por melandforos difusos nas laterais acima da nadadeira anal, mancha basal
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escura ou faixa longitudinal em cada lobo da nadadeira caudal, nadadeiras peitorais, pélvicas
e caudais com banda marginal escura (Walsh et al., 2015).

Os lotes identificados previamente como Geophagus megazema obtiveram
similaridade maior que 97% com Geophagus proximus. ApOs revisdo, optou-se pela
identificacdo como G. proximus devido a forma da marcagdo pré-opercular com formato
mais proximo ao retangular (vs. arredondado em G. megasema) (Lopez-Fernandez e Taphorn,
2004)

Para a espécie identificada previamente como Fluviphylax pygmaeus, verificou-se
similaridade maior que 97% com F. simplex. A identificagdo foi alterada para F. simplex pois
além da similaridade genética, F. pygmaeus ¢ endémico da bacia do rio Madeira, enquanto
que F. simplex ocorre na calha principal do rio amazonas e trecho baixo do principais
afluentes da Amazonia Central (Souza, 2008).

O conjunto de espécies enquadrado no cenario 3 (Quadro 2) inclui as espécies nao
sequenciadas porque: nao foi verificada a presenca de bandas em gel de agarose da
amplificacdo do DNA da amostra apds a PCR, devido possivelmente a inespecificidade do
conjunto de primers (F e R) ou temperatura de anelamento inadequada; ou a amostra foi
amplificada, no entanto o sequenciamento resultou em sequéncia muito curtas ¢ de baixa
qualidade. Ressalta-se que pelo menos duas amostras de tecido de cada espécie foram
submetidas a extragdo e amplificacao, ¢ todas as amostras amplificadas foram enviadas para
sequenciamento no IBTEC-UNESP. Nesses casos, a identificacio taxondmica foi
provisoriamente mantida, considerando os critérios técnicos utilizados e eventuais consultas
a especialistas para o enquadramento no menor nivel taxonémico possivel.

Portanto, majoritariamente, as espécies que apresentaram maior discrepancia entre
identificacdes morfologicas e moleculares pertencem a géneros ou familias com grande
namero de espécies (e.g. Metynnis e Serrasalmus em Serrasalmidae, Moenkhausia e
Hemigrammus em Characidae, Loricariinae em Loricariidae e Doradidae). Adicionalmente,
muitos representantes dessas familias possuem elevada variagdo morfolégica decorrente da
ontogenia e dimorfismo sexual (e.g. Jégu, 2003; Ota et al., 2020), dificultando ainda mais sua
identificacdo.

Serrasalmideos tem sido alvo de estudos moleculares, principalmente envolvendo o
DNA barcoding, que tem demonstrado grande diversidade ainda nao reconhecida na bacia
amazonica (e.g. Machado et al., 2018). Diversas espécies de serrasalmideos tém sido
descritas utilizando abordagens que integrem DNA barcode a taxonomia tradicional (e.g.
Escobar et al., 2019; Mateussi et al., 2020; Ota et al., 2020). Characidae, assim como

Serrasalmidae experimentou eventos recentes de rapida diversificagdo (Melo et al., 2022),
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gerando linhagens geneticamente muito proximas, o que dificulta a identificagdo. Asim,
apesar dos estudos apontarem diversas linhagens, muitas espécies ainda permanecem sem
descri¢do formal. o que demonstra a necessidade urgente que esses grupos possuem da
realizagdo de maior esfor¢o na elucidagao dos limites de variagdo intra e interespecificas,
conciliando diversos conjuntos de dados.

No que diz respeito a presenca de espécies exclusivas, ressalta-se a importancia de
ambientes protegidos, que desempenham um importante papel ecoldgico por agregar maior
nimero destas espécies, assim como maior parte das espécies com restri¢ao legal (PL) e de
interesse comercial (IC), confirmando a maior riqueza verificada em lagos de varzea
protegidos do baixo rio Purus (Morales et al., 2019) e a influéncia da categorizagdo de lagos
nos padroes de composi¢do e abundancia da ictiofauna da mesma regido (Morales e Deus,
2021). Além dos ambientes protegidos, os lagos de manejo assumem uma importante
contribuicdo na agregacao de espécies exclusivas em termos das espécies alvo e do total de
espécies coletadas. O elevado numero de espécies exclusivas nos lagos Assoalhador
(prote¢@o) e Apui (manejo) sinalizam para a importancia desses lagos para a diversidade de
peixes de suas respectivas Unidades de Conservagdo. O lago Assoalhador funciona como o
centro de um sistema de lagos conectados ao rio Purus pelo igarapé do Chapéu, sendo sua
importancia para a biodiversidade local destacada no Plano de Manejo da Rebio Abufari
(Plano de Manejo da Reserva Bioldgica do Abufari, 2018), pois ele representa o principal
lago do sistema que permanece conectado ao Purus no periodo de seca, agregando grande
parte das espécies de peixe que saem dos lagos antes do isolamento total.

O lago Apui esta localizado de modo adjacente ao canal que da acesso ao lago
protegido Itapuru-Mirim (centro do sistema de lagos da RDS-PP), e sua conex@o com esse
canal serve como ponto de fiscalizagdo desse sistema pelo grupo de manejadores, sendo um
ambiente cuja restricdo ao uso e acesso ¢ fortemente exercida. Além disso, o lago Apui
possui formato alongado, com presenca de vegetacdo aquatica em praticamente toda a
extensdo de sua margem, contribuindo para manutencdo de um elevado niimero de espécies
que utilizam as macroéfitas como refigio, forrageamento e desova (Agostinho et al., 2013).
Em sentido amplo, a pratica do manejo subentende a vigilancia e restri¢do da pesca sobre os
locais e dessa forma considera-se um efeito guarda-chuva sobre todas as comunidades de
peixes dos lagos.

Os valores similares de espécies exclusivas nos lagos Itapuru-Mirim (prote¢do),
Xaviana (aberto) e Mosca (protecdo) demonstram estabilidade desses locais em relagdao a
disponibilidade de habitats nas diferentes fases do periodo hidrologico (seca e enchente),

principalmente para os lagos Xaviana e Itapuru-Mirim que sdo os dois maiores lagos
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amostrados com zona litoranea bastante recortada e grande, possuindo teoricamente elevada
produtividade (“desenvolvimento de margem” sensu Esteves, 1998). Para os lagos Mosca e
Itapuru-Mirim, esta estabilidade também pode estar relacionada com a protecdo integral do
ambiente.

A presenca de apenas uma espécie exclusiva nos lagos Peuzinho (aberto) e
Tendalzinho (manejo) pode estar associada a localizacdo destes lagos na RDS-PP, visto que
ambos pertencem ao setor administrativo Caua-Cuiand, que historicamente apresenta
problemas quanto a gestdo e a fiscalizacdo de lagos no sistema de manejo. Assim, ratifica-se
a categorizagdo dos ambientes com o status de protecdo com base na cobertura em riqueza de
espécies que esses ambientes proporcionam frente aos fatores que influenciam ou podem
influenciar os atributos ecoldgicos da fauna de peixes e o0 modo de vida das populacdes
ribeirinhas que vivem na regido. Impde-se também a necessidade de consolidacdo dos
requisitos necessarios a efetivacao das categorias propostas para garantir o objetivo proposto
para cada categoria de lago.

A tendéncia de diminui¢do do niimero de espécies com adi¢do de novos eventos de
coleta na maioria dos lagos ¢ esperada, visto que em amostragens nos mesmos locais, a
probabilidade de coleta de novas espécies diminui com a repeticdo ao longo de uma série
temporal (“rarefagdo” sensu Gotelli e Colwell, 2011), principalmente se as caracteristicas do
habitat ndo sofrerem alteracdes relevantes (Ropke et al., 2014). A tendéncia de aumento do
nimero de espécies em alguns lagos no periodo de seca pode estar associada a retragdo
ambiental imposta pela diminuicdo do volume de dgua, que diminui a disponibilidade de
habitats (Ropke ef al., 2014) e aumenta a probabilidade de captura das espécies de peixes. O
menor numero de espécies no periodo de outubro de 2022 (seca) pode estar associado ao
evento extremo de seca registrado na regido no periodo das amostragens, tornando viavel
apenas permanéncia de espécies com adaptagdes morfoldgicas e fisiologicas em condigdes

extremas.

Consideracoes finais

Portanto, evidencia-se, como principais aspectos a serem destacados: uma expressiva
representatividade do banco de dados de DNA barcoding (COI) apresentado, tanto em
numero total como para o recorte das espécies alvo, o que torna viavel as comparagdes com
as sequéncias obtidas a partir do DNA barcoding do ictioplancton; a importancia de
ambientes protegidos e manejados para composicdo das comunidades de peixes e do

ictioplancton das diferentes categorias de lagos (protecdo, manejo e aberto), com base nos
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padrdes descritos e caracteristicas ecoldgicas analisadas; a importancia de inclusao
diversificacdo de métodos e apetrechos de amostragem da ictiofauna, diferentes fases do
ciclo hidrologico e andlises temporais de longa duracdo para aumentar a capacidade de
captura e a representatividade do conjunto de espécies que compdem a ictiofauna da regido
do baixo rio Purus.

Ressalta-se a relevancia dos dados gerados pois representam uma importante
contribui¢ao para o conhecimento da diversidade aquatica de ambientes amazdnicos, visto
que o banco de dados gerados agrega além da identificagdo das espécies, informacoes
genéticas, dados sobre importidncia econdmica, potencial de uso ornamental/aquariofilia e
restricdes legais ao uso e apropriagdo dos recursos pesqueiros.

O banco de dados das espécies de peixes do baixo rio Purus na éarea de influéncia da
RDS Piagagu-Purus e Rebio Abufari representa o compéndio mais representativo de
sequéncias DNA barcode (com material testemunho depositado em colecdo bioldgica) de
peixes de planicies de inundacdo dos grandes tributarios do sistema Solimdes-Amazonas,

podendo servir de arcabougo para agdes de monitoramento e estudos cientificos.
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Capitulo 2 - Monitoramento de espécies-alvo de peixes de interesse para conservagao e
manejo em lagos de diferentes categorias inseridos em areas protegidas no baixo rio
Purus: aplicacdo do DNA barcoding em amostras de ictioplancton

Resumo: O ictioplancton € constituido por ovos e larvas de peixes, e representa um grupo de
fundamental importancia para a compreensao da biologia e ecologia dos peixes, sendo
também essenciais para a manutengcdo, monitoramento e administragcdo de estoques
pesqueiros, bem como o estabelecimento de medidas de gestdo e sustentabilidade desses
recursos. Dessa forma, o presente capitulo teve como objetivo propor o monitoramento de
espécies-alvo de peixes de interesse para conservagdo ¢ manejo em lagos de diferentes
categorias inseridos em areas protegidas no baixo rio Purus, por meio da aplicagdo da técnica
de DNA barcoding (COI) em amostras de ictioplancton (ovos e larvas). As amostragens de
ictioplancton resultaram em 32 amostras, destas nove nao apresentaram ovos e/ou larvas.
Foram registrados 285 ovos, 5.260 larvas, enquadrados em 24 morfotipos. Dentre os
morfotipos, verificou-se a dominancia do morfotipos M3, com 31,2% da abundancia total,
que foi posteriormente identificado pelo DNA barcoding como Triportheus albus;, M8
(12,8%) identificado com Schizodon fasciatus e M21 (7,8%) identificado como Anchoviella
jamesi, que juntos representam 51,8% das larvas coletadas. Dos 24 morfotipos de
ictioplancton, 50% foram identificados a partir da obtencdo de sequéncias DNA barcode
(COI) em 12 espécies, enquadradas em 10 géneros, 9 familias 5 ordens. Characiformes e
Siluriformes foram as ordens mais representativas, seguida por Clupeiformes e
Gymnotiformes. Quanto aos enquadramentos nos critérios de elegibilidade que determinaram
as espécies-alvo, as identificagdes dos morfotipos a partir do DNA barcoding propiciaram a
recuperagdo de 8 espécies-alvo dentre as 12 identificadas. As espécies recuperadas na
categoria interesse comercial (IC) foram 7. rotundatus, P. tigrinum, S. lima, S. fasciatus, e H.
malabaricus e P. squamosissimus. Quatro espécies foram enquadradas na categoria de
interesse ornamental ou para aquariofilia (AQO), sendo estas B. brevirostris, T. albus, T.
rotundatus e H. malabaricus. Na categoria protecdo legal (PL) foram enquadradas 7. albus, T.
rotundatus e P. tigrinum. Verificou-se que os locais de amostragem enquadrados na categoria
manejo e protecao apresentaram maior riqueza de morfotipos do ictioplancton, com destaque
para o lago Caraipé (prote¢ao), com oito morfotipos identificados no periodo de seca de 2021,
seguido pelo lago Apui (manejo), com quatro morfotipos identificados no periodo de seca de
2021, Itapuru-Mirim (prote¢do) e Assoalhador (prote¢do), ambos com trés morfotipos no
periodos de seca de 2021 e enchente de 2022 respectivamente. No periodo seca na regido do
baixo rio Purus, houve o registro do maior niimero de larvas, notadamente nos lagos Apui
com 1691 individuos e Caraipé com 1450 individuos, lagos de prote¢do e manejo
respectivamente. Ovos foram registrados em maior quantidade em outubro de 2022,
principalmente nos lagos Assoalhador, Itapuru-Mirim e Mosca, ambos lagos de protecao.
Ovos de peixes ndo foram coletados em lagos abertos, que também apresentaram as menores
quantidades de larvas (2,6% do total). A maioria das larvas foi coletada em lagos de protecao
(51,8%), seguido por lagos de manejo (45,5%). Portanto, ainda que restrita a 12 espécies e 24
morfotipos, a utilizagdo do DNA barcoding como ferramenta para o monitoramento da
diversidade de peixes de adgua doce amazonicos com foco na dindmica do ictioplancton
mostrou-se efetiva e importante principalmente quando aplicada a unidades de conservagao
de diferentes tipologias, e com ambientes submetidos a diferentes categorias de apropriagdo e
uso dos recursos naturais. A importancia de lagos protegidos e manejados para o
ictioplancton reforcam a efetividade da escolha destes ambientes para os devidos fins de
conservagao e manejo.

Palavras-chave: Peixes Neotropicais, Ovos e Larvas, Categorizacao de Lagos, Amazonia.
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Introducio

O monitoramento bioldgico pressupde a conjuncdo de esforgos cientificos e
institucionais para agregar o maior numero possivel de informagdes sobre as espécies
presentes em uma determinada area ou regido geografica. No entanto a efetividade do
monitoramento ¢ de medidas de conservagdo e manejo sustentavel de recursos naturais
depende, além da quantidade, da qualidade da informacao que ¢ gerada por meio dos estudos
cientificos (Baird e Hajibabaei, 2012).

No atual cendrio de constante alteracdo e fragmentacdo dos habitats por acdes
antropogénicas, um dos maiores desafios para conservacdo sdo as lacunas do conhecimento
taxonomico e da distribui¢do das espécies, que formam o arcabougo informacional essencial
para o desenvolvimento de estratégias para a conservacdo (Lewis, 2006). Tais lacunas sdo
denominadas na biogeografia de déficit linneano, que representa a quantidade de espécies
ainda ndo descobertas e descritas para que seja possivel obter o nimero real mais provavel de
espécies que ainda existem; enquanto que o déficit wallaceano representa as lacunas de
conhecimento sobre a real distribuicao das espécies ja descritas (Cardoso et al., 2011).

Ambos os déficits resultam em um problema central para o planejamento de agdes e
estratégias de conservagdo, devido principalmente a incapacidade da maioria dos estudos
cientificos de mensurarem e diagnosticarem a biodiversidade de forma completa ¢ detalhada
pelas limitagdes impostas pelos métodos de amostragem tradicionais. Com base em um
conjunto de informacgdes que sabidamente possuiu tais lacunas, as inferéncias sobre as
espécies que ocorrem em um local e os padroes de distribuicdo podem incorrer em erros de
comissdo e omissdo. Quando a ocorréncia de uma espécie ndo ¢ descrita para um local,
mesmo quando a espécie de fato ocorre neste local, incorre-se no erro da omissdo; enquanto
quando se descreve a ocorréncia de espécie em um determinado local que ela de fato nao
ocorre trata-se de um erro de comissao (Lowenberg-Neto e Loyola, 2016).

Apesar de inevitavel devido a magnitude de areas, habitats e taxons a serem estudados,
tais erros sdo em grande parte resultado do limitado conteudo de informagdo de amostras
bioldgicas processadas por taxonomia tradicional baseada na morfologia, que é um processo
lento, focado em grupos restritos de organismos, com abordagem de amostragem limitada em
escala local, seguido por um longo periodo de processamento e identificagdo de unidades
taxondmicas amostrais, o que pode levar meses ou anos (Baird e Hajibabaei, 2012). Ainda
com base nesses autores, como resultado, o monitoramento bioldgico ¢ geralmente
constituido por agdes pontuais em areas de maior interesse ou regides abrangidas por

programas de conservagao, os resultados gerados sdo importantes, porém pouco flexionados
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no sentido de realizar um efetivo diagndstico ambiental das dreas monitoradas.

O monitoramento de ambientes aquaticos de agua doce torna-se cada vez mais
importante no contexto de acelerada degradacdo dos ambientes e sistemas bioldgicos por
acOes antropogénicas. Tais ambientes sdo particularmente vulnerdveis a uma série de
estressores antropogénicos, recaindo os efeitos destas perturbagdes sobre as comunidades
aquaticas (Steffen et al., 2011). Muitos bancos de dados de monitoramento biologico
existentes poderiam ser facilmente enriquecido com dados adicionais, agregando-se
informacgdes adicionais sobre as espécies, como por exemplo informagdes genéticas baseadas
em grandes conjuntos de dados que constituem o cerne da proposta do Biomonitoramento 2.0
(sensu Baird e Hajibabaei, 2012).

Os peixes de dgua doce sdo comunidades particularmente sensiveis as mudancas e
perturbagdes ambientais (Brander, 2007; Dudgeon, 2010; Frederico ef al., 2015) e incluem
muitos taxa que estdo em declinio global (Bruton, 1995; Stuart ef al., 2004). O ictioplancton
¢ constituido por ovos e larvas de peixes, e representa um grupo de fundamental importancia
para a compreensdo da biologia e ecologia dos peixes (Nakatani ef al., 2001). Assim, sdo
essenciais para a manutengdo, monitoramento e administragdo de estoques pesqueiros
(Reynalte-Tataje et al., 2013; Zacardi et al., 2014), bem como o estabelecimento de medidas
de gestdo (King et al., 2003; Suzuki et al., 2013) e sustentabilidade desses recursos (Shuai et
al., 2016).

Nas fases iniciais do seu ciclo de vida, os peixes de d4gua doce exploram uma grande
variedade de ambientes, desde o rio principal e canais para uma diversidade de habitats de
varzea (Humphries et al., 1999; Lima e Araujo-Lima, 2004; Jimenez-Segura et al., 2010;
Mounic-Silva e Leite 2013), como canais, lagos, macrofitas, bem como a propria coluna
d'agua (Araujo-Lima e Oliveira, 1998; Zacardi et al., 2014). Essas areas de varzea fornecem
as larvas uma ampla diversidade de habitats e recursos alimentares para apoiar seus
desenvolvimentos (Leite e Araujo-Lima, 2002; Silva e Leite, 2013), e esses ambientes podem
constituir areas-chave de bergario para varias espécies comercialmente importantes, tanto
sedentdrias quanto migratorias.

Dada a sua importancia para a sobrevivéncia e desenvolvimento dessas espécies,
impactos na estrutura desses habitats podem afetar a produtividade da pesca alterando o
recrutamento, abundancia e, finalmente, composicdo e distribuicdo (Lopes et al., 2014;
Barzotto et al., 2015). Varios estudos mostraram que a reproducdo da fauna de peixes das
varzeas ¢ altamente sazonal (Araujo-Lima e Oliveira, 1998; Humphries et al., 1999; Castro et
al., 2002; Humphries et al., 2002; King et al., 2003), coincidindo com o inicio da estagdo

chuvosa e pulso de inundagdo, periodo caracterizado pela maior abundancia de recursos
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alimentares, o que favorece o crescimento e desenvolvimento das larvas e juvenis (Werner,
2002; Aratjo-Lima e Ruffino, 2003). Isso garante a sobrevivéncia, ¢ enfatiza a importancia
da area de estudo para o recrutamento dessas espécies.

Contudo, conforme ja mencionado, os estudos de ovos e larvas de peixes sdo de
dificil execugdo principalmente devido ao tamanho reduzido e fragilidade desses organismos,
o que limita a percepgao de suas caracteristicas diagnésticas e de seu comportamento (Levin,
2006). A identificacdo do ictioplancton por caracteres morfologicos na regido Neotropical se
torna ainda mais complexa, uma vez que as chaves de identificacdo disponiveis estdo aquém
da elevada diversidade ictiofaunistica conhecida (Reis ef al., 2003). Isso influencia de
maneira negativa a realizagdo de pesquisas nessa area, tornando a elucidagdo de processos
ecologicos associados a esses organismos um desafio, devido principalmente a caréncia de
especialistas para todos os grupos de peixes e ao elevado custo para amostragens a partir de
capturas diretas em areas remotas ou de dificil acesso.

Estudos com ictioplancton comumente sdo desenvolvidos para uma Unica espécie (ou
espécies de um mesmo grupo), € tém a finalidade de usar a distribuicdo e a abundancia dos
ovos, para estimar a biomassa da popula¢ao adulta com capacidade de desova (Ahlstrom e
Moser, 1976). As larvas também podem ser monitoradas para fins de compreensdo das
flutuacdes na dindmica populacional das espécies, ou, ainda, para avaliar os recursos
pesqueiros em geral e estimar o potencial de renovagdo e manutencdo dos estoques (Nakatani
et al., 2001), sendo necessario o desenvolvimento e emprego de novas abordagens
metodoldgicas para ampliar e facilitar a geragdo de conhecimento cientifico para as
aplicagdes supracitadas.

Entretanto, os estudos sdo espacialmente concentrados em poucas localidades, como
nas bacias do Amazonas (Aratjo-Lima e Oliveira, 1998; Lima e Araujo-Lima, 2004), do
Parana (Baumgartner et al., 1997; Baumgartner et al., 2004; Reynalte-Tataje et al., 2011;
Reynalte-Tataje, 2013), do Sado Francisco (Souza, 2013) e no Pantanal (Severi, 1997). Por
outro lado, as pesquisas frequentemente associam a ocorréncia das larvas de peixes a
atividade reprodutiva dos adultos (Sanches et al., 2006; Godinho et al., 2010; Suzuki e
Pompeu, 2016), correlacionando diferentes padrdes de desova com as espécies de ambientes
1€nticos ou loticos. Uma conclusdo comum dessas pesquisas € que o periodo de cheias dos
rios € 0 que mais favorece a sobrevivéncia das larvas (Lowe- McConnell, 1999; Agostinho et
al., 2004).

A insuficiéncia, em algumas areas, de estudos dos aspectos bioldgicos, populacionais
e ecoldgicos, sem considerar todas as fases do ciclo de vida de muitas das espécies, acabam

por comprometer a precisdo nas propostas de planos de manejo, podendo colocar em risco a
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sustentabilidade da pesca e conservagdo destes recursos pesqueiros. Além disso, ha uma
caréncia de dados para subsidiar estimativas sobre a manutencdo do equilibrio destes
estoques, que dependem da integridade das areas de desova e do conhecimento sobre a
distribuicao e dispersdo dos ovos ¢ larvas de peixes, que de acordo com Nakatani (1994),
constitui-se em dados importantes na racionaliza¢do do aproveitamento dos recursos hidricos.
Essas informacdes sdo valiosas na tomada de medidas efetivas de prote¢do ¢ manutengao dos
estoques pesqueiros (Zacardi et al., 2014).

O periodo de enchente dos rios amazdnicos ¢ fundamental para a atividade
reprodutiva de muitas espécies de peixes, principalmente dos Characiformes e Siluriformes
(Araujo-Lima, 1984). Nesta fase do ciclo hidrolégico, muitas espécies deslocam-se dos
tributdrios até a calha dos rios principais para desovarem. Um modelo bem conhecido de
reproducdo dos peixes migradores € proposto por Goulding (1980), no qual os peixes saem
anualmente dos lagos, igarapés e rios de aguas pobres para desovarem em ambientes
considerados ricos em nutrientes. Diversos autores como Leite e Aratjo-Lima (2002), Leite
et al. (2006), Mounic-Silva e Leite (2013) comentam que as areas marginais dos rios de
aguas brancas, que sdo alagadas periodicamente pelo pulso de inundacdo garantem melhores
condi¢des de crescimento e aumentam a probabilidade de sobrevivéncia das espécies.

Embora os rios sejam favoraveis ao desenvolvimento de larvas de peixes,
principalmente o rio Amazonas que ¢ muito produtivo, no seu canal principal nao ha
producdo bioldgica suficiente para o sustento das larvas (Fisher, 1978; Forsberg, 1985). Por
essa razdo, € raro encontrar larvas de Characiformes em atividade alimentar na calha do rio
Amazonas (Leite, 2000). Enquanto as larvas possuem o saco vitelinico, elas sdo conduzidas
pelas dguas dos rios no seu canal principal até atingirem as areas de inundagdo onde
adquirem seu primeiro alimento exdgeno (Leite e Aratjo-Lima, 2002).

Baseado nesse cendrio, destaca-se a importancia de estudos relacionados ao
ictioplancton, que agregam dados valiosos para o conhecimento da biologia reprodutiva dos
peixes (Hempel, 1973), pois podem fornecer o conhecimento de areas e periodo reprodutivo
preferenciais, possiveis rotas migratorias e sucesso no recrutamento (Baumgartner et al.,
2004; Bialetzki et al., 2005; Reynalte-Tataje et al, 2011). Essas informagdes sao
extremamente importantes para monitoramento ecoldgico, andlises de impactos ambientais e
desenvolvimento de planos de conservagdo ¢ manejo.

A abordagem de DNA barcoding usando o método de sequenciamento Sanger pode
ser muito util para identificar amostras de ictioplancton em nivel especifico, desde haja
abrangéncia e confiabilidade nas sequéncias depositadas nos bancos de dados genéticos. No

Brasil, sdo exemplos de estudos para identificagdo de ictioplancton a partir do DNA
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barcoding para a bacia do alto rio Parana (Becker et al., 2015) e Sao Francisco (Almeida et
al., 2018) para a regido Neotropical. A abordagem de DNA barcoding ¢é usada
principalmente para documentar/caracterizar a diversidade de espécies no ecossistema e pode
ter uma cobertura melhor para identificar tdxons raros dentro de um ecossistema (Taberlet et
al., 2012). Nesse contexto, uma abordagem alternativa & métodos de pesquisa tradicionais
baseados em captura ¢ o uso do DNA barcoding para estimar a diversidade de peixes de um
determinado local ou regido.

Apesar de que qualquer parte do genoma poder ser usada para delimitar as espécies,
certas caracteristicas como taxa de mutacao (taxa de evolugdo molecular), disponibilidade de
primers universais, sequéncias curtas com sinal filogenético suficiente e disponibilidade de
banco de dados taxondmico abrangentes, sdo algumas das caracteristicas importantes a
considerar antes de selecionar um fragmento de DNA para estudos moleculares (Pavan-
Kumar et al., 2015). Diante disso surgiu o DNA barcoding que ¢é a representagdo de uma
determinada espécie por uma regido de cerca de 650 pb gene citocromo mitocondrial
citocromo oxidase subunidade I (COI) foi definida como padrdo para animais (Hebert ef al.,
2003). O DNA barcoding utiliza genes taxonomicamente informativos para delimitar
espécies e designar genes barcodes para os distintos grupos de seres vivos. Essa abordagem
resultou na criagdo de enormes bancos de dados de referéncia que incluem detalhes
taxondmicos das espécies junto de sequéncias de DNA barcoding, sendo as principais o
GenBank (Benson et al., 2013) e o BOLD (Ratnasingham e Hebert, 2007). Esses bancos de
dados de sequéncias de genes de referéncia sdo Uteis na atribuicdo de taxon a uma amostra
desconhecida comparando a similaridade de sequéncias de gene do DNA barcoding da
amostra com banco de dados de referéncia.

Diante disso o presente capitulo propde o monitoramento de espécies-alvo de peixes
de interesse para conservacao e manejo em lagos de diferentes categorias inseridos em areas
protegidas no baixo rio Purus, por meio da aplicagdo da técnica de DNA barcoding em
amostras de ictioplancton (ovos e larvas) coletadas nos pontos fixos de amostragem do

Programa Ecologico de Longa Duragdo (PELD) - Diva.

Material e métodos
Amostragens de material biolégico

Para as amostragens de ictioplancton, foram utilizadas rede de plancton do tipo
conico-cilindrica, com malha de 0,5 mm e 4rea da boca de rede de 0,1104 m?. Em cada local
de coleta, a rede foi mantida a superficie da 4gua em arrasto horizontal por aproximadamente

10 minutos em dois periodos do dia, em consonancia com os horarios de revista dos
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conjuntos de rede de espera simples. O material obtido em cada amostragem de ictioplancton
foi filtrado em malha de 0,5 mm e imediatamente acondicionado em alcool 96%, armazenado
em recipiente isotérmico com gelo e transportado para o do Laboratério de Biologia e
Genética de Peixes — UNESP/Botucatu. Em laboratorio, o material foi triado em
estereomicroscopio, separado em ovos e larvas de peixes, morfotipados e fotografados. Em
seguida os materiais foram reintroduzidos em solugdo de alcool 96% até a aplicagdo dos
protocolos moleculares para obtengao de fragmentos do gene COI.

Quando as caracteristicas diagnosticas puderam ser visualizadas, os morfotipos foram
classificados quanto ao estagio larval e identificados até o menor nivel taxondmico possivel
com base em Nascimento e Araujo-Lima (1993), Nakatani et al. (2001); Zacardi et al. (2017),
Oliveira ef al. (2022), Cajado et al. (2021) e Cajado et al. (2023).

Extracao, amplificacdo e sequenciamento do DNA

A extragdo do DNA total das amostras foi realizada a partir de representantes de
larvas ou ovos de cada morfotipo, preservado em alcool 96%, com o kit Wizard ® Genomic
DNA Purification (Promega, EUA), segundo as instru¢cdes do fabricante e o protocolo
proposto por Ivanova et al. (2006), e adotado para tecidos de peixes por Nobile et al. (2019).
As sequéncias parciais do gene mitocondrial Citocromo oxidase subunidade I (COI) foram

amplificadas por reacdo em cadeia polimerase (PCR) com dois conjuntos de primers (Quadro
1).
Quadro 1. Conjuntos de primers utilizados para amplificagdo e sequenciamento do gene

mitocondrial Citocromo oxidase subunidade I (COI) das espécies de peixes coletadas em

areas protegidas do baixo rio Purus, Estado do Amazonas.

Conjunto Identificacdo Sequéncias Descricao
FISH-F1 5’-CA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3’ Ward et al. (2005)
: FISHRI1 5’-TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA~’ Ward et al. (2005)
FISH-F6 5’-CY AAY CAC AAA GAY ATT GGC A~ Jennings et al. (2019)
2 FISH-R7 5’-AR ACT TCT GGR TGD CCR AAG AAY CA-~’ Jennings et al. (2019)

As reacgdes foram realizadas em um volume de reag¢do de 12,5 pL. por amostra, contendo
1,25 pL de 10x PCR buffer, 0,50 puL MgCI12 (50 mM), 0,50 uL dNTPs (2 mM), 0,25 pL de
cada primer F(foward) e R(reverse) (10 mM), 0,20 uL de PHT Taq DNA polimerase
(Phoneutria Biotecnologia e Servigos Ltda, Brasil; 5 U/ul), 2 uL. de DNA (50ng a 100ng) ¢
7,55 uL de ddH20. A reagao de PCR consistiu em uma desnaturagao inicial (3 min a 95°C),
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seguida por 30 ciclos de desnaturagdo da cadeia (20 s a 94°C), hibridizagdo do primer (45 s a
52°C ou 45 s a 50°C), extensdo do nucleotideo (1 min a 68°C), e uma extensao final (7 min a
68°C). Todo os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% para verificagdo
da amplificagdo do produto em forma de banda através de um corante revelado em
transiluminador (Griffiths et al., 2016) e purificados com ExoSap-IT (USB Corporation)
seguindo as instrugdes do manual. O produto purificado de PCR foi submetido a reacdo de
sequenciamento por meio do kit Big DyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems, Austins, USA), sendo purificado por precipitagio em
EDTA/Acetato de sodio/etanol e analisado em sequenciador de DNA automatico, modelo
ABI 3130-Genetic Analyzer (Applied Biosystems) no Instituto de Biotecnologia - IBTEC, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, campus de Botucatu, SP.

Analise de dados

As sequencias Forward e Reverse de DNA barcoding obtidas para cada morfotipo do
ictioplacton foram editadas e submetidas a funcdo “Align/Assemble — De Novo Assemble”
para obtencao do consenso no programa Geneious 7.1.4 (Kearse et al., 2012) e verificagdo da
presenga de inser¢des, delecdes e/ou codons de parada (stop codons). Com o intuito de
identificar os morfotipos sequenciados a partir da DNA barcoding, cada uma das sequéncias
consenso foi comparada com o banco de dados das sequéncias DNA barcode das espécies de
peixes do trecho baixo do rio Purus apresentado no Capitulo 1. Para tal comparacdo, as
sequéncias de todas as espécies de peixes e todas as sequéncias referentes aos morfotipos de
ictioplancton foram alinhadas usando-se o editor MUSCLE acoplado ao sofiware MEGA v.
11.0.3 (Tamura et al., 2021). Ainda no software MEGA foram calculadas, par a par, as
distancias genéticas dos morfotipos com as espécies pela ferramenta “Compute pairwise
distances” e construidos dendrogramas baseados no método de Neighbor-Joining (NJ) para
se obter uma representagdo grafica do padrao de distribuicdo da divergéncia genética pelo
modelo Kimura-2-parametros (K2P), com base 1000 repetigdes por meio do método
bootstrap. Pares formados por morfotipos e espécies que apresentaram valores de distancia
genética (K2P) menores que 2% (Ward et al., 2005) foram objeto de analise e discussao, com
foco na identificacdo das espécies pela menor distancia genética possivel entre cada
morfotipo e a espécie candidata para servir de base para identificacao.

As amostras de ictioplancton, por sua vez, serdo utilizadas para verificar a
presencga/auséncia de espécies-alvo e inferir sobre a presenca destas espécies em estagios de

vida que indiquem atividade reprodutiva (ovos e larvas), por meio de sua identificagdo pela
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técnica do DNA barcoding. Com informacgdes sobre presenga/auséncia e identifica¢do de tais
espécies nos estagios de ovos e larvas, serd possivel avaliar se a escolha do nivel de protegao
e manejo dos lagos corrobora os respectivos objetivos de conservagdo que definiram as
categorias (prote¢do, manejo ou uso), e entender se as espécies estdo usando os lagos para
fins de reprodugao.

Para avaliar a eficiéncia do mecanismo de escolha dos lagos para os multiplos fins
(prote¢do, manejo ou exploracdo ‘“abertos”) as informacdes sobre presenca/auséncia das
espécies-alvo em estagios de desenvolvimento reprodutivo (ovos e larvas) nas diferentes
categorias de lagos foram obtidas por meio do alinhamento das sequéncias obtidas pela
técnica de DNA barcoding da ictiofauna e do ictioplancton. Os alinhamentos obtidos
(espécies identificadas) com o cruzamento das sequéncias de DNA barcoding obtidas
indicam que as espécies se encontram nas fases de desenvolvimento de ovos e larvas, ou seja,
a espécie esta se reproduzindo no ambiente amostrado.

Com bases nas espécies identificadas pelo alinhamento das sequéncias de DNA
barcoding sera possivel confirmar se as espécie-alvo estdo utilizando os lagos de varzea para
a reproducgdo e em qual a categoria de uso dos lagos os ovos e larvas cada uma das espécies-
alvo foram identificadas. Essas informagdes representardo um importante subsidio para a
tomada de decisdo sobre a manutengdo (validacdo da escolha) ou proposta de alteracdo da
categoria do lago (recategorizagdo), na RDS-PP em que tal condicdo ¢ suportada pela

categoria de unidade de conservagao.

Resultados

As amostragens de ictioplancton resultaram em 32 amostras, referentes a quatro
periodos hidrolégicos (duas secas e duas enchentes) nos oito locais fixos de amostragem.
Destas amostras, nove ndo apresentaram ovos e/ou larvas. No total foram registrados 285
ovos, 5.260 larvas, enquadrados em 24 morfotipos (Figura 1). Dentre os morfotipos larvais,
verificou-se a dominancia do morfotipos M3 (31,2%) ¢ M8 (12,8%) e M21 (7,8%), que
representam 51,8% das larvas coletadas. O morfotipo M22 foi o tnico morfotipo de ovo
fotografado devido a problemas no microscopio estereoscopico digital com camera acoplada
do laboratorio.

Dos 24 morfotipos de ictioplancton, 50% foi identificado a partir da obtencdo de
sequéncias de fragmentos do gene COI obtidas por meio de sequenciamento de Sanger,
utilizando-se como métrica para tomada de decisdo os menores valores de distdncia genética
€ 0 posicionamento na espécie no dendrograma, que indicassem elevada similaridade com

determinada espécie (Tabela 2, Material Suplementar 3). Os componentes do ictioplancton
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identificados pertencem a 12 espécies, enquadradas em 10 géneros, nove familias e cinco
ordens (Figura 2). Characiformes e Siluriformes foram as ordens mais representativas, com
cinco e trés morfotipos identificados a nivel de espécie respectivamente. Em seguida,
Clupeiformes com 2 morfotipos, ¢ Gymnotiformes e Perciformes com um unico morfotipo
identificado pela técnica de DNA barcoding.

Quanto aos enquadramentos nos critérios de elegibilidade que determinaram as
espécies-alvo (ver Material e Métodos do Capitulo 1), as identificacdes dos morfotipos a
partir do DNA barcoding propiciaram a recuperagdo de oito espécies-alvo dentre as 12
identificadas. As espécies recuperadas na categoria interesse comercial (IC) foram
Triportheus rotundatus, Pseudoplatystoma tigrinum, Sorubim lima, Schizodon fasciatus, e
Hoplias malabaricus, e Plagioscion squamosissimus. Quatro espécies foram enquadradas
nas categorias interesse ornamental ou para aquariofilia (AO), sendo estas Brachyhypopomus
brevirostris, Triportheus albus, Triportheus rotundatus, ¢ Hoplias malabaricus. Na categoria
protecdo legal (PL) foram enquadradas: Triportheus albus, Triportheus rotundatus e

Pseudoplatystoma tigrinum.
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Figura 1. Morfotipos de ictioplancton amostrados na RDS-PP e Rebio Abufari entre os anos

de 2020 e 2022 nos locais fixos de amostragem (M: Morfotipo).
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Figura 2. Grafico do tipo PieDonut com ordens e familias de larvas e ovos de peixes
neotropicais identificadas nos locais de coleta fixos da RDS-PP e Rebio Abufari, com
representacdo de ordens (area Pie do grafico) e familias com respectivo morfotipo

identificado por ordem (4rea donut do grafico).
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Tabela 2. Lista dos morfotipos de ictioplancton, com descri¢do do estagio ontogenético,

identificacdo proposta com base em caracteres morfoldgicos, identificagdo molecular com

base na comparagdo das sequéncias obtidas com a base de dados (ver Resultados, Capitulo 1),

espécies de peixes capturadas na Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Piagagu-Purus

(RDS-PP) e Reserva Biologica de Abufari (Rebio Abufari), e distancia genética com base no

método Kimura-2-pardmetros (K2P), obtido a partir de 1000 repeti¢des pelo método

Bootstrap. ECE: Enquadramento quanto aos critérios de elegibilidade: Restri¢do Legal: PLA

- Portaria IBAMA n° 48 de 05 de novembro de 2007; ; Importancia Economica: IC - Santos

et al., (2009); Importancia para aquariofilia ou uso ornamental: AO - Instru¢do Normativa

Interministerial MAPA/MMA N°1 de 3 de janeiro de 2012. Os dendrogramas representativos

dos valores de distancia genética entre os morfotipos e as espécies definidas pela

identificacdo molecular sdo apresentados no Material Suplementar 3.

M.O rfot Estag}o_ Identlﬁ?a?ao Identifica¢io molecular Dlsta,m_cla ECE
ipo ontogeneético morfolégica genética
. ~ . Brachyhypopomus brevirostris
M1 Pré-flexdo Gymnotiformes (Steindachner 1868) 0.00% AO
M2 Pré-flexao ? -
M3 Pos-flexdo Triportheus albus Triportheus albus Cope 1872 0,00% PLA; AO
. Triportheus . . PLA;
M4 Juvenil angulatus Triportheus rotundatus (Jardine 1841) 0.00% AO: IC
- . Pseudoplatystoma tigrinum .
M5 Larval vitelino Silurformes (Valenciennes 1840) 0.00% PLA; IC
. N . . Raphiodon vulpinus Spix ¢ Agassiz
M6 Pos-flexao Raphiodon vulpinus 1829 0.00%
, < . Sorubim lima (Bloch e Schneider
M7 Pré-flexao Sorubim sp. 1801) 0.00% IC
. ~ . Schizodon fasciatus Spix e Agassiz
M8 Pos-flexdo Schizodon sp. 1829 0.00% IC
. N Hoplias . . )
M9 Pos-flexdo malabaricus Hoplias malabaricus (Bloch 1794) 0.00% AO; IC
M10 Pré-flexao ? -
Ml11 Pré-flexao ? -
M12 Pos-flexao Anchoviella sp. Anchoviella juruasanga Loeb 2012 0,00%
M13 Flexao ? -
M14 Flexao ? -
M15 Pré-flexao ? -
Ml16 Pré-flexao ? -
M17 Flexao ? -
M18 Larval vitelino ? -
M19 Flexao ? -
M20 Flexao ? -
N . Anchoviella jamesi (Jordan e Seale
M21 Flexao Engraulidae 1926) 0.00%
0 Embri Loricariichthys nudirostris
M22 vo _ﬁn{ari rao Loricariichthys sp. (Valenciennes 1840) 0,00%
Loricaria cataphracta Linnaeus 1758 0,34%
M23 Larval vitelino Hyp oclmgmus -
mentalis
Plagioscion squamosissimus (Heckel IC
~ . 1840) 0,00%
M24 Flexdo Plagioscion sp. Plagioscion montei Soares e Casatti
2000 0,00%
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Dos 12 morfotipos em que foi possivel a identificagdo a nivel especifico pela técnica
molecular do DNA barcoding, duas situacdes merecem destaque por terem gerado duas
espécies candidatas a identificagdo. Nos demais casos obteve-se apenas uma espécie
candidata pelos critérios de tomada de decisdao adotados (Tabela 3).

Pela identificagdo molecular do morfotipo 22, identificado morfologicamente como
Loricariichthys sp., foram recuperados baixos valores de similaridade com Loricariichthys
nudirostris (0%) e Loricaria cataphracta (0,34%), gerando, portanto, duas espécies
candidatas a identificagdo. O morfotipo 24, identificado pelos caracteres morfoldgicos como
Plagioscion sp. obteve elevada similaridade de sua sequéncia de DNA barcode com
Plagioscion squamosissimus ¢ P. montei, ambas com 0% de distdncia genética, o que gerou
também a possibilidade de identificacdo em duas espécies.

Quanto a distribuicao dos morfotipos por unidade amostral (lago) e periodo de coleta
(més/ano), verificou-se que os locais de amostragem enquadrados na categoria manejo e
protecdo apresentaram maior riqueza de morfotipos do ictioplancton, com destaque para o
lago Caraipé (protecdo) com oito morfotipos identificados no periodo de seca de 2021,
seguido pelo lago Apui (manejo) com quatro morfotipos identificados no periodo de seca de
2021, Itapuru-Mirim (protecdo) e Assoalhador (protecdo) ambos com trés morfotipos no
periodos de seca de 2021 e enchente de 2022 respectivamente.

Dentre as 23 amostras que continham ictioplancton (ovos e/ou larvas), nenhum
morfotipo larval foi identificado pela técnica de DNA barcoding em dez amostras, enquanto
em 11 amostras 100% dos morfotipos foram identificados pela técnica molecular. Em duas
amostras houve recuperacdo parcial, com 75% e 66,7% dos morfotipos identificados pelo
DNA barcoding.

Salienta-se que todas as amostras de lagos abertos ndo tiveram os morfotipos
recuperados pela comparagdo das sequéncias com o banco de dados de espécies de peixes.
Nos lagos de protecdo, em cerca de 70% das amostragem obtidas foi possivel identificar
todos os morfotipos, enquanto que em lagos de manejo a recuperagdo integral ocorreu em

50% das amostras (Tabela 3).
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Tabela 3. Relacdo de espécies identificadas (recuperadas) por amostras de ictioplancton pela técnica de DNA barcoding, a partir dos morfotipos de

ovos e larvas coletadas no baixo rio Purus, area de influéncia da RDS Piagacu-Purus e Rebio Abufaria. Também sdo apresentadas informacdes sobre

abundancia do ictioplancton, periodo e local de coleta, categoria do lago e nome da unidade de conservagdo, além da porcentagem de espécies

recuperadas pelo DNA barcoding por amostra.

A . . ° .
ucC Categoria Lago Coleta Agzlll:rt;csla ixg;{;ﬁfgﬁ: ) Espécie(s) recuperada (s) feg:peesf:;:;s

RDS-PP Aberto Peauzinho Fev/2022 1 MI10 MI10 0%

RDS-PP Aberto Xaviana Fev/2020 17 M19 M19 0%

RDS-PP Aberto Xaviana Fev/2022 1 MI13 MI13 0%

RDS-PP Aberto Xaviana Out/2021 121 M17; M20 M17; M20 0%

RDS-PP Manejo Apui Fev/2020 24 M14 M14 0%

RDS-PP Manejo Apui Fev/2022 138 M15; M16 M15; M16 0%

. , M3; M4; M24; Triportheus albus; Triportheus rotundatus, Plagioscion

RDS-PP Mangjo Apui Out/2021 1699 MI18 Y squamosissimusl;Plagi oscion montei ; M. [gS 5%

RDS-PP Manejo Apui Out/2022 153 M3; M4 Triportheus albus; Triportheus rotundatus 100%

RDS-PP Manejo Tendalzinho  Out/2021 260 M3 Triportheus albus 100%

RDS-PP Manejo Tendalzinho ~ Out/2022 120 M4 Triportheus rotundatus 100%

RDS-PP Protecdo Caraipé Fev/2020 25 M2 M2 0%

_ M1: M3: M4- M5: Brachyhypopomus brevirostris; Triportheus albus, Triportheus
RDS-PP Protegdo Caraipé Out/2021 1450 S o rotundatus, Pseudoplatystoma tigrinum,; Raphiodon vulpinus, Sorubim 100%
M6, M7; M8; M9 . ; ; ; ;
lima ; Schizodon fasciatus; Hoplias malabaricus

RDS-PP Protecdo  Itapuru-Mirim  Fev/2020 21 MI15; M16 M15; M16 0%

RDS-PP Protegdo  Itapuru-Mirim  Out/2021 197 M12: M21; M23 Anchoviella juruasanga: Anchoviella jamesi; M23 66,70%

RDS-PP Protecdo  Itapuru-Mirim  Out/2022 143 M12 Anchoviella juruasanga 100%
REBIO ABUFARI  Protegédo Assolhador Fev/2020 53 M13; M14 M13; M14 0%
REBIO ABUFARI  Protegédo Assolhador Fev/2022 137 M10; M11; M13 M10; M11; M13 0%
REBIO ABUFARI  Protegdo Assolhador Out/2021 202 M§8; M21 Schizodon fasciatus; Anchoviella jamesi 100%
REBIO ABUFARI  Protegéo Assolhador Out/2022 91+ 101 ovos M21; M22 Anchoviella jamesi; Loricariichthys nudirostris/Loricaria cataphracta 100%
REBIO ABUFARI  Protegéo Mosca Fev/2020 1 M8 Schizodon fasciatus 100%
REBIO ABUFARI  Protegéo Mosca Fev/2022 29 M8 Schizodon fasciatus 100%
REBIO ABUFARI  Protegéo Mosca Out/2021 268 M4 Triportheus rotundatus 100%
REBIO ABUFARI  Protegéo Mosca Out/2022 109 M3 Triportheus albus 100%
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No periodo de outubro de 2021, que representa a estacdo de seca na regido do baixo
rio Purus, houve o registro do maior nimero de larvas, notadamente nos lagos Apui com
1691 individuos e Caraipé com 1450 individuos (Figura 3), lagos de protecdo e manejo
respectivamente. Ainda que em menor quantidade, outros lagos de prote¢do e manejo
também apresentaram numero relevante de larvas, com destaque para os lagos Itapuru-Mirim
e Mosca nos periodos de seca e Assoalhados em ambos os periodos avaliados (seca e
enchente). Na categoria manejo o lago Tendalzinho apresentou valores relevantes de
abundancia de larvas no periodo de seca enquanto no lago Apui esses valores foram
registrados no periodo de seca e enchente.

Ovos foram registrados em maior quantidade em outubro de 2022, principalmente nos
lagos Assoalhador (n=101), Itapuru-Mirim (n=46) e Mosca (n=42), ambos lagos de prote¢do
(Figura 9). Ovos de peixes ndo foram coletados em lagos abertos, que também apresentaram
as menores quantidades de larvas (2,6% do total), tendo sido obtidas apenas 3 amostras de
ictioplancton para essa categoria de lago. A maioria das larvas foi coletada em lagos de
protecao (51,8%) seguido por lagos de manejo (45,5%).

Pelos resultados obtidos, tendo como base as amostragens realizadas ¢ possivel
afirmar, que o periodo de seca representa um momento importante para as potenciais
espécies de peixes representados pelos ovos e larvas obtidos, assim como a existéncia de

algum tipo de regulagdo do uso, seja 0 manejo ou a protecao dos lagos.
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Figura 3. Abundancia de ovos e larvas de peixes coletados na RDS-PP e Rebio Abufari entre os anos de 2020 e 2022 nos locais fixos de

Lago
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amostragem, distribuidos por evento de coleta e por categoria de uso/apropriacdo dos recursos naturais
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As 23 amostras de ictioplancton em que foram identificadas a presenca de ovos e/ou
larvas de peixes serviram de base para montagem de pools para futuras analises por meio da
técnica de DNA metabarcoding. Os pools foram compostos pela distribuicao igualitiria dos
morfotipos (ovos e/ou larvas) identificados por amostras, sendo todos os pools de um mesmo
lago e periodo do ano clones hipotéticos. Com base na abundancia de larvas e no
comprimento dos morfotipos, o nimero de pools por local/periodo variou de 1 a 23. Foram
montados 112 pools de larvas no total e destes 65 foram selecionados para as analises
futuras de metabarcoding com selegdo aleatdria de no maximo quatro pools por local/periodo

(Figura 4) nos casos em que o numero de pools excedeu este valor.

Few 2329
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Figura 4. Numero de pools de larvas de peixes coletados na RDS-PP e Rebio Abufari entre
os anos de 2020 e 2022 nos locais fixos de amostragem, distribuidos por evento de coleta,

por categoria de uso/apropriagdo dos recursos naturais e por Unidade de Conservagao.

No total, foram obtidos 16 pools de ovos de peixes e todos foram selecionados para as
analises moleculares, pois ocorreram em quantidade menor ou igual a quatro (Tabela 4).
Portanto os procedimentos para analise de metabacoding recairdo sobre 81 pools em niimeros

totais.

130



Tabela 4. Numero de pools de ovos de peixes coletados na RDS-PP e Rebio
Abufari entre os anos de 2020 e 2022 nos locais fixos de amostragem,
distribuidos por evento de coleta, por categoria de uso/apropriacdo dos recursos

naturais e por Unidade de Conservagao.

ucC Categoria Lago Coleta N° de pools de ovos
RDP-PP Manejo Tendalzinho Out/2022 2
RDS-PP Manejo Apui Out/2021 3
RDS-PP Protecao Itapuru-Mirim  Out/2022 2
Rebio Abufari Protegdo Assolhador Fev/2022 2
Rebio Abufari Protegdo Assolhador Out/2021 1
Rebio Abufari Protegdo Assolhador Out/2022 4
Rebio Abufari Protegdo Mosca Out/2022 2

Discussao

Na regido Neotropical, o principal obstaculo para estudos sobre a composi¢ao
taxondmica das comunidades ictioplanctonicas ¢ a identificagdo de ovos e larvas de peixes
coletados em ambiente natural (Nakatani et al., 2001; Bialetzki et al., 2008; Zacardi et al.,
2014), principalmente em nivel taxondmico de espécie. Segundo Zacardi (2009), isto deve-se
a descricdes incompletas e dispersas, incongruéncias taxonomicas, dificuldade para
identificar as formas adultas de alguns grupos e grande similaridade morfoldgica nos
primeiros estagios de desenvolvimento das larvas, o que gera limitagdes na identificacdo de
areas de recrutamento. A caréncia dessas informagdes contribui para lacunas de
conhecimento necessarios a propostas de manejo sustentavel de pesca e a proposicao de
estratégias de conservagdo (Mariac et al., 2021). Considerando-se a limita¢ao técnicas da
abordagem tradicional de estudo do ictioplancton baseada na captura e identificagdo a partir
de caracteristicas morfologicas de larvas e ovos de peixes de dgua doce, a identificacdo de
larvas por meio da obten¢do de sequéncias DNA barcode usando sequenciamento Sanger
individual constitui uma alternativa bastante efetiva. Dessa forma, o presente estudo limitou-
se a separar as larvas coletadas em morfotipos quando possivel identifica-las pela morfologia,
visto que a proposta central ¢ a identificagdo em menor nivel taxondmico a partir da técnica
de DNA barcoding, tendo como referéncia o banco de dados obtido pelo sequenciamento do
DNA barcode dos exemplares adultos e juvenis das espécies de peixes coletados.

O morfotipo M3, que apresentou maior abundancia considerando todas as
amostragens foi identificado por meio da técnica de DNA barcoding como Triportheus albus.
Os outros dois morfotipos com maior participagdo em abundancia M8 e M21 foram

identificados pelo método molecular como Schizodon fasciatus e Anchoviella jamesi
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respectivamente.

O género Triportheus Cope 1872 ¢ exclusivamente Neotropical, composto por
espécies de pequeno e médio porte, sendo distinguidos principalmente por ter o corpo
comprimido lateralmente, coracoides expandidos formando uma quilha antero-ventral
proeminente e nadadeiras peitorais alongadas (Malabarba, 2004; Sleen e Albert, 2018). As
espécies desse género apresentam habito alimentar onivoro e adaptabilidade a varios
ambientes, até lagos com baixa concentracdo de oxigénio (Garcia-Davila e outros, 2018;
Pereira e Castro, 2014).

Tripotheus forma cardumes que se deslocam em direcdo aos rios de dguas brancas
para efetuar a desova durante o periodo de maior nivel fluviométrico (Ferreira et al., 1998),
contribuindo com elevado numero de individuos recém-eclodidos derivando na calha dos rios
de aguas brancas no periodo de enchente e baixos valores de abundancia nos periodos
subsequentes (Aratjo-Lima ef al., 2001), além disso sdo utilizados como fonte de alimento
na pesca comercial e de subsisténcia das comunidades tradicionais (Ferreira et al., 1998;
Doria e Queiroz, 2008). Apesar desta importancia socioecondmica, apenas alguns trabalhos
estudaram a ecologia larval e o desenvolvimento inicial de espécies deste género (e.g. Cajado
et al., 2021; Ponte et al., 2016).

Em éareas de varzea da Amazonia Central, na area de influéncia da Reserva de
desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud, a elevada densidade de larvas de Triportheus no
periodo de enchente e cheia, verificada por Ponte et al. (2016), pode estar relacionada com a
estratégia reprodutiva destas espécies, ja que a maioria das espécies da ordem Characiformes
deslocam-se dos diversos lagos e tributarios até a calha dos rios principais, durante o periodo
de enchente, para efetuarem a desova (Aratjo-Lima et al., 2001). Neste periodo do ciclo
hidrolégico, as condi¢des ambientais sdo favoraveis ao desenvolvimento inicial do ciclo de
vida destes peixes, uma vez que ha formacdo de novos habitats e maior disponibilidade de
alimentos (Leite et al, 2006; Mounic-Silva & Leite, 2013), sendo favoraveis ao
desenvolvimento larval até¢ a fase juvenil. Ponte et al. (2016) também verificaram maior
presenca de larvas de Triportheus em lagos de varzea e nas margens, estando esse padrao
condicionado as condigdes favoraveis que essas areas oferecem ao seu desenvolvimento
inicial.

Mariac et al. (2021) verificaram também na bacia amazdnica, para os rios Maranon
e Ucayali, que apesar da maioria das espécies seguirem o padrdo de desova descrito para a
bacia amazoOnica sincronizado com o periodo de aguas altas (Lowe-McConnnel, 1987;
Vazzoler ¢ Menezes, 1992), uma propor¢do consideravel realizou a desova no periodo de

vazante. Segundo os mesmos autores Triporheus albus tem um comportamento reprodutivo
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associado aos periodos de vazante e aguas baixas. Segundo os mesmos autores Schizodon
fasciatus apresenta padrdo reprodutivo sincronizado com aguas baixas e enchente, sendo as
inferéncias para estas duas espécies concordantes com os resultados encontrados pelo
presente estudo no baixo rio Purus, areas de influéncias da RDS Piagagu-Purus ¢ Rebio
Abufari.

Com base na identificagdo morfologica, Mendonga (2011), registrou a presenca de
larvas de Pseudoplatystoma tigrinum, Plagioscion sp. e P. squamosissimus, Raphiodon
vulpinus, Triportheus spp. € Schizodon fasciatus no periodo de enchente (entre novembro de
2009 e fevereiro de 2010), no interfluvio Madeira-Solimoes.

Em ambientes de varzea da Amazodnia Central, Bittencourt (2017), detectou a partir
da identificagdo baseada em caracteres morfologicos, a presenca de larvas de Anchoviella sp.
Triportheus albus, Rhaphiodon vulpinus, Hoplias malabaricus, e Triportheus angulatus no
periodo de enchente. Larvas de Plagioscion sp. foram detectadas pela autora durante todo o
ciclo hidrolégico. Tais espécies foram recuperadas pela técnica de DNA barcoding nas
amostras de ictioplancton obtidas na 4rea de amostragem do presente estudo, que esta
inserida no trecho baixo do rio Purus préximo ao interflivio Purus-Solimdes, que apresenta
elevada similaridade ictiofaunistica com as areas de estudo dos trabalhos supracitados.

A maioria das larvas do trecho baixo do rio Purus foi amostrada no periodo de aguas
baixas (seca), resultado discrepante dos padrdes descritos pela maior parte dos estudos, que
documentam uma estreita relacdo reprodutiva das espécies amazdnicas com os periodos de
inundagdo (enchente e cheia), no entanto condizente para algumas espécies com outros
estudos (e.g. Bittencourt, 2017; Mariac et al 2021).

Os resultados aqui apresentados sdo referentes a uma area de elevada produtividade
pesqueira, principalmente devido ao papel das varzeas na riqueza e abundancia de espécies,
pouco estudada em termos de dinamica espacial e sazonal do ictioplancton. Dessa forma os
padrdes, apesar de discrepantes da maior parte do que ¢ documentado na literatura, merecem
ser considerados, visto que uma das vertentes pouca estudadas dos estudos relacionados ao
ictioplancton ¢ a velocidade com que as espécies podem reagir a variagdes hidrologicas
inesperadas.

Dependendo das estratégias reprodutivas (desova Unica, multipla ou continua) as
espécies de peixes podem ser capazes de manter o processo de maturacdo gonadal
(recrudescéncia e vitelogénese) por algumas semanas e retoma-lo quando as condigdes
ambientais adequadas estiverem de volta (Mariac et al. 2021). Quando o nivel dos rios da
Amazonia sobe sem interrupgdes bruscas, denominadas localmente como “repiquete” os

peixes migradores de pequeno a médio porte entram em atividade reprodutiva. Uma
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sequéncia de eventos acontece com a subida do nivel das aguas dos rios dentre elas o
aumento na oferta de alimentos para as larvas e juvenis iniciais dos peixes (Junk, 1973),
podendo servir como gatilho reprodutivo para determinadas espécies. Portanto a
identificacdo de ocorréncia de repiquete em todas as coletas do periodo de seca (4guas
baixas), indica uma potencial explicacdo a diferenca entre os padroes reprodutivos. Além
disso os dados de que uma proporcao consideravel das espécies amazonicas niao sincroniza
sua atividade de forrageamento, ao periodo de inundagdo, sugere que os comportamentos e
padrdes reprodutivos podem ser mais complexos e amplamente distribuidos ao longo do ciclo
hidrologico do que a descrigdes existentes tratam, refletindo na necessidade de maior nimero
de estudos com técnicas altamente resolutivas como o DNA metabarconding pelo
sequenciamento de nova geragdo NGS.

A utilizagdo de DNA metabarcoding tem aumentado de forma expressiva, com cerca
de 80 trabalhos publicados na ultima década, muitos destes estudos ressaltando a dificuldade
de obter uma identificacdo precisa do material coletado (Lira et al., 2022), principalmente
devido a problemas com a enquadramento taxondmico de algumas espécies referentes a
sequencias em bases de dados genéticos e baixa qualidade de algumas sequéncias
depositadas. Alguns destes estudos utilizaram a mesma abordagem de DNA metabarcoding
para identificagdo de amostras de ictioplancton (Nobile et al., 2019; Mariac et al., 2021), com
elevada porcentagem de recuperacdo de espécies e inclusdo de abordagem quantitativa,
porém com sequéncias de DNA barcoding de referéncia extraidas de banco de dados
genéticos Genbank e/ou BOLD. O presente estudo apresenta uma abordagem diferente dos
demais por construir uma biblioteca gendmica de DNA barcoding de referéncia para as
espécies do baixo rio Purus, garantindo dessa forma a possibilidade de verificagdo dos
vouchers e materiais testemunho e se necessario revisdes taxondmicas.

O presente estudo consolida os resultados de um banco de dados robusto e
representativo das espécies de regido amostrada, tornando possivel estudos futuros com a
técnica de DNA metabarcoding do ictioplancton, considerando que todas as amostras
coletadas estdo conservadas em alcool 96% e disponiveis para anélises moleculares (Capitulo
1).

Com base nas caracteristicas morfologicas gerais dos morfotipos e identificagdes
baseadas nas sequéncias DNA barcode, foram confirmados os padrdes verificado para
ictioplancton na Amazonia Central, com dominancia de Characiformes, Clupeiformes e
Perciformes (Araujo-Lima e Oliveira, 1998; Lima e Araujo-Lima, 2004), bem como o
encontrado no baixo Amazonas perto de Santarém (Zacardi et al., 2017), onde Characiformes,

Clupeiformes e Siluriformes dominaram o ictioplancton.
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Com base em Cajado et al. (2021), sugeriu-se que o morfotipos M3 e M4 foram
inicialmente identificados como espécies do género Triportheus em estagio inicial de pré-
flexdo e juvenil e tal proposta foi confirmada pela técnica molecular. A maior abundancia
dos morfotipos M3, M18 e M21, notadamente no lago Apui e Caraipé reforca a importancia
ecologica e conservacionista da categoria de protecdo, sendo estes locais importantes area
para recrutamento de estoque de algumas espécies. Pelos dados de abundancia de ovos e
larvas evidencia-se que a escolha dos ambientes para imposi¢do de restrigdes quanto ao
uso/apropriacdo dos recursos naturais (leia-se prote¢do e manejo) estd alinhado com o
comportamento reprodutivo de algumas espécies, condicdo corroborada pela baixa
abundancia e auséncia de ovos em lagos abertos, que pode figurar com ambientes adversos a
reproducdo das espécies de peixes da regido devido a intensa exploragdo e alteracdo de
habitats em periodos de pesca.

No caso dos morfotipos M22 e M24, cujas comparagdes das sequéncias DNA barcode
com as sequéncias dos bancos de dados resultaram em duas possiveis espécies, foi constatada
a incapacidade da ferramenta molecular de discriminar qual espécie de fato representa cada
um dos morfotipos. Tal condigdo pauta-se na verificagdo de baixos valores de distancia
genética entre individuos adultos dos pares de espécies “Loricariichthys nudirostris e
Loricaria cataphracta (0,3%)” e “Plagioscion squamosissimus e P. montei (0,8%)” (Tabela 3,
Capitulo 1). No caso de individuos adultos, apesar dos valores que demonstram uma alta
similaridade genética entre esses pares espécies, os caracteres morfoldgicos diagndsticos
foram suficientes para distingui-las. No que diz respeito as larvas, como a diferenciagdo
mostrou-se impraticavel, os resultados moleculares deixam em aberto uma proposta unica de
identificacdo a nivel de espécie. Em particular, esses dois casos demonstram que apesar de
conclusiva na maioria das situagdes, a identificagdo por técnicas moleculares carece que uma
analise pormenorizada caso a caso, com base em todas os dados disponiveis para que
proposta de identificacdo em nivel especifico ndo seja tendenciada.

Do ponto de vista da utilizagdo comercial e para subsisténcia, a identificagdo do
morfotipo 24 como P. squamosissimus ou P. montei ¢ indiferente, apesar de apenas P.
squamosissimus constar na literatura como importante do ponto de vista comercial (Santos et
al. 2009). Pela otica ndo cientifica tais espécies sdo facilmente confundidas e as
caracteristicas que as distinguem ndo sdo determinantes para optar pelo uso de uma em
detrimento de outra.

No caso do morfotipo 22, a identificacdo da espécie com bases nos resultados do
DNA barcoding em L. nudirostris ou L. cataphracta ndao geram nenhum prejuizo aos

resultados e discussdes do presente estudo, pois ambas ndo sdo enquadradas nos critérios de
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elegibilidade que definem as espécies-alvo (IBAMA, 2007, Santos et al, 2009,
MEPA/MEMA, 2012). Portanto, as identificagdes moleculares de todos os morfotipos,
particularmente de M22 e M24, ndo geraram qualquer tipo de prejuizo para as inferéncias
aqui apresentadas.

A identificagdo total (100% de morfotipos recuperados) ou parcial (75% ou 66,7% de
recuperagdo) dos morfotipos por meio da técnica molecular de DNA barcoding em 54,2%
das amostras de ictioplancton demonstra o potencial dessa técnica para fins de conhecimento
das espécies que realizam reproducdo nos diferentes locais e ambientes. Ressalta-se que
apesar da eficiéncia, essa técnica pressupde um grande esforgo, principalmente no que tange
aos procedimentos metodologicos para obtengao das sequéncias individuais em laboratorio.

No que diz respeito as espécies-alvo (definidas no Capitulo 1), foi observada uma
relevante participacdo destas nas amostras de ictioplancton, representando cerca de 67% das
espécies identificadas, o que demonstra a importancia da regido do baixo rio Purus para a
reproducdo e o recrutamento de espécies relevantes do ponto de vista socioambiental. Tais
fatores respaldam a necessidade desse tipo de abordagem par afins de
implementagao/manutencdo de medidas de conservagao tendo como foco central o papel dos
recursos pesqueiros na dinamica ecoldgica e da sobrevivéncia e desenvolvimento das
populagdes tradicionais e fortalecimento de arranjos produtivos locais.

A identificacdo de espécies de interesse comercial, de interesse para uso ornamental
ou para aquariofilia e que possuem algum tipo de restricdo legal para captura apenas em
lagos de prote¢do e manejo demonstra claramente o resultado das intervengdes realizadas
nesses locais como mecanismo precursor e/ou facilitar do mecanismo de reprodugao;
enquanto que a auséncia destas espécies nos lagos abertos (onde a pesca ¢ permitida), as
intervengdes antropicas decorrentes da utilizagdo do ambiente para fins comerciais ou de
subsisténcia pode causar alteragdes nas caracteristicas limnologicas ou estruturais dos
habitats, tornando estes ambientes restritivos para o desencadeamento das estratégias e
desenvolvimento reprodutivo de algumas espécies.

Portanto, ainda que restrita a 12 espécies e 24 morfotipos, a utilizagdo do DNA
barcoding como ferramenta para o monitoramento da diversidade de peixes de agua doce
amazonicos com foco na dindmica do ictioplancton mostra-se efetiva e importante,
principalmente quando aplicada a unidades de conservacdo de diferentes tipologias e com
ambientes submetidos a diferentes categorias de apropriagdo e uso dos recursos naturais. A
importancia dos lagos protegidos e manejados para a ictiofauna, espécies-alvo e espécies
exclusivas demonstrada no Capitulo 1, somado aos resultados obtidos por meio das

ictioplancton reforcam a efetividade da escolha destes ambientes para os devidos fins de
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conservagdo e manejo. Complementarmente a categorizagdo dos ambientes, deve ser
ressaltada a importancia das iniciativas e esforcos locais (comunidades tradicionais) e
institucionais (6rgdos de fiscalizagdo e controle) para efetivacdo espacial e temporal das
categorias de lagos de manejo e prote¢do. A efetividade do processo de escolha da categoria
dos lagos verificado por Morales ef al. (2021) para a RDS-Piagacu-Purus, tradicionalmente
pautado no conhecimento tradicional (experiéncia dos pescadores locais) sobre a dindmica e
ecologia dos ambientes aquaticos e questdes logisticas e operacionais que interferem nas
formas de uso dos recursos pesqueiros, deve estar alinhada com agdes de gestdo e decisoes
administrativas para que perdurem e gerem beneficios socioambientais. No caso da Rebio
Abufari, a categorizacdo da reserva como protecao integral (SNUC, 2000) que pressupde a
protecdo integral dos ambientes ndo descarta a necessidade da avaliacdo da efetividade dos
ambientes protegidos.

Pelos resultados obtidos nesse estudo, a categorizacdo dos lagos para fins de protecao
e manejo demonstra efetividade segundo os critérios discutidos para ictiofauna e
ictioplancton. Nossa proposta ¢ que a categorizagdo dos lagos em protecdo e manejo sejam
mantidas no caso da RDS Piagacu-Purus, da mesma forma que foi validada a categoria
protecdo na Rebio Abufari pois lagos abrangidos nessas categorias representam importantes
areas para a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo das espécies de peixes de agua doce
(residentes ou migradoras) que utilizam os habitats e recursos da regido do baixo rio Purus
nas diferentes fases do seu ciclo de vida.

A partir dos resultados aqui apresentados, propomos que os lagos abertos sejam
submetidos a um sistema de alternancia de categoria (rodizio) para que se estabelecam as
condigOes necessarias a presenga de um maior nimero de espécies, com foco no aumento da
abundancia e riqueza de espécies-alvo, e reestabelecimentos das estratégias reprodutivas das
espécies nesses locais. A proposta de alternancia pauta-se na transi¢ao temporaria da
categorizagdo do lago de “aberto” para “protecdo” por no minimo dois ciclos hidrolégicos
completos, acompanhado do monitoramento. Situacdes similares a esta proposta estdo sendo
executadas de forma pratica e informal nos lagos da RDS Piagagu-Purus e monitoradas
experimentalmente pelo PELD-Diva, no entanto com insuficiéncia de ciclos hidrolégicos
continuados dos lagos em diferentes categorias para obteng¢do de resultados passiveis de
andlise e discussao.

Além dos pontos levantados pelo presente estudo, propde-se que a importancia das
espécies que utilizam os locais amostrados para a reprodu¢ao podera ser ampliada e discutida
de forma mais aprofundada com os resultados das comparagdes das sequéncias obtidas pela

técnica de DNA metabarcoding dos 81 pools de ovos e larvas com o banco de dados de DNA
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barcoding.

Consideracoes finais

Por meio dos resultados foi verificado que a relagdo entre os padrdes reprodutivos das
espécies de peixes de planicies de inundagdo amazonicas e o ciclo sazonal podem ser mais
complexos do que o que esta documentado e descrito, € ndo obrigatoriamente associados aos
periodos de inundagdo (4guas altas). Foi possivel identificar que o periodo de seca representa
um importante momento reprodutivo para diversas espécies de interesse para conservagao e
manejo (espécies-alvo).

A categorizagdo dos lagos mostrou-se efetiva para os lagos de protecdo e manejo,
pois representam areas que agregam condi¢des favoraveis a presenca de ovos e larvas,
principalmente de espécies-alvo. Propde-se a manutengdo dos lagos nas categorias protecao e
manejo devido a importdncia desses ambientes para espécies-alvo de peixes e para a
dinamica do ictioplancton.

Agodes de manejo devem incluir, além do emblemadtico pirarucu Arapaima gigas
(Schinz 1822), outras espécies de interesse comercial ou ornamental, propiciando assim o
desenvolvimento das populagdes tradicionais a partir da consolidag¢do de arranjos produtivos
e da cadeia logistica para tais atividades. A implementacdo de acdes de manejo focadas
também em outras espécies importantes socioecologicamente deve ser precedida e embasada
por estudos cientificos e decisdes de gestdo orientadas por decisdes participativas.

Os lagos abertos representam ambientes restritivos para a presenga de formas larvais
e ovos de peixes no trecho do baixo rio Purus, area de influéncia da RDS Piagagu-Purus e da
Rebio Abufari, sendo proposta a alternancia temporaria da categoria aberto para prote¢dao
para o reestabelecimento das condigdes necessarias a sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo das espécies, com foco na manutengdo das populagdes de espécies de interesse

para conservacdo e manejo (espécies-alvo).
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Seq 6 Anchoviella jamesi LBP108832 frame1 654bases

Engraulidae

Seq 7 Anchoviella juruasanga LBP 103461 frame1 662bases

Figura 1. Dendrograma das familias Pristigasteridae e Engraulidae (Clupeiformes), gerado

pelo método de Neighbor-Joining, com valores de Bootstrap (em negrito) obtidos em 1000

replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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Seq 13 Acestrorhynchus microleps LBP103349 frame1 525bases Acestrorhynchinae

Seq 14 Priocharax sp. LBP108404 673bases frame1 | Heterocharacinae

Figura 2. Dendrograma da familia Acestrorhynchidae (Characiformes), gerado pelo método

de Neighbor-Joining, com valores de Bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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Figura 3. Dendrograma da familia Anostomidae (Characiformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de Bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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Seq 48 Tetragonopterus chalceus 106095 665b frame1
Tetragonopterinae
Seq 47 Tetragonopterus argenteus LBP 103467 509b frame1
Seq 29 Oxybrycon parvulus LBP108606 292bases frame3 ] Incertae sedis
Seq 28 Serrapinnus sp. LBP103426 663bases frame1 | Cheirodontinae
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Seq 25 Charax macrolepis LBP108747 527bases frame1

Figura 4. Dendrograma da familia Characidae (Characiformes), excetuando-se a subfamilia

Stethaprioninae, gerado pelo método de Neighbor-Joining, com valores de Bootstrap (em

negrito) obtidos em 1000 replicacdes. As distancias genéticas foram calculadas pelo método

de substitui¢ao nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).

149



100 Seq 31 Ctenobrycon hauxwellianus LBP 103435 frame3 638bases

sq| 010 = Seq 32 Ctenobrycon spilurus LBP103440 662bases frame1
- 0 100 —— Seq 36 Hemigrammus levis LBP 108889 665bases frame
0.01 &0 oo Sea 37 Hemigrammus oceliifer LBP108705 441bases frame2
63 T Seq 30 Astyanax bimaculatus 681bases frame3
b o o Seq 41 Moenkhausia graciima LBP103328 662bases frame1
o . T Seq 34 - Hemigrammus diagnonicus LBP 103568 646bases frame
i = . Seq 42 Moenkhausia jamesi LBP103456 frame1 680bases
T 0.08
0.01 100 — o Seq 38 Moenkhausia bonita LBP103532 frame1 505bases
.09 = Seq 40 Moenkhausia dichroura LBP103588 669bases frame1
002 e Seq 35 Hemigrammus geisleri LBP108917 frame2 697bases
500 Seq 39 Moenkhausia chrysargyrea LBP108919 662b frame1
4| 001 —5— Seq 43 Moenkhausia melogramma LBP108797 528bases frame
01 100 —— Seq 44 Stethaprion crenatum LBP108942 579b frame2
L = Seq 45 Stethaprion erythrops LBP111135 672b frame2

o Seq 33 Gymnocorymbus thayeri 103444 frame3 673bases

Figura 5. Dendrograma da subfamilia Stethaprioninae (Characidae; Characiformes), gerado
pelo método de Neighbor-Joining, com valores de Bootstrap (em negrito) obtidos em 1000
replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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Figura 6. Dendrograma da familia Curimatidae (Characiformes), gerado pelo método de
Neighbor-Joining, com valores de Bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As
distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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0.001

0.084

0.001

Seq 62 Cynodon gibbus LBP103294 frame1 676bases

Seq 63 Cynodon septenarius LBP106102 frame2 693bases

0.085

Seq 64 Raphiodon vulpinus LBP103283 652b frame2

Figura 7. Dendrograma da familia Cynodontidae (Characiformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de Bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).

0.03
100

0.05

0.03

0.01

0.08

0.08
a9

0.01

0.06

Seq 71 Hemiodus microlepis LB103336 frame3 664b

Seq 72 Hemiodus sp rabo de fogo LBP103336 frame2 657bases

Seq 69 Anodus orinocencis LBP103351 frame2 679bases

Seq 68 Anodus elongatus LBP 103346 689b frame1

Seq 70 Hemiodus immaculatus LBP103344 frame2 639bases

Figura 8. Dendrograma da familia Hemiodontidae (Characiformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de Bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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o Seq 75 Nannostomus eques LBP108698 frame3 664bases

100

0.01

— Seq 76 Nannostomus unifasciatus LBP108552 frame1 665bases

Seq 77 Pyrrhulina australis LBP103445 frame2 519bases

0.12

= Seq 78 Pyrrhulina brevis LBP103331 frame3 655bases

Figura 9. Dendrograma da familia Lebiasinidae (Characiformes), gerado pelo método de
Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As
distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).

54— Seq 91 Serrasalmus compressus frame1 666bases
. :19 0.00 DUU Seq 97 Serasalmus sp 2n=58 LBP103288 frame1 653bases
62| 0.
Seq 95 Serrasalmus rhombeus LBP103299 frame1 662bases
o T Seq 92 Serrasalmus elongatus LBP103324 frame3 661bases
0.00
& o Seq 94 Serrasalmus maculatus LBP103497 frame1 662bases
100 | % £.02 —— Seq 96 Serrasalmus spilopleura LBP103222 frame3 670bases
0.05 o Seq 93 Serrasalmus hollandi LBP103320 frame3 6704bases Serrasalminae
e Seq 90 Pygocentrus nattereri LBP103431 frame3 664bases
%02 5 $ea87 Metynnis lippincotfianus LBP103612 frame1 678bases
» 100 Seq 85 Metynnis altidorsalis LBP106016 frame1 525bases
w ;| 004 Seq 89 Metynnis maculatus LBP103282 frame1 620bases
0011 100 Seq 86 Metynnis hypsauchen LBP103364 frame1 679b
005 —— Seq 88 Metynnis luna LBP103313 frame3 864bases |
60 Seq 81 Colossoma macropomum LBP106098 frame1 644b
ss | 001 Seq 84 Piaractus brachypomus LBP106061 frame1 665bases
oo 95 Seq 82 Mylossoma albiscopum LBP103255 frame3 494bases Solossomaiong
s Seq 83 Mylossoma aureum LBP103447 frame3 652bases

Figura 10. Dendrograma da familia Serrasalmidae (Characiformes), gerado pelo método de
Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As
distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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0.023

35

0.031

0.023

0.037

0.054

0.091

Seq 99 Triportheus angulatus LBP 108375 frame3 505bases

Seq 101 Triportheus rotundatus LBP111110 frame3 664bases

Seq 98 Triportheus albus LBP 103256 frame1 662bases

Seq 100 Triportheus auritus LBP103225 frame1 665bases

Figura 11. Dendrograma da familia Triportheidae (Characiformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).

Seq 110 Sternarchella raptor LBP108242 frame1 665bases

Seq 111 Sternarchella schotti LBP108260 frame1 662bases

Seq 109 Sternarchella calhamazon LBP 108215 frame1 659bases
Seq 106 Compsaraia compsa LBP106199 frame2 664bases
oo Seq 108 Porotergus gimbel LBP108222 frame1 665bases

o Seq 112 Sternarchogiton nattereri LBP 108249 frame1 67 1bases

S Seq 105 Apteronotus sp. LBP103661 frame1 656bases

T Seq 107 Parapteronotus hasemani LBP103332 frame1 653bases

P Seq 102 Adontosternarchus balaenops LB108232 frame1 620bases

86 [U = Seq 103 Adontosternarchus clarkae LBP108270 frame1 665bases
0.01

g o Seq 104 Adontosternarchus sachsi LBP108237 frame1 665bases

0.07

Seq 113 Sternarchorhynchus oxyrnynchus LBP 108248 frame3 601bases

0.11

Apteronotinae

Seq 114 Sternarchornamphus muelleri LBP108254 frame1 524bases ] Sternarchorhamphinae

Figura 12. Dendrograma da familia Apteronotidae (Gymnotiformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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T Seq 116 Brachyhypopomus brevirostris LBP108374 frame1 865bases

51

0.01

= Seq 118 Brachyhypopomus walteri LBP 108313 frame1 693bases

0.01

T Seq 117 Brachyhypopomus pinnicaudatus LBP 108380 frame1 665bases

Seq 115 Gymnotus carapo LBP 103246 frame1 665bases

Figura 13. Dendrograma da familia Hypopomidae (Gymnotiformes), gerado pelo método de
Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As
distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).

Seq 121 Rhamphichthys heleios LBP106082 frame1 628bases

0.07

T Seq 122 Rhamphichthys pantherinus LBP103399 frame1 659bases

0.01

Seq 119 Gymnorhamphichthys hypostomus LBP108220 frame1 631bases

o Seq 120 Hypopygus lepturus LBP108925 frame1 662bases

0.02

T Seq 123 Steatogenys elegans LBP108735 frame1 665bases

Figura 14. Dendrograma da familia Rhamphichthyidae (Gymnotiformes), gerado pelo
método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000
replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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36

Seq 128 Rhabdolichops nigrimans LBP 108231 frame1 630bases

32

0.01

Seq 124 Distocyclus conirostris LBP 108223 frame1 665bases

Seq 125 Eigenmannia macrops LBP106121 frame3 664bases

Seq 127 Rhabdalichops eastwardi LBP106173 frame1 634bases

Seq 126 Eigenmannia sp. LBP108897 frame1 505bases Eigenmanniinae

Seq 129 Sternopygus macrurus LBP106083 frame1 665bases | Sternopyginae

Figura 15. Dendrograma da familia Sternopygidae (Gymnotiformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).

65

Seq 132 Ageneiosus intrusus LBP106177 frame1 659bases

0.03

45

0.00

87

29

0.03

55

0.00

0.01

36

0.00

0.01

T Seq 138 Tympanopleura atronasus LBP 103284 frame3 649bases

aE Seq 130 Ageneiosus inermis LBP103277 frame1 665bases

0.0

T Seq 140 Tympanopleura longipinna LBP 108282 frame3 667bases

0.0

100

o Seq 139 Tympanopleura brevis LBP108883 frame3 645bases

0.04

e Seq 141 Tympanopleura rondoni LBP108802 frame3 664bases

0.01

0.08

a5

Seq 131 Ageneiosus lineatus LBP103270 frame3 660bases

e Seq 133 Auchenipterichthys longimanus LBP 108780 frame1 665bases

0.01

0.05

0.03

100

e Seq 134 Trachelyopterichthys taeniatus LBP 106073 frame1 659bases
Seq 135 Trachelyopterus galeatus LBP103317 frame1 659bases

e Seq 136 Trachelyopterus parosus LBP103267 frame3 658bases

0.03

F—— Seq 137 Trachelyopterus sp. placa larga LBP 103295 frame1 665bases

0.11

Auchenipterinae

Seq 142 Centromochlus heckelii LBP106131 frame3 499bases | Centromochlinae

Figura 16. Dendrograma da familia Auchenipteridae (Siluriformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicacdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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a7

0.03

0.02

0.00

Seq 143 Dianema longibarbis LBP103242 frame3 664bases

Seq 144 Dianema urostriatum LBP103271 frame1 665bases

Seq 145 Hoplosternum littorale LBP106117 frame3 664bases

Seq 146 Megalechis picta LBP103250 frame1 665bases

Callichthyinae

Seq 147 Corydoras schwartzi LBP108794 frame3 523bases ] Corydoradinae

Figura 17. Dendrograma da familia Callichthyidae (Siluriformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).

99 | 0.01

62

0.01

39

0.00

93

0.02

0.05

80
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0.02

46

0.01

0.0z

0.01

0.04
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0.01

A Seq 154 Megalodoras uranoscopus LBP 103266 frame3 664bases

0.01 0.01

0.06

0.08

- Seq 151 Hemidoras morrisi LBP106126 frame1 665bases

99
0.0
0.01

Seq 155 Nemadoras elongatus LBP106185 frame3 664bases
Seq 161 Tenellus ternetzi LBP 106154 frame2 706bases

Seq 157 Ossancora fimbriata LBP106170 frame2 660bases

Seq 162 Trachydoras microstomus LBP106171 frame3 664bases
Seq 163 Trachydoras sp. LBP106149 frame1 565bases

Seq 156 Nemadoras humeralis LBP103249 frame3 662bases
Seq 152 Leptodoras juruensis LBP108275 frame? 663bases
Seq 153 Leptodoras linnelli LBP106162 frame3 664bases

Seq 158 Ossancora punctata LBP103251 frame1 662bases

Seq 159 Platydoras hancockii LBP103265 frame3 664bases
Seq 160 Pterodoras granulosus LBP103304 frame3 670bases

T Seq 149 Anadoras grypus L BP108857 frame1 647bases

0.03

lW Seq 150 Astrodoras asterifrons LBP108720 frame1 666bases

Doradinae

Astrodoradinae

Figura 18. Dendrograma da familia Doradidae (Siluriformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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59

69

Seq 177 Loricaria cataphracta LBP106039 frame1 640bases
Seq 179 Loricariichthys nudirostris LBP108744 frame2 644bases
2| I ————— Seq 180 Planiloricaria cryptodon LBP 106184 frame3 438bases

0.00

0.07

L 100 E —— Seq 176 Limatulichthys griseus L BP106057 frame3 649bases Loricariinae
N8 o, S5eq 178 Loricariichthys sp. LBP108826 frame1 489bases

. Seq 181 Rineloricaria castroi LBP106198 frame1 665bases

a8 \W Seq 182 Rineloricaria phoxocephala LBP111200 frame1 517bases

493@ Seq 166 Hypoptopoma incognitum LBP108785 frame1 593bases
0.04

) ! } Hypoptopomatinae
Seq 167 Oxyropsis wrightiana LBP108836 frame3 490bases

51
0.16

Gea, _SBE Seq 175 Farlowella amazonum LBP 108740 frame3 664bases
0.03

Loricariinae
Seq 183 Sturisoma sp. LBP106038 frame3 584bases

0.06
Y Seq 184 Pseudorinelepis genibarbis LBP106066 frame3 392bases ] Rhinelepinae

0.01

ar

R0 \W Seq 170 Dekeyseria amazonica LBP 103305 frame1 668bases | Hypostominae

0.02

— Seq 168 Ancistrus dolichopterus LBP 106077 frame1 639bases

98 |:U = Seq 169 Aphanotorulus emarginatus LBP 106046 frame3 642bases
0,02 Seq 171 Hypostomus hoplonites LBP 106065 frame3 673bases

0.00 Hypostominae

98

0.03 W m Seq 172 Hypostomus plecostomus LBP 106049 frame2 640bases

0.01 —HE Seq 173 Pterygoplichthys gibbiceps LBP 106027 frame2 645bases
s Seq 174 Pterygoplichthys pardalis LBP103234 frame1 699bases

0.02

Figura 19. Dendrograma da familia Loricariidae (Siluriformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).

_ME Seq 201 Sorubim lima LBP 106047 frame3 664bases
S s Seq 202 Sorubim maniradii LBP103343 frame1 672bases

0.02

22

0.01

0.01

= D?D S5 — Seq 200 Sorubim elongatus LBP103348 frame1 629bases
= DTS ' e Seq 185 Brachyplatystoma filamentosum LBP106111 frame1 612bases
16 o Seq 198 Pseudoplatystoma punctifer LBP106116 frame3 623bases
S s [ 5gr— Sed 188 Hypophthaimus celiae LBP106175 frame3 668bases
0.04 100 Seq 189 Hypophthalmus edentatus LBP 103498 frame3 625bases

e Seq 190 Hypophthalmus marginatus LBP103394 frame3 508bases

% I:D = Seq 195 Pimelodus blochii LBP103264 frame1 672bases
003 —— Seq 199 Pseudoplatystoma tigrinum LBP103322 frame 1 679bases

37

== 443@ Seq 186 Calophysus macropterus LBP103307 frame3 666bases
28 Ei01 e Seq 193 Pimelodina flavipinnis LBP108257 frame3 661bases

0.01 ————— Seq 196 Propimelodus eigenmanni LBP108295 frame3 446bases

21 0.09

0.03 _54@ Seq 194 Pimelodus altissimus LBP108246 frame3 661bases
Lot Seq 197 Propimelodus sp. LBP108336 frame1 678bases

0.04

5eq 192 Phractocephalus hemioliopterus LBP103302 frame3 664bases
el NI Seq 187 Hemisorubim platyrhynchos LBP106042 frame1 529bases

0.07

=00 lW Seq 191 Leiarius pictus LBP106108 frame3 466bases

Figura 20. Dendrograma da familia Pimelodidae (Siluriformes), gerado pelo método de

Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As

distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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0.038

Seq 205 Synbranchus sp. lampreia LBFP106081 frame1 665bases

0.014

0.034

Seq 206 Synbranchus sp. curto LBP103272 frame2 658bases

Seq 207 Synbranchus sp. karipunas LBP103278 frame1 665bases

0.052

Figura 21. Dendrograma da familia Synbranchidae (Synbranchiformes), gerado pelo método
de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicacdes. As
distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).

3 Seq 225 Heros efasciatus LBP 103564 frame3 603bases

— Seq 226 Heros spurius LBP106055 frame3 664bases

Seq 233 Uaru amphiacanthoides LBP106092 frame?2 664bases

Seq 228 Mesonauta festivus LBP103544 frame1 662bases

Seq 227 Hypselecara temporalis LBP106089 frame3 677bases

Seq 210 Acaronia nassa LBP 103330 frame1 503bases

Seq 216 Chaetobranchopsis orbicularis LBP103513 frame2 622bases
Seq 219 Cichla monoculus LBP 103634 frame3 664bases

Seq 238 Astronotus ocellatus LBP106044 frame1 656bases

Seq 214 Astronotus crassipinnis LBP103479 frame1 676bases

ol ,ﬂ Seq 217 Chaetobranchus flavescens LBP 106069 frame2 682bases

0.03 ‘% Seq 218 Chaetobranchus semifasciatus LBP106014 frame3 625bases
3z 'ﬁ Seq 230 Satanoperca acuticeps LBP103368 frame1 665bases
0.03 ‘m Seq 231 Satanoperca jurupari LBP106091 frame3 633bases
3 lgT Seq 224 Geophagus proximus LBP 106024 frame1 659bases
0.00 \L@ Seq 209 Acarichthys heckelii LBP106120 frame1 662bases
OO Seq 220 Cichlasoma amazonarum LBP103421 frame3 665bases
Seq 229 Pterophyllum scalare LBP103531 frame3 358bases
o Seq 215 Biotodoma cupido LBP 106103 frame3 499bases
58 907 Seq 223 Crenicichla johanna LBP106037 frame3 668bases
004| ° e Seq 221 Crenicichla cyanonotus LBP103641 frame2 452bases
0.10—— Seq 222 Crenicichla inpa LBP106036 frame1 662bases
82 'ET Seq 213 Apistogramma resticulosa LBP108776 frame1 619bases
\LE Seq 211 Apistogramma agassizii LBP103658 frame3 655bases
0.00 Seq 212 Apistogramma gr. pertensis LBP108318 frame3 664bases
Seq 232 Symphysodon aequifasciatus LBP106078 frame3 643bases

0.07

0.46

Figura 22. Dendrograma da familia Cichlidae (Cichliformes), gerado pelo método de
Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000 replicagdes. As
distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituicdo nucleotidica Kimura 2-

parametros (K2P).
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0.009

Seq 236 Plagioscion montei LBP106006 frame1 665bases

0.124

Seq 237 Plagioscion squamosissimus LBP103311 frame1 665bases

Seq 208 Monocirrhus polyacanthus LBP108712 frame3 677bases

0.133
Figura 23. Dendrograma das familias Scianidae (/ncertae sedis em nivel de ordem em
Eupercaria) e Polycentridae (/ncertae sedis em nivel de ordem em Ovalentaria), gerado pelo
método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000
replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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Material Suplementar 2

>Morfotipo 1 frame 1 656bases
ATTGGCACCCTTTATATAGTATTTGGTGCATGGGCCGGGATAGTCGGCACAGCCT
TAAGCCTCTTAATTCGAGCAGAATTAAGCCAGCCCGGGGCTCTCATAGGTGACG
ACCAAATCTACAATGTAATTGTTACTGCACATGCTTTCGTAATAATCTTCTTCATG
GTAATACCCATCATGATTGGGGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTCTAATAATCG
GCGCCCCCGACATAGCATTTCCACGAATAAATAACATAAGCTTCTGACTGCTTCC
CCCCTCATTCCTTCTCCTACTAGCCTCGTCCGGAGTTGAAGCGGGGGCTGGAACC
GGCTGAACCGTTTACCCCCCTCTTGCCGGCAACCTCGCCCACGCAGGGGCCTCTG
TTGATCTTACCATTTTCTCCCTGCATCTTGCAGGGGTATCCTCCATTCTTGGCTCA
ATTAATTTTATCACAACCATTATTAACATAAAACCCCCAGCCATGTCTCAATACC
AAACCCCTTTATTCATCTGAGCCCTCCTGGTAACCACTGTTCTCCTTCTCCTATCC
CTGCCCGTCCTAGCCGCTGGTATCACAATGCTACTAACAGACCGCAACCTAAACA
CAACCTTCTTTGACCCCACAGGCGGAGGAGACCCAATTCTTTACCAACACCTATT
CTG

>Morfotipo 3 framel 651bases
GCACCCTTTTACTTAGTATTTGGTGCTTGAGCCGGRATAGTCGGAACAGCCCTCA
GCCTATTGATTCGAGCCGAGCTAAGCCAACCCGGGTCTCTGCTAGGAGATGACC
AAATTTATAATGTTATCGTCACCGCACATGCATTCGTAATAATTTTCTTTATAGTA
ATACCAGTAATAATTGGAGGATTTGGAAACTGATTAGTACCTCTAATAATTGGAG
CCCCTGACATAGCCTTCCCCCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTGCTACCCCC
CTCCTTCCTTCTTCTTCTGGCATCCTCGGGAGTTGAGGCCGGAGCAGGGACCGGT
TGAACCGTATACCCACCCCTTGCAGGTAATCTTGCCCACGCAGGGGCCTCCGTAG
ATTTAACCATTTTTTCACTTCACCTTGCAGGAGTTTCCTCAATTCTAGGTGCAATT
AATTTTATTACAACTATTATTAACATGAAACCACCAGCGATTTCACAATACCAAA
CACCATTATTTGTTTGAGCCGTGCTAATTACAGCTGTACTTCTACTGCTTTCACTA
CCAGTTTTAGCAGCCGGTATCACAATGCTATTAACAGACCGAAACCTAAACACC
ACCTTCTTCGACCCCGCAGGAGGAGGAGACCCAATTTTGTACCAA

>Morfotipo 4 frame3 660bases
TTGGCACCCTTTACTTAGTATTTGGTGCCTGGGCTGGAATAGTTGGGACAGCCCT
AAGCCTATTAATCCGAGCAGAGCTAAGTCAACCCGGGTCTCTACTGGGAGACGA
CCAAATTTATAATGTTATCGTTACCGCACATGCATTCGTAATAATTTTCTTTATAG
TAATACCAGTAATAATTGGGGGATTTGGAAATTGATTAGTGCCTCTAATAATTGG
AGCCCCAGACATAGCCTTTCCCCGAATAAATAACATAAGTTTTTGGCTTCTACCC
CCTTCCTTCCTCCTCCTTCTGGCATCCTCAGGGGTCGAGGCAGGAGCAGGTACCG
GTTGAACCGTATACCCACCACTTGCAGGCAATCTTGCCCACGCAGGGGCCTCCGT
AGATTTAACCATTTTTTCACTTCATCTCGCAGGAGTTTCTTCAATTTTAGGTGCAA
TCAATTTTATCACAACTATTATTAATATAAAACCACCAGCAATTTCACAATACCA
GACACCTTTATTTGTTTGAGCTGTATTAATTACAGCTGTCCTCCTGTTACTCTCAC
TGCCAGTTCTGGCAGCCGGAATCACAATGCTCTTAACAGACCGAAACCTAAACA
CCACCTTCTTTGATCCTGCAGGAGGGGGAGACCCAATTTTATATCAACACCTGT

>Morfotipo 5 frame 1 669 bases
ATTGGCACCCTCTACCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGTACAGCCC
TTAGCCTACTAATTCGGGCAGAGCTGGCCCAACCCGGCGCCCTYCTAGGTGATG
ACCAAATTTACAACGTYATYGTAACTGCTCATGCCTTCGTAATAATTTTCTTTATG
GTAATACCAATCATGATCGGAGGATTTGGAAATTGATTAATCCCACTAATGATCG
GGGCACCAGACATGGCATTCCCACGAATAAATAACATAAGCTTCTGACTWCTTC
CACCATCATTCYTMCTYCTACTTGCCTCRTCAGGGGTAGAAGCWGGAGCAGGAA
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CAGGATGAACTGTMTAYCCYCCTCTYGCMGGRAAYCTKGCACAYGCMGGAGCT
TCTGTRGAYCTAACTATTTTCTCCCTMCACCTAGCAGGRGTGTCATCCATTTTAG
GGGCCATTAACTTYATYACAACWATYATYAACATGAAGCCCCCCTCTATCTCAC
AATAYCAAACACCATTATTTGTATGATCAGTCCTAATTACAGCAGTMCTACTTTT
ACTATCMCTCCCMGTMYTRGCCGCAGGCATTACAATGTTATTAACAGACCGAAA
CYTAAACACAACCTTCTTTGATCCMGCAGGAGGGGGAGACCCAATCCTTTATCA
ACACCTATTCTGATTC

>Morfotipo 6 frame 2 650bases
CCTTTACCTAGTGTTCGGTGCCTGAGCCGGGATAGTTGGGACGGCCCTCAGCCTT
CTAATTCGAGCAGAGCTCAGTCAGCCCGGATCCCTTCTAGGCGACGACCAGATCT
ACAATGTTATTGTAACTGCACACGCCTTCGTAATAATCTTCTTTATAGTAATGCC
AATTATGATCGGGGGCTTCGGAAACTGACTGGTCCCACTAATGATCGGCGCACC
AGACATGGCTTTCCCCCGAATAAACAACATGAGCTTTTGACTTCTCCCTCCGTCC
TTCCTTCTCCTCCTAGCTTCTTCCGGCGTTGAAGCCGGGGCAGGAACAGGTTGAA
CCGTATATCCTCCCTTAGCGGGAAATCTGGCACACGCGGGGGCTTCCGTCGACTT
AACTATCTTCTCCCTTCACCTCGCCGGGGTATCCTCCATTCTTGGGGCCATTAACT
TTATTACAACCATCATCAATATGAAACCCCCAGCCATCTCACAATACCAGACCCC
CTTATTCGTGTGAGCAGTACTAGTTACAGCCGTATTATTACTTCTCTCACTCCCAG
TCTTAGCTGCTGGGATTACCATGCTCCTAACAGACCGTAACCTGAATACCACATT
CTTCGACCCTGCAGGAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCAACACT

>Morfotipo 7 frame3 658bases
TTGGCACCCTCTACCTAGTATTCGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGCACAGCCCT
TAGCCTGTTAATTCGGGCAGAGCTGGCCCAACCCGGTGCTCTCCTAGGCGACGAC
CAAATTTACAATGTCATTGTAACTGCTCATGCCTTCGTAATAATTTTCTTTATAGT
AATACCGATCATAATTGGGGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCACTAATAATTGG
AGCACCAGATATAGCGTTCCCACGAATGAATAACATAAGTTTCTGGCTCCTGCCC
CCATCCTTCTTACTTCTGCTTGCCTCCTCTGGAGTAGAAGCAGGAGCAGGAACAG
GGTGAACTGTATACCCCCCTCTTGCCGGAAACCTAGCACATGCAGGAGCTTCCGT
AGACTTAACTATTTTCTCCCTTCATTTAGCAGGGGTATCATCAATCCTGGGAGCC
ATTAACTTTATTACAACCATCATTAACATGAAACCCCCATCTATTTCACAGTATC
AAACACCATTATTTGTATGATCCGTTCTAATTACAGCAGTACTTCTTCTACTGTCT
CTCCCAGTCCTAGCCGCAGGCATTACAATATTGTTAACGGACCGAAACTTGAATA
CTACATTCTTTGACCCAGCCGGCGGAGGAGATCCAATTCTTTATCAACACTT

>Morfotipo 8 frame3 640bases
TAGTATTTGGTGCTTTGAGCCGGGATAGTTGGTACAGCCCTCAGCCTCTAATTCG
AGCAGAGCTCAGCCAACCCGGAGCCCTTCTAGGCGATGATCAAATTTATAATGTT
ATCGTTACCGCACATGCTTTTGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATCATAAT
TGGGGGCTTCGGAAATTGATTAGTACCACTAATGATTGGCGCACCCGACATGGC
ATTCCCACGAATAAACAACATAAGCTTTTGACTGCTGCCCCCTTCTTTTCTTCTTC
TATTAGCATCTTCTGGTGTAGAAGCGGGTGCTGGAACAGGCTGAACTGTATACCC
GCCACTTGCTGGGAATTTAGCCCACGCAGGTGCCTCCGTTGATCTAACTATTTTC
TCCCTTCATCTTGCTGGTGTATCATCCATTCTTGGAGCCATTAATTTTATCACAAC
CATTATTAACATAAAACCACCAGCCATCTCACAGTACCAAACCCCCCTATTTGTC
TGGGCCGTACTAATTACAGCCGTACTCCTTCTCCTCTCACTACCTGTCTTAGCTGC
CGGAATTACCATGCTTTTTAACTCGAAACCTTACTACATTCTTTGATCCTGCGGGT
CCTATTCTATACCAACACTTATTTTGATTCT

>Morfotipo 9 frame2 685bases
TTCAACCAACCACAAAGACATTGGCACCCTATATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCC
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GGAATAGTTGGTACAGCTCTCAGCCTTCTAATCCGAGCAGAGCTAAGCCAACCC
GGGGCATTACTTGGCGATGACCAGATTTATAATGTTATCGTTACTGCACATGCCT
TCGTGATAATTTTCTTCATAGTAATACCCATTATGATCGGGGGATTCGGGAACTG
ACTTGTTCCCCTCATGATCGGAGCACCTGACATAGCCTTTCCACGAATAAATAAC
ATAAGTTTCTGACTTCTTCCCCCCTCACTACTTCTCCTGTTGGCCTCCTCCGGCGT
AGAAGCGGGAGTCGGGACAGGCTGAACTGTTTACCCCCCTCTCGCCGGAAACCT
CGCACATGCAGGAGCCTCCGTCGACCTGGCAATCTTTTCTCTCCATCTTGCAGGG
GTCTCCTCAATTTTAGGAGCTATCAATTTTATCACAACAATTATTAACATAAAAC
CCCCTGCCATTTCACAATACCAAACCCCTCTATTTGTCTGAGCTATTTTAGTTACA
GCCGTCCTTCTTCTCCTCTCCCTCCCCGTTCTTGCTGCTGGAATTACAATACTTTT
AACAGACCGAAACCTTAACACAACCTTCTTTGACCCTGCAGGGGGAGGAGACCC
CATTCTTTATCAACATTTATTCTGA

>Morfotipo 12 framel 654bases
GGCACCCTTTATCTTATTTTTGGTGCCTGAGCAGGAATAGTGGGGACAGCACTCA
GCCTCTTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGAGCACTTCTAGGGGACGACC
AGATTTATAATGTGATCGTCACTGCTCACGCGTTCGTAATAATCTTTTTTATAGTT
ATGCCAATCCTAATTGGTGGATTTGGAAACTGATTAGTTCCTTTAATGCTTGGAG
CTCCGGACATGGCATTCCCTCGAATGAATAATATGAGCTTCTGGCTCCTTCCTCC
TTCATTCCTTCTCCTTCTCGCATCATCCGGAGTTGAAGCAGGGGCCGGAACAGGA
TGAACAGTATATCCCCCCCTAGCAGGAAACCTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTA
GACTTAACAATTTTTTCCCTACACCTAGCAGGGATTTCATCAATCCTAGGTGCTA
TTAATTTCATTACTACCATTATTAATATAAAACCACCCGCTATTTCACAATACCA
AACACCTCTATTTGTCTGAGCTGTTTTAATTACAGCAGTACTTTTACTTCTTTCAC
TTCCGGTCCTAGCCGCTGGAATTACTATGCTTCTTACAGACCGAAATCTCAATAC
CACCTTCTTTGACCCAGCAGGAGGGGGAGATCCAATTCTTTACCAACAC

>Morfotipo 21 franel 645bases
CTCTATCTTATTTTTGGTGCCTGAGCAGGRATGGTTGGAACAGCACTTAGCCTCTT
AATTCGAGCAGAATTGAGTCAACCAGGAGCGCTTCTAGGTGACGACCAGATTTA
TAATGTGATCGTCACTGCCCACGCATTCGTAATGATTTTCTTCATAGTTATGCCAA
TCTTGATTGGCGGATTCGGAAACTGACTAGTTCCTTTGATACTAGGAGCCCCAGA
CATAGCATTCCCCCGGATAAATAATATAAGCTTTTGGCTCCTCCCCCCATCATTTC
TGCTCCTTCTTGCATCATCGGGAGTCGAAGCAGGGGCCGGAACAGGGTGAACAG
TATACCCCCCTCTTGCAGGAAACCTAGCCCACGCAGGAGCATCAGTAGACTTAA
CAATCTTCTCTCTACATCTAGCAGGAATCTCATCAATTTTAGGCGCCATTAACTTC
ATTACCACTATTATTAATATAAAACCCCCCGCAATCTCCCAGTACCAAACACCCC
TATTTGTCTGAGCCGTCTTAATTACAGCAGTACTTTTACTTCTTTCACTTCCAGTC
CTGGCTGCCGGAATTACTATGCTTCTTACAGACCGAAACCTTAACACCACCTTCT
TTGACCCTGCAGGGGGAGGAGACCCCATTCTTTACCAA

>Morfotipo 22 frame2 635bases
TCACAGCTCTCAGCCTGCTAATTCGGGCCGAACTAAGCCAACAGGTTCCCTATTA
GGCGATGACCAAATTTATAATGTCATCGTTACTGCACATGCCTTCGTAATAATTT
TCTTCATAGTAATGCCTATTATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGATTAGTACCATT
AATAATTGGGGCACCAGATATGGCATTCCCACGTATAAATAATATAAGCTTTTGA
CTACTTCCTCCCTCATTCTTACTTCTACTAGCCTCATCAGGAGTAGAAGCAGGGG
CTGGAACAGGCTGAACAGTCTATCCTCCCCTTGCAGGAAACCTAGCCCATGCAG
GTGCCTCAGTTGATCTAACCATCTTTTCACTGCACTTAGCAGGTGTCTCATCTATC
CTTGGGGCAATTAATTTTATCACCACAATTATTAATATAAAACCTCCAGCCATCT
CACAATATCAAACCCCCCTATTCGTATGAGCCGTATTAGTTACGGCCGTCCTACT
ACTCCTATCCCTCCCAGTCTTGGCTGCCGGCATTACCATATTACTAACAGACCGA
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AATCTAAACACCACCTTCTTTGACCCTGCAGGAGGAGGTGACCCCATCCTCTATC
AACACCTATTCTGGTTCTTCGGCCACCCAG

>Morfotipo 24 framel 651bases
ATTGGCACCCTCTACCTAGTTTTTGGTGCATGAGCCGGAATAGTAGGCACAGCTT
TAAGCCTCCTAATCCGAGCAGAATTAAGTCAGCCCGGCTCACTCCTTGGGGACG
ACCAGATCTACAACGTAATCGTAACAGCACATGCTTTCGTTATGATTTTCTTTAT
AGTAATGCCCGTTATAATCGGAGGTTTCGGAAACTGACTCGTGCCTTTAATAATC
GGGGCCCCCGACATGGCTTTCCCACGAATAAACAACATGAGTTTTTGACTTCTCC
CGCCATCCTTTCTTCTTCTCCTGACATCCTCTGGAGTAGAGGCAGGGGCCGGGAC
TGGATGAACGGTTTACCCCCCACTCGCCGGGAACCTTGCACACGCGGGCGCCTC
AGTTGACCTGGCCATCTTCTCCCTCCACCTCGCAGGTGTCTCATCGATTCTGGGG
GCCATCAACTTCATTACAACAATTATTAATATAAAGCCCCCTGCCATCTCCCAGT
ATCAAACGCCTTTATTCGTATGGGCCGTTTTAATTACAGCCGTACTCCTCCTACTC
TCTCTTCCTGTCCTAGCCGCCGGCATCACGATACTCCTGACAGACCGTAACTTGA
ACACAACCTTCTTTGACCCAGCAGGAGGAGGGGATCCAATCCTTTAT
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i00

0.073

0.006

0.086

0.078

Seq 116 Brachyhypopomus brevirostris LBP108374 frame1 665bases

Morfotipo 1 frame 1 656bases

Seq 117 Brachyhypopomus pinnicaudatus LBP 108380 frame1 665bases

Seq 118 Brachyhypopomus walteri LBP108313 frame1 693bases

Figura 1. Dendrograma do morfotipo larval 1 (M1) e espécies mais similares, gerado pelo

método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000

replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).

0.033

L1 0.001

0.026

0.028

0.030

0.001

0,051

0.034

Seq 101 Triportheus rotundatus LBP 111110 frame3 664bases

Morfotipo 4 frame3 660bases

Seq 99 Triportheus angulatus LBP108375 frame3 505bases

Seq 98 Triportheus albus LBP103256 frame1 662bases

Morfotipo 3 frame1 651bases

Seq 100 Triportheus auriius LBP 103225 frame1 665bases

Figura 2. Dendrograma dos morfotipos larvais 3 e 4 (M3 e M4) e espécies mais similares,

gerado pelo método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em

1000 replicacdes. As distancias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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99

0.0185

0.0004

0.0151

0.0440

0.0592

Morfotipo 5 frame 1 669 bases

Seq 199 Pseudoplatystoma tigrinum LBP 103322 frame1 679bases

Seq 198 Pseudoplatystoma punctifer LBP106116 frame3 623bases

Seq 185 Brachyplatystoma filamentosum LBP 106111 frame1 612bases

Figura 3. Dendrograma do morfotipo larval 5 (M5) e espécies mais similares, gerado pelo

método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000

replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).

0.090

Seq 64 Raphiodon vulpinus LBP103283 652b frame2

0.000

Morfatipo 6 frame 2 650bases

0.001

0.079

Seq 63 Cynodon septenarius LBP 106102 frame? 693bases

0.001

Seq 62 Cynodon gibbus LBP103294 frame1 676bases

Figura 4. Dendrograma do morfotipo larval 6 (M6) e espécies mais similares, gerado pelo

método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000

replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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Seq 201 Sorubim lima LBP106047 frame3 664bases

o

0.027

Morfotipo 7 frame3 658bases
0.001

0.003

— Seq 202 Sorubim maniradii LBP103343 frame1 672bases

o Seq 200 Sorubim elongatus LBP 103348 frame1 629bases

Figura 5. Dendrograma do morfotipo larval 7 (M7) e espécies mais similares, gerado pelo
método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000
replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).

T Seq 20 Schizodon fasciatus LBP108846 646bases frame3

0.075

- Morfotipo 8 frame3 640bases

0.010

T Seq 19 Rhytiodus microlepis LBP 106005 663bases frame2

g Seq 15 Laemolyta proxima LBP103345 frame1 654bases

0.008

Seq 17 Leporinus friderici LBP103205 frame1 662bases

0.057

53

0.003

T Seq 16 Leporinus fasciatus LBP103338 frame1 652bases

Figura 6. Dendrograma do morfotipo larval 8 (M8) e espécies mais similares, gerado pelo
método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000
replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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Seq 66 Hoplias malabaricus LBP103654 697b frame2

0.094

Morfotipo 9 frame?2 685bases

0.000

Seq 65 Hoplerythrinus unitaeniatus LBP 103243 697b frame3

0,103

Figura 7. Dendrograma do morfotipo larval 9 (M9) e espécies mais similares, gerado pelo
método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000
replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).

Seq 7 Anchoviella juruasanga LBP103461 frame1 662bases

0.066

Morfotipo 12 frame1 654bases
0.001

— Seq 6 Anchoviella jamesi LBP108832 frame1 654bases

0.065

Marfotipo 21 frane1 645bases

0.001

Figura 8. Dendrograma do morfotipos larvais 12 e 21 (M12 e M21) e espécies mais
similares, gerado pelo método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito)
obtidos em 1000 replicagdes. As distancias genéticas foram calculadas pelo método de

substitui¢do nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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T Seq 177 Loricaria cataphracta LBP106039 frame1 640bases

(=13

0.0008

________ Morfotipo 22 frame2 635bases

0.0788

Seq 179 Loricariichthys nudirostris LBP108744 frame?2 644bases

R Seq 178 Loricariichthys sp. LBP108826 frame1 489bases

Figura 9. Dendrograma do morfotipo larval 22 (M22) e espécies mais similares, gerado pelo
método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000
replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).

Seq 236 Plagioscion montei LBP 106006 frame1 665bases

0.0007

Morfotipo 24 frame1 651bases
0.0010

Seq 237 Plagioscion squamosissimus LBP103311 frame1 665bases

Figura 10. Dendrograma do morfotipo larval 24 (M24) e espécies mais similares, gerado
pelo método de Neighbor-Joining, com valores de bootstrap (em negrito) obtidos em 1000
replicagdes. As distdncias genéticas foram calculadas pelo método de substituigdo

nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P).
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