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RESUMO

A subfamilia Corydoradinae possui um total de 183 espécies validas, incluindo os géneros
Aspidoras, Brochis, Scleromystax e Corydoras, o maior entre os Siluriformes e muito
conhecido em aquariofilia. Os Callichthyidae apresentam uma ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo desde rios da vertente do Pacifico, no Panamd, até a bacia do rio da
Prata, no leste da Argentina e, além disto, ocorrem em varios ambientes, incluindo grandes
rios de agua rapida e bem oxigenada até pequenos riachos de &gua quase parada e
estagnada, e mesmo pocas de agua acida no interior de florestas. Considerando 0 uso
promissor do DNA barcode para a identificacdo de espécies, 0 presente trabalho testou a
hipotese de que é possivel identificar molecularmente as espécies de um grupo especioso
de peixes, no caso a subfamilia Corydoradinae, utilizando a técnica de DNA barcoding e,
os dados gerados foram disponibilizados ao banco de dados internacional. Sequéncias
parciais do COI foram obtidas para 610 espécimes, representando 94 espécies. Um total de
80 espécies (85%) foi discriminado corretamente com o DNA barcoding, sendo que a
maioria das espécies exibiu baixas distancias genéticas intraespecificas, cerca de 30 vezes
menor que a distancia entre espécies congenéricas. Sete pares de espécies apresentaram
divergéncia menor que 2% entre elas, o que pode estar relacionado com a grande
similaridade morfologica e, portanto a dificil identificacdo em nivel de espécie. Este estudo
evidenciou que as espéecies da subfamilia Corydoradinae analisadas, puderam ser
identificadas de forma eficiente através da utilizacdo do barcode gerando dados que podem

fornecer subsidios para estudos posteriores desta fauna.

Palavras-chave: Ictiofauna; Identificacdo de espécies; DNA Barcode; DNA Mitocondrial;

Citocromo Oxidase ¢ subunidade |



ABSTRACT

The subfamily Corydoradinae with a total of 183 valid species, and includes, among
Aspidoras, Brochis and Scleromystax, the genus Corydoras, the largest among the
Siluriformes and very well known in the aquarium hobby. Callichthyidae have a wide
geographical distribution, occurring from rivers of the Pacific slope, in Panama, to the
basin of the La Plata River in eastern Argentina. Considering the promising use of DNA
barcode to species identification, the present study aimed to test the hypothesis that it is
possible to molecularly identify the species of Corydoradinae, using the technique of DNA
barcoding and with the data generated to create a database to allow molecular
identification of the specimens studied. Partial sequences of COIl were obtained for 610
specimens, representing 94 species. A total of 80 species (85%) were discriminated
correctly with DNA barcoding, and most species exhibited low intra-specific genetic
distances, approximately 30 times smaller than the distance between congeneric species.
Seven pairs of species showed less than 2% divergence between them, due to a relevant
morphological similarity and therefore difficult to identify to species level. This study
showed that the species of the subfamily Corydoradinae analyzed, could be identified
efficiently by using barcode generating data that can provide information for further

studies of this fauna.

Keywords: Ichthyofauna; Species ldentification; DNA Barcode; Mitochondrial DNA,;

Cytochrome Oxidase ¢ subunit |
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1. INTRODUCAO

1.1 A Subfamilia Corydoradinae

O conhecimento acerca da diversidade biolégica é o ponto de partida para todos 0s
estudos basicos ou aplicados relacionados as ciéncias da vida e o reconhecimento de
espécies, bem como a habilidade de nomeé-las, € fundamental para o estudo da ecologia,
comportamento, evolucdo e todas as outras disciplinas relacionadas aos organismos
(SAVAGE, 1995). Segundo CASTRO & MENEZES (1998), os peixes, como um todo,
sempre tiveram um grande apelo estético, esportivo e alimentar para o ser humano e, por
isso, vém sendo estudados, sob diversos angulos, ha muito tempo.

A ictiofauna de agua doce Neotropical é a mais rica de todo o planeta. De acordo
com REIS et al., (2003), das 13.000 espécies de peixes de dgua doce estimadas para o
planeta, aproximadamente 6.000 espécies encontram-se na regido Neotropical, das quais
4.475 sdo consideradas validas e cerca de 1.550 sdo conhecidas, porém ndo descritas
formalmente.

A superordem Ostariophysi compreende cerca de 25% das espécies de teledsteos e
75% das espécies de agua doce de todo o mundo (FINK & FINK, 1981). Entre os
Ostariophysi, Siluriformes é a ordem mais diversificada e amplamente distribuida,
incluindo atualmente 36 familias, aproximadamente 478 géneros e mais de 3100 espécies
(FERRARIS, 2007). Entre os Siluriformes neotropicais, foram descritas 1.648 espécies,
compreendidas em 15 familias (REIS et al., 2003). A ampla distribuicdo e diversidade
ecoldgica e evolutiva tém resultado em muitos estudos dentro do grupo.

Siluriformes, comumente conhecidos como bagres e cascudos (catfishes),
compreendem um grupo extremamente grande e amplamente distribuido de peixes
encontrados principalmente em agua doce (TEUGELS, 1996; FERRARIS, 2007). Bagres,
como um dos vertebrados dominantes de agua doce, sdo de grande interesse para
ecologistas e bidlogos evolucionistas, devido a sua incrivel diversidade morfo-espacial e
sua adaptacdo a novos nichos ecologicos (FINK & FINK, 1996; PINNA de, 1998;
HARDMAN, 2005; SULLIVAN et al., 2006;. FERRARIS, 2007; LUNDBERG ¢t al.,
2007; ALEXANDROU et al., 2011). Além disso, a distribuicdo espago-temporal das
espécies tornou-as temas-chave para o estudo da biogeografia historica de escala tanto
local como global (LUNDBERG et al., 2000).
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Os bagres tém sua distribuicdo geografica em todas as principais bacias
hidrograficas da América do Sul, do centro da Argentina até a Bacia do Orinoco e também
se estendendo para a Coldémbia e o Panama (REIS, et al. 2003; FERRARIS, 2007). Além
disto, ocorrem em vérios ambientes, incluindo grandes rios de agua rapida e bem
oxigenada até pequenos riachos de agua quase parada e estagnada, e mesmo pocas de agua
acida no interior de florestas (GLASER et al., 1996; FULLER & EVERS, 2005). Seus
representantes possuem a capacidade de engolir ar e utilizad-lo para manterem-se em
equilibrio hidrostatico (GEE & GRAHAM, 1978), sendo capazes de realizar trocas gasosas
no intestino com o ar engolido, podendo sobreviver em ambientes com baixo teor de
oxigénio na agua.

Dentre os Siluriformes, a familia Callichthyidae é conhecida como cascudinhos
(armoured catfishes em Inglés), devido a presenca de duas séries longitudinais de placas
em cada lado do corpo, o que lhes conferem uma armadura 6ssea. Possui mais de 200
espécies distribuidas em toda a América Neotropical, bem como espécies fosseis que
datam do Paleoceno (COCKERELL, 1925; LUNDBERG et al., 1998 ; REIS, 1998a).

A familia Callichthyidae é reconhecidamente monofilética, sustentada por diversas
caracteristicas derivadas, apresentando duas subfamilias, Callichthyinae e Corydoradinae
(HOEDMAN, 1952), cada uma suportada por diversas sinapomorfias. Callichthyinae é
composta pelos géneros Callichthys, Dianema, Hoplosternum, Lepthoplosternum e
Megalechis, enquanto Corydoradinae possui trés géneros Aspidoras, Corydoras e
Scleromystax. Um quarto género, Brochis, é reconhecido por alguns especialistas em
Corydoradinae (FULLER & EVERS, 2005), apesar de ter sido considerado um sinénimo
de Corydoras por BRITTO, 2005.

Os habitos reprodutivos desta familia sdo muito variados e interessantes. Os
géneros Aspidoras, Corydoras e Scleromystax, como a maioria dos siluriformes, colocam
seus ovos em rochas, folhas ou outras superficies. Megalechis, Lepthoplosternum,
Hoplosternum e Dianema possuem um comportamento diferenciado, construindo ninhos
de flutuacdo a base de espuma e restos vegetais (BURGESS, 1989).

A subfamilia Corydoradinae contém a vasta maioria das espécies, 183, enquanto
Callichthyinae é comparativamente inferior, 17 (ESCHMEYER & FONG, 2014). Sendo
assim, Corydoradinae € um grupo rico em espécies de bagres de agua doce que habitam
clrregos, rios e planicies de inundacdo em toda a América do Sul (FULLER & EVERS,
2005). Seus representantes sdo bentdnicos e consomem principalmente invertebrados

aquaticos como microcrustaceos e insetos, inclusive detritos vegetais (NIJSSEN, 1970).
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Os géneros Aspidoras, Scleromystax e Corydoras, que constituem a subfamilia
Corydoradinae, incluem espécies de pequeno porte (alcancando de aproximadamente 20
mm a 90mm de comprimento padrdo), corpo alto e barbilhdes maxilares curtos que néao
ultrapassam a origem das nadadeiras peitorais (REIS, 2003; BRITTO et al., 2007). O
género Corydoras compreende a maior parte dos Corydoradinae, quase 90% e é, dentre 0s
Siluriformes, o que apresenta maior nimero de espécies descritas (158) (FROESE &
PAULY, 2014).

A ampla distribuicdo dos individuos desta subfamilia, a propensdo para agregar
padrdes de cores compartilhadas e defesas pds-captura, torna-os um sistema unico para
estudar 0s mecanismos que sustentam a estrutura da comunidade. No caso do género
Corydoras, existem varias espécies que sdo simpatricas e mimeticas, ou seja, vivem no
mesmo ambiente e foram selecionadas para terem em comum 0s mesmos padrdes de
coloracdo em beneficio matuo (ALEXANDROU et al., 2011).

Além disso, os Corydoradinae possuem importancia econémica por seu status como
peixe ornamental. Admirados em diversas partes do mundo devido ao belo colorido de
muitas de suas espécies, assim como seu pequeno porte, 0s representantes sdo amplamente
conhecidos em aquariofilia, sendo Corydoras um dos géneros de Siluriformes mais
utilizados nessa préatica (BURGESS, 1989; REIS, 1998a; FULLER & EVERS, 2005).

1.2 — IDENTIFICACAO MOLECULAR DE ESPECIES: O DNA barcoding

A espécie € uma unidade de comparacdo fundamental em todos os campos da
Biologia, da Anatomia ao Comportamento, Desenvolvimento, Ecologia, Evolucéo,
Genética, Biologia Molecular, Paleontologia, Fisiologia, Sistematica, etc. (QUEIROZ de,
2005). Ao longo da histéria muitos conceitos de espécie foram propostos, incluindo o
tipoldgico, morfologico, biolégico, por isolamento reprodutivo, etc. Ainda que extensos
debates sejam constantemente travados em relacdo a esses conceitos de espécie
(QUEIROZ de, 2005; WAUGH, 2007), do ponto de vista pratico os taxonomistas sdo 0s
profissionais responsaveis pela caracterizacdo dessas entidades biologicas e sua
classificagdo, tornando-as palpaveis e reconheciveis pela atribuicdo de um nome, erigido
de acordo com os cddigos internacionais de nomenclatura (KOHLER, 2007).

Essa atribuicdo de um nome ndo constitui uma simples aplicacdo de regras de
nomenclatura, mas sim na elaboragdo de uma hipétese, segundo a qual, um determinado
conjunto de caracteres (usualmente morfoldgicos) é capaz de identificar uma entidade

(espécie) com caracteristicas bioldgicas préprias e histérias evolutivas independentes de
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outras entidades bioldgicas similares. Os dados morfoldgicos foram, historicamente, 0s
primeiros a serem utilizados na identificacdo de espécies simplesmente pelo fato de que
foram os primeiros disponiveis aos pesquisadores que iniciaram a sistematizacdo do
conhecimento sobre os seres vivos. Embora a abordagem tradicional, morfoldgica,
continue e continuara sendo utilizada em muitos casos, a taxonomia precisa ser pluralista e
integrar novas abordagens para solucionar a questdo da delimitacdo de espécies, tanto do
ponto de vista de acelerar a taxa na qual as espécies sdo descritas e descobertas quanto no
tocante a incorporar evidéncias de diferentes naturezas — morfologica, molecular,
ecologica, evolutiva, comportamental, etc. — para delimitar a entidade especie (DAYRAT,
2005; PADIAL et al., 2010).

A taxa atual de reducdo da diversidade em todo o planeta criou uma necessidade de
se acelerar a obtencdo de conhecimento acerca da biodiversidade (SAVAGE, 1995) e,
apesar de ndo pretenderem substituir a taxonomia morfologica tradicional, os métodos
moleculares surgem como uma nova coluna para sustentar a abordagem da taxonomia
integrativa (PADIAL et al., 2010).

Entre os dados moleculares utilizados em Taxonomia e Sisteméatica temos as
analises citogenéticas, bioquimicas, as isozimas, dados imunoldgicos e, mais recentemente,
as sequéncias de DNA (HILLIS et al., 1996). Ha mais de 40 anos, a eletroforese de
proteinas em géis de amido foi, pela primeira vez, utilizada para identificar espécies
(MANWELL & BAKER, 1963). Ha aproximadamente 30 anos, a analise de sequéncias de
genes de DNA ribossémico foi utilizada para investigar as relagdes evolutivas em niveis
superiores (WOESE & FOX, 1977), as pesquisas em DNA mitocondrial dominaram a
Sistematica Molecular no final da década de 70 e inicio da década de 80 (AVISE, 1994), e
atualmente constituem um dos principais sustentadores desse tipo de investigagéo.

Diversos genes ou regides do DNA tém sido empregados como marcadores
moleculares para a identificacdo de espécies com base em suas divergéncias genéticas —
tais como o 16S-rDNA e o Citocromo b obtidos do genoma mitocondrial € o ITS1-rDNA,
0 ITS2-rDNA e 0 18S-rDNA do nucleo (HAJIBABAEI et al., 2007). Entretanto, visando o
desenvolvimento de um sistema unificado de identificagdo molecular, um marcador padréo
deve ser estabelecido para que os dados obtidos sejam comparaveis dentro de e entre
espécies (WARD, 2009).

Baseando-se neste fato, HEBERT e colaboradores propuseram que um curto
segmento de aproximadamente 650 pares de bases da extremidade 5° do gene mitocondrial
citocromo c oxidase subunidade | (COIl) seria suficiente, em muitos metazoarios, para
identifica-los a nivel de espécie (HEBERT et al., 2003a; HEBERT et al., 2003b). As
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espécies seriam representadas por uma sequéncia particular ou por um grupo de sequéncias
muito similares deste fragmento do gene COI, o que é conhecido como o “DNA barcode”
daquela espécie, e 0 acimulo de mutacOes entre as sequéncias barcode de duas espécies
fornece a distancia genética entre elas. Uma vez que as sequéncias de COI tendem a variar
entre especies, mas sdo relativamente constantes entre os individuos da mesma espécie, um
espécime desconhecido ou uma amostra — como ovos, larvas, juvenis ou restos
fragmentados — podem ser identificados comparando sua sequéncia com sequéncias
disponiveis em uma biblioteca de referéncia derivada de material identificado por
especialistas.

O uso desta metodologia, denominada DNA barcoding, ganhou muita relevancia
com a criacdo em 2004 do Consortium for the Barcode of Life (CBOL) cuja meta é a
criacdo de um banco de dados de codigos de barra, sequéncias parciais de DNA do gene
COl, da biodiversidade global, com o objetivo de facilitar o processo de automacdo da
identificacdo das espécies (ver o sitio www.barcoding.si.edu para maiores detalhes).

Para sustentar o carater de sistema global de identificacdo de animais, 0 DNA
barcoding deve envolver padronizacao, ou seja, as variaveis técnicas e as formas de analise
ndo podem variar amplamente ao analisarem diferentes grupos, e sim serem 0 mais
constante possivel. Desta forma a filosofia do DNA barcoding indica que primers que se
aplicam a amplificacdo do gene COIl em uma vasta gama de espécies sdo preferidos aos
especificos. Também por uma questdo de padronizacdo, as analises de dados de barcoding
usam o algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) para a representacdo grafica das distancias
entre 0s grupos e o Kimura 2 parametros (K2P) como modelo de substituicdo de
nucleotideos (CASIRAGHI et al., 2010).

A ideia do barcode baseia-se em argumentos simples, como: um fragmento de
apenas 15 nucleotideos gera 1 bilhdo de combinacBGes possiveis, considerando as 4
possibilidades de nucleotideos em cada posi¢do. Entretanto, ndo € conveniente limitar a
regido analisada a um tamanho tdo pequeno, devido as limitacdes funcionais que fazem
com que alguns nucleotideos sejam mantidos constantes. Neste sentido, a escolha de um
gene codificante é interessante, devido a natureza degenerada do codigo genético, que
permite que mais de uma trinca codifigue 0 mesmo aminoacido. Outro fator a ser
considerado é que, embora a maioria das posi¢des seja constante em grupos proximos,
mesmo a uma taxa modesta de substituicdo de nucleotideos, parece plausivel
discriminarem-se espécies que usualmente persistem por milhGes de anos usando um
fragmento de mais de 600 pares de bases (STOECKLE, 2003), o que justifica e explica a
escolha do tamanho do fragmento de DNA nas sequéncias barcode perante as
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controvérsias existentes na literatura a respeito da suficiéncia deste fragmento (ROE e
SPERLING, 2007).

Basicamente, o que os usuarios da metodologia de DNA barcode pretendem é
tornar possivel a atribuicdo de individuos a espécies e facilitar a descoberta de novas
espécies (MORITZ & CICERO, 2004). Os primeiros estudos realizados com essa
metodologia foram extremamente satisfatrios com um grau de resolucdo taxondmica
maior que 95% (HEBERT et al., 2003a, 2003b). Além disso, a metodologia foi aplicada
satisfatoriamente para identificar especimes imaturos, espécies extintas, individuos em
diferentes estagios do ciclo de vida de algumas espécies e possiveis espécies cripticas.
Porém, com o avango dos estudos, encontraram-se também grupos que nao puderam ser
prontamente resolvidos, a nivel de espécie, como alguns cnidarios benténicos, dois grupos
de anfibios e algumas espécies de gastropode, possivelmente pelo fato desses grupos serem
formados por espécies com tempo de divergéncia bastante reduzido (ver revisdo em
WAUGH, 2007). Entre as plantas, o COI frequentemente apresenta introns derivados de
transferéncias génicas horizontais (CHO et al., 1998) e, assim como 0 genoma
mitocondrial das plantas como um todo, apresenta baixas taxas de substituicdo (PALMER
e HERBON, 1988), por isso 0 CBoL recomenda a utilizacdo dos marcadores rbcL e matK
(CBOL PLANT WORKING GROUP, 2009). Em relacdo aos fungos, a regido ITS
(internal transcribed spacer) tem sido amplamente utilizada e parece ser mais adequada
gue outros marcadores ja propostos (BEGEROW et al., 2010).

Apesar do DNA barcoding ser extremamente recente, diversas criticas tém sido
levantadas a respeito dessa metodologia. Algumas dessas criticas representam simples
opinides pessoais como, por exemplo, a colocacdo de EBACH & HOLDREGE, (2005) de
acordo com a qual o financiamento de projetos de DNA barcoding desviaria recursos que
poderiam ser destinados a projetos de taxonomia, o que foi elegantemente rebatido por
diversos autores como, por exemplo, GREGORY (2005) que argumentam que esses tipos
de projeto ndo competem por recursos uma vez que usualmente sdo apresentados em areas
diferentes da Biologia (Genética vs. Zoologia) e, por outro lado, todos projetos de boa
qualidade podem ser financiados, independente de sua natureza. Outras realmente discutem
aspectos cientificos relacionados a metodologia do DNA barcode (WIEMERS &
FIEDLER, 2007).

Assim, a principio, alguns criticos sugeriram que o DNA barcoding ndo seria uma
atividade cientifica porque ndo visaria testar hipOteses e gerar conhecimento, mas sim
simplesmente produzir informagdes (LIPSCOMB et al., 2003; EBACH & HOLDREGE,
2005). Entretanto, qualquer experimento gera informag0es que necessitam ser interpretadas
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sob a luz de hipdteses e essa é uma atividade cientifica. Segundo as palavras de
LIPSCOMB et al. (2003) reduzir a taxonomia somente a identificagdo de espécies a torna
uma simples tarefa técnica ao invés de uma ciéncia baseada em hipoteses. Esse mesmo
raciocinio se encaixa perfeitamente nos estudos de DNA barcoding uma vez que esses
nunca se limitam a relacionar as sequéncias encontradas para cada individuo, mas sim
procuram interpretar as semelhancas e diferencas entre essas sequéncias e suas relacdes
com as espécies reconhecidas por outros métodos. Assim, é forcoso concluir que
Taxonomia e DNA barcoding sdo igualmente atividades cientificas. WAUGH (2007)
argumenta também que a aplicacdo da técnica de DNA barcoding serve ainda para testar a
hipotese de que as espécies podem ser identificadas utilizando essa técnica e, no futuro,
pode ser uma fonte de dados que gerara outras hipoteses, o0 que é também uma atividade
essencialmente cientifica.

O barcode gap foi proposto por HEBERT et al. (2004) na tentativa de acelerar a
descoberta de espécies cripticas por meio do DNA barcode e consiste na ideia de que um
limiar 10 vezes superior a divergéncia média intraespecifica poderia sinalizar a descoberta
de novas espécies. No entanto, trabalhos posteriores (MEYER e PAULAY, 2005; MEIER
et al., 2006; WIEMERS e FIEDLER, 2007) questionam a existéncia ou a0 menos a
universalidade deste conceito, sugerindo que possa tratar-se de um artefato ou de lacunas
na amostragem do grupo.

Enquanto estudos em peixes (WARD et al., 2005; HUBERT et al., 2008;
VALDEZ-MORENO et al., 2009; WARD et al., 2000; PEREIRA et al., 2010; PEREIRA
et al.,, 2011), aves (HEBERT et al., 2004a), artropodes (HOGG & HEBERT, 2004;
BARRETT & HEBERT, 2005; STAHLS & SAVOLAINEN, 2008) e plantas (KRESS et
al., 2005) corroboram a existéncia do barcode gap, outros estudos em gastropodes
(MEYER & PAULAY, 2005), moscas (MEIER et al., 2006) e borboletas (BROWER,
2006; WIEMERS & FIEDLER, 2007) desafiam sua existéncia. As razbes para essa
discrepancia ndo sao inteiramente claras. Os estudos disponiveis sugerem que 0s niveis de
divergéncia nas sequéncias de COI diferem entre taxons mais antigos e mais recentes,
como seria esperado.

Considerando a literatura disponivel, pode-se observar claramente que em muitos
casos a metodologia de DNA barcode é prontamente aplicavel a nivel de grupo animais,
como as aves (ex. HEBERT et al., 2004a) ou a faunas regionais, como no caso dos peixes
marinhos da regido australiana (WARD et al., 2005) ou de agua doce do Canada
(HUBERT et al., 2008) e do México e Guatemala (VALEZ-MORENO et al., 2009). As
principais falhas que se tém apontado dizem respeito a estudos feitos com grupos animais
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ricos em espécies, como no caso das borboletas (WIEMERS e FIEDLER, 2007), onde 0s
autores utilizaram a abordagem de &rvores.

Segundo RUBINOFF (2006), HAJIBABAEI et al. (2007), GODFRAY (2007) e
MILLER (2007) a metodologia de DNA barcode pode contribuir, como vem sendo
demonstrado, com a Taxonomia, Sistematica e Genética de PopulacGes. Na Taxonomia o
DNA barcode pode ser utilizado para identificar espécimes atipicos e contribuir para
revisdo da nomenclatura de varios grupos, assim como pode ser utilizado como método de
rotina para auxiliar na identificacdo de espécies. Na Sisteméatica 0 DNA barcode pode
servir como ponto de partida para a selecdo de taxons e as sequéncias de DNA obtidas em
tais projetos podem ser adicionadas ao conjunto de sequéncias utilizadas para elaboragéo
de filogenias. Na Genética de Populacdes o DNA barcode pode fornecer um primeiro sinal
sobre a extensdo e natureza das divergéncias populacionais o que facilitara os estudos
comparativos da diversidade de varias especies.

De acordo com STOECKLE et al. (2005), hd pelo menos dez razbGes para a
realizacdo do projeto de Codigo de Barras dos seres vivos, que Sao:

1. Trabalho com segmentos. O Codigo de Barras pode identificar espécies a partir de
pequenos pedacos ou fragmentos, incluindo material ndo utilizado no processamento de
plantas e animais, e produtos morfologicamente ndo facilmente reconheciveis, derivados
de espécies protegidas ou reguladas.

2. Trabalho com todos os estagios do ciclo de vida. O Codigo de Barras pode identificar
uma espéecie em suas multiplas formas, de ovos ou sementes, passando pelos estagios de
larva ou mudas, até o estagio de adultos.

3. ldentificacdo de espécies similares. O Cddigo de Barras pode distinguir entre espécies
que sdo morfologicamente muito similares, incluindo organismos perigosos (como 0s
portadores de venenos) similares a outros ndo perigosos, e assim permitir uma visdo mais
acurada da biodiversidade.

4. Reducdo de ambiguidades. Um Codigo de Barras fornece um meio digital, ndo ambiguo,
para identificacdo de espécies, ndo carecendo do uso de descricdes subjetivas baseadas em
gradacdes de formas e cores, por exemplo.

5. Possibilidade dos especialistas irem mais longe. Os cientistas podem fazer uso do
Cddigo de Barras para uma identificacdo mais rdpida dos organismos e também para
facilitar um reconhecimento mais rapido de novas espécies que assim podem ser descritas
pelos métodos tradicionais.

6. Democratizagdo do acesso. Uma biblioteca padronizada de Codigo de Barras aumentara

muito o numero de pessoas capazes de nomear as espécies.
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7. Abertura de caminhos para criagdo de um dispositivo portatil para identificacdo de
espécies em campo. O Cddigo de Barras liga a identificacdo bioldgica as fronteiras
avancadas do sequenciamento de DNA, eletronica e ciéncia da informacéo, criando um
caminho para criacdo de dispositivos portéateis para identificacdo de espécies.

8. Possibilita o posicionamento de novas folhas na arvore da vida. Estabelecer as
similaridades e diferencas entre o Codigo de Barras das estimadas 10 milhGes de espécies
de plantas e animais ajudara a mostrar onde suas folhas, representando as espécies, devem
estar posicionadas na arvore da vida.

9. Demonstracao do valor das cole¢cdes. A compilacdo de uma biblioteca de Cddigos de
Barra comeca com os milhGes de especimes em museus, herbarios, zoologicos, jardins
botanicos e outros repositorios de materiais biologicos, pondo em evidéncia seus esforgos
para preservar e entender a biodiversidade da Terra.

10. Compilacéo mais rapida da enciclopédia da vida. Uma biblioteca de Codigo de Barras,
ligada a espécimes nomeados, ampliard o acesso do publico ao conhecimento bioldgico,
auxiliando na criacdo de uma enciclopédia on-line da vida na Terra.

O gerenciamento dos esfor¢os em se atribuir um DNA barcode ao maior nimero de
grupos de organismos possivel é coordenado por um consoércio internacional, o Consortium
for the Barcode of Life (http://www.barcodeoflife.org/), que agrupa as iniciativas para o
estudo de grupos especificos em campanhas, como o FishBOL (http://www.fishbol.org/)
— a iniciativa global de compilar uma biblioteca de sequéncias barcode para todos os
peixes. A ideia do DNA barcoding, em termos praticos, é construir um banco de dados o
mais completo e representativo possivel, em que as sequéncias la depositadas sejam
ligadas as informacGes sobre os espécimes sequenciados — sua classificacdo, o local de
sua coleta, o responsavel por sua identificacdo, uma fotografia. Tais informacdes, bem
como os eletroferogramas que deram origem a sequéncia atribuida ao espécime,
constituem-se em evidéncias, ao contrario do que acontece com dados armazenados, por
exemplo, no GenBank, que ligam uma sequéncia inferida a uma espécie, também inferida,
excluindo a possibilidade de que tanto o espécime quanto o0 gene sejam reexaminados por
qualquer pesquisador (WARD et al., 2009; STEINKE e HANNER, 2010).

A medida que bibliotecas-referéncia de sequéncias barcode vdo sendo compiladas
para 0os mais diferentes grupos de animais, elas fornecem subsidios para estudos
subsequentes envolvendo esta fauna. A capacidade de identificar espécies a partir de
formas larvais, de restos fragmentados de individuos como os encontrados em contelddos
estomacais, ou de pelos e outras partes do corpo deixadas no ambiente, abre caminhos para

uma melhor compreensdo sobre as interaces entre espécies e pode ajudar a calibrar as
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estimativas de composicao e riqueza de espécies em um ecossistema (VALENTINI et al.,
2009). Estas bibliotecas também se constituem em uma ferramenta para autenticar espécies
comercializadas detectando fraudes, intencionais ou nédo, na identificacdo de bioprodutos
(WONG e HANNER, 2008; BARBUTO et al., 2010) e também para auxiliar no

monitoramento da exploracdo ilegal de espécies ameacadas (BAKER, 2008).
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo principal testar a hipotese de que é possivel
identificar molecularmente as espécies de um grupo especioso de peixes, no caso 0S
membros da subfamilia Corydoradinae, utilizando a técnica de DNA barcoding.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Sequenciar o fragmento barcode do gene mitocondrial COIl de espécies da
subfamilia Corydoradinae.

2 - Com base na variabilidade genética observada, identificar os valores limites
entre géneros e espécies.

3 - Para espécies com ampla distribuicdo pretende-se analisar 0 maior grupo de
amostras possivel, buscando avaliar a variabilidade genética das mesmas, possibilitando, se
for o caso, sugerir a descricdo de novas especies.

4 - Revelar possiveis casos de espécies cripticas e complexo de espécies dentro
desta subfamilia.

5 — Depositar as sequéncias obtidas no banco de dados Barcoding of Life (BOLD),
criando um sistema de identificacdo baseado no COIl (DNA barcode) das espécies

analisadas de Corydoradinae.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de 100 espécies da subfamilia Corydoradinae. Vouchers
das espécies analisadas estdo depositados na colecdo de peixes do Laboratério de Biologia
de Genética de Peixes (LBP) da UNESP Botucatu, credenciada no Ministério do Meio
Ambiente como Fiel Depositaria de amostras do Patrimbnio Genético. O mapa da Figura 1
mostra a distribuicdo geogréfica dos espécimes analisados provenientes diretamente da

natureza.

Figura 1. Mapa mostrando a distribuicdo dos exemplares de Corydoradinae analisados,
excluindo as amostras obtidas junto a aquaristas. Cada ponto pode representar mais de um
lote.

Os exemplares tiveram um fragmento de musculo, branquia ou nadadeira removido,

que foram preservados em etanol 95% sob temperatura de -20°C para estudos moleculares.
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Os espécimes fixados em solucdo de formol 10% e preservados em alcool 70%. A
identificacdo taxondmica foi, sempre que possivel, checada por um taxonomista.

Os ensaios moleculares, como extracdo de DNA, amplificacdo por PCR e
sequenciamento de DNA, foram realizados no Laboratério de Biologia e Genética de
Peixes, UNESP/Botucatu (LBP), e no Canadian Centre for DNA Barcoding (CCDB),
integrado ao Centre for Biodiversity Genomics (CBG), University of Guelph, Guelph,
Canad4, sob a orientacdo do professor PhD. Robert Hanner, Diretor Associado do CCDB e
Coordenador do FishBOL, durante um estagio de colaboracéo cientifica.

Dados dos espécimes, incluindo informacdes do local de coleta (data e
coordenadas) e da taxonomia destes, estdo registrados na pagina do BOLD

(www.boldsystems.org), sob o projeto “Barcoding Corydoradinae” (codigo BCORY).

3.1. Extracdo do DNA
O DNA total de cada especime foi obtido a partir de amostras preservadas em

etanol 95%, através dos métodos de extracdo descritos por ALJANABI e MARTINEZ
(1997), apenas no Laboratério de Biologia e Genética de Peixes; e IVANOVA et al.
(2006), no Canadian Centre for DNA Barcoding e Laboratorio de Biologia e Genética de

Peixes, seguindo as metodologias:

3.1.1. Extracao por tampéao salino (Aljanabi & Martinez, 1997)

1. Prepara-se uma solucdo MIX contendo:

Solugdes Volume
Tampdo de Extracéo 290,0 pl
(30 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 1% SDS)
Proteinase K (10 mg/ml) 10,0 pl

2. Em um cadinho, dissocia-se a amostra juntamente com a solugcdo MIX (sem a Proteinase
K) e transfere-se a solugdo obtida para um tubo tipo eppendorf 1,5 ml.

3. Adiciona-se a Proteinase K e deixa-se em banho-maria (55°C) de 2 a 3 horas, vertendo-
0s esporadicamente.

4. Coloca-se 100 ul de solugdo de NaCl 5M e mistura-se bem vertendo o tubo
vagarosamente.

5. Centrifuga-se a 10.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Remove-se 300 ul de sobrenadante e transfere-se para um novo tubo de 1,5 ml.
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7. Adiciona-se 600 pl de etanol 100% gelado.

8. Deixa-se no ultrafreezer (-70°C) por 20 minutos.

9. Centrifuga-se a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C.

10. Remove-se o sobrenadante.

11. Seca-se bem (pode deixar em estufa a 37°C por até 30 minutos ou entdo overnight em
temperatura ambiente).

12. Adiciona-se 200 ul de agua ultrapura autoclavada. Deixa-se na bancada ou na geladeira
por pelo menos 24 horas para hidratacgéo.

13. Aliquota-se 0 DNA e guarda-se cerca de 150 ul no freezer (-20°C) para solucao

estoque e o restante na geladeira (4°C) para a solucéo de trabalho.

3.1.2. Extracao por placas com filtro de fibra de vidro (AcroPrep™ 96Filter Plates — 1
ml, Pall Life Sciences) (IVANOVA et al. 2006)

1. Prepara-se uma solucdo MIX de Lise contendo:

Solucdes Volume
Tampéo de lise 5000,0 pl
(NaCl, Tris-HCI ph 8,0, EDTA ph 8,0)
Proteinase K (20 mg/ml) 500,0 pl

. Adiciona-se uma pequena gquantidade de tecido.
. Adiciona-se 50 ul do Mix de Lise em cada um dos 96 pocinhos da placa de extracéo.

. Incuba-se a 56° por pelo menos 6 horas ou overnight para realizar a digestao.

2

3

4

5. Centrifuga-se a 15009 por 15 segundos a temperatura ambiente.

6. Adiciona-se 100 pl de Mix de Ligacgdo (Tampé&o de Ligacdo e EtOH 96%).

7. Transfere-se 150 ul para a placa com a membrana filtrante.

8. Centrifuga-se a 50009 por 5 minutos para que o DNA se ligue a membrana da placa.

9. Adiciona-se 180 ul de Tampéo de lavagem de proteina e centrifuga-se a 5000g por 2
minutos.

10. Adiciona-se 750 pl de Tampéo de Lavagem e centrifuga-se por 50009 por 5 minutos.
11. Incuba-se a 56°C por 30 minutos para evaporar o etanol residual.

12. Adiciona-se 30 ul de &gua ultrapura autoclavada a 56°C.

13. Centrifuga-se a 50009 por 5 minutos para coletar o DNA eluido.

14. Estoca-se o0 DNA obtido no freezer (-20°C) para solucdo estoque e o restante na
geladeira (4°C) para a solucéo de trabalho.
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15. Usa-se 1-5 ul de DNA para a reacdo de PCR.

3.2 — Amplificacdo do COI por PCR
O fragmento de 652 pares de bases da extremidade 5’ do gene COI, correspondente

a sequéncia barcode, foi amplificado usando diferentes combinagdes de primers: FishF1,
FishR1, FishF2, FishR2 descritos por WARD et al. (2005), L5692 — Asn (MIYA e
NISHIDA, 2000), H7271-COI (MELO et al., 2011), no Laboratério de Biologia e Genética
de Peixes e os primers cocktails C_FishF1t1-C_FishR1tl e C_VF1LFt1-C_VRI1LRt1,
com caudas M13 (IVANOVA et al., 2007), no Canadian Centre for DNA barcoding.

As solucdes para PCR (mix) foram baseadas nas diretrizes de STEINKE e
HANNER (2010), podendo haver ajustes de acordo com a espécie a qual pertencia 0 DNA
e a DNA polimerase usada. Diferentes solucdes foram utilizadas no Laboratério de
Biologia e Genética de Peixes e no Canadian Centre for DNA barcoding, como observado

abaixo.

e Condicbes da reacdo empregando a Taq PHT no Laboratério de Biologia e

Genética de Peixes:

LBP

Reagentes Volume
Buffer 10x 1.25pl
MgCI2 (50 mM) 0,50 pl
Primer Forward (10 mM) 0,25 ul
Primer Reverse (10 mM) 0,25 pl
dNTP (2mM) 0,50 ul
Tag DNA polimerase PHT 0,20 pl
Agua ultrapura 8,55 ul
DNA template (50 ng/pl) 1,00 pl
Volume total 12,5l

e CondicOes da reagdo de PCR empregando a Taq Platinum® no Canadian Centre
for DNA barcoding:

CCDB

Reagentes Volume
Trehalose a 10% 6,25 ul




Buffer 10x

MgCI2 (50 mM)
Primer Forward (0,01 mM)
Primer Reverse (0,01 mM)

Tagq Platinum®

dNTP
Agua ultrapura
DNA template

Volume total

1,25 pl
0,625 ul
0,125 pl
0,125 ul
0,625 pl
0,25 ul

2,0 ul

2,0 ul
13,25 ul
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Os termocicladores utilizados para as amplificagdes foram Veriti® 96-well Thermal

Cycler, Applied Biosystems™, no LBP, ¢ Mastercycler® EPGradient, Eppendorf, no

CCDB, com as condi¢des variando de acordo com o primer utilizado.

No LBP, a programacéo utilizada foi:

Passo Ciclos Temperatura  Tempo
1 1 95° 5 min
2 35 95° 45 seg
540 45 seg
68° 1 min
1 68° 7 min
4 12 0
No CCDB, as condi¢des de amplificacdo foram:
Passo Ciclos Temperatura  Tempo
1 1 94° 1 min
2 5 940 30 seg
45° - 50° 40 seg
72° 1 min
3 30-35 94° 30 seg
51° — 54° 40 seg
72° 1 min
4 720 10 min
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3.3 - Visualizagdo do DNA amplificado
Apobs a reacdo de PCR, a amplificacdo foi checada via eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com GelGreen™ (Biotium, Inc.), no LBP, ou em E-gel®96

(Invitrogen™), no CCDB.

3.4 - Purificacdo das amostras amplificadas
No Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes, 0s produtos de PCR amplificados

foram purificados, por uma reacdo de limpeza, através do kit ExoSap-IT® (USB
Corporation) seguindo o procedimento padrdo. Em um tubo Eppendorf prepara-se uma
reacdao contendo 5,0ul do DNA amplificado juntamente com 2,0ul da solucdo de ExoSap e

leva-se para o termociclador para a realizagdo do seguinte programa:

Passo Temperatura Tempo
1 37°C 15 min
2 80°C 60 min

3.5- Reacdo de Sequenciamento
Para a reacdo de sequenciamento no Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes,

foi utilizado o Kit “Big Dye'™ Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction”

(Applied Biosystems, Inc.) nos seguintes passos:

1. Prepara-se uma solucdo, para cada uma das amostras, contendo:

Solucdes Volume
DNA (Amplificado e purificado com ExoSap-IT) 1,40 pl
Primer (10 mM) 0,35 ul
Solugéo Pré-MIX (Kit BigDye) 0,70 pl
Tampao 5X (Kit Bigdye) 1,05 ul
H,O Autoclavada 3,50 pl
Volume Final 7,00 pl

As condicdes de termociclagem da reacdo consistiram em 2 min a 98°C seguidos
por 35 ciclos de 45s a 98°C, 1 min a 50°C e 4 min a 60°C.
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No CCDB, a reacdo incluiu 1,875 pl de tampao de sequenciamento 5X; 5,0 ul de
trehalose a 10%; 1,0 pl do primer (10 mM); 0,875 ul de dgua ultrapura; 0,25 pl de Dye
Terminator mix v3.1; e 0,5-1,2 ul do produto de PCR.

Os produtos marcados foram purificados por precipitacdo com EDTA/ acetato de
sodio/ etanol, no LBP, ou com Sephadex® G-50 (Sigma-Aldrich), no CCDB.

3.6 - Sequenciamento do DNA
As sequéncias foram obtidas atraves da técnica de sequenciamento por capilaridade

no sequenciador ABI3130 (Perking-Elmer) de 4 capilares, no LBP e ABI 3730 DNA
Analyzer, de 48 capilares, no CCDB.

3.7 - Analises dos Dados
A sequéncia barcode de cada espécime foi inferida a partir da sobreposicdo das sequéncias

bidirecionais (Forward e Reverse) obtidas de cada amostra usando os softwares Geneious v 4.8.5
(Biomatters) e a ferramenta Sequence Editor disponivel no BOLD (www.boldsystems.org Version
3.0). Alinhamentos multiplos das sequéncias foram realizados através do software Clustal X
(CHENNA, 2003) e analisados com o software BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.5.3
(HALL, 1999).

O célculo da composicdo média de nucleotideos das sequéncias, a analise da
distancia das espécies ao seu vizinho mais proximo, a analise de caracteres diagndsticos e a
determinacdo das distancias genéticas dentro de e entre espécies — calculadas usando o
modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura-2-parametros, K2P (KIMURA, 1980) —
foram realizados utilizando as ferramentas do BOLD (RATNASINGHAM e HEBERT,
2007).

Os padrdes de divergéncia sugeridos pelas distancias intra e interespecificas foram
graficamente representados usando um dendrograma de Neighbor-Joining (NJ) com 1000
réplicas de bootstrap, feito no MEGA v 5.0 (TAMURA et al., 2011).
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Resultados
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4. RESULTADOS

Um total de 788 espécimes, representando 106 espécies de peixes da subfamilia
Corydoradinae, foram obtidos para a realizacdo deste trabalho. Todos os espécimes
passaram pelos procedimentos moleculares pelo menos uma vez. Para as amostras que ndo
foram bem sucedidos na primeira tentativa, foram feitas avaliagdes buscando encontrar a
etapa — isolamento do DNA, amplificagdo ou sequenciamento do gene — em que teria se
dado a falha e posteriormente o procedimento referente a esta etapa era repetido com
alteragdes no protocolo voltadas a solucionar o problema. Ainda assim, 128 espécimes
foram repetidamente resistentes aos procedimentos técnicos e, entre as amostras bem
sucedidas nas etapas laboratoriais, 50 foram excluidas das analises posteriores por
apresentarem sequéncias com suspeita de contaminagao.

Desta forma, foram obtidas sequéncias do COIl para 610 espécimes de peixes
pertencentes a subfamilia Corydoradinae, representando 4 géneros e 94 espécies, as quais
foram utilizadas para obtencdo de um dendrograma (Figura 2) (Apéndice B). O
dendrograma obtido por NJ a partir das distancias genéticas K2P contendo os 610
espécimes analisados até o0 momento foi extraido do banco de dados internacional - BOLD,
e nele detectamos algumas incoeréncias, que podem ter sido ocasionadas por erro no
algoritmo utilizado pelo site para a montagem das arvores, por isso refizemos a analise no
programa MEGA 5.2 (TAMURA et al.,, 2011), onde 0s espécimes permaneceram
agrupados de maneira correta ( Apéndice B).

Aproximadamente 75% das espécies possuem, pelo menos, cinco individuos.
Numero esse recomendado pelo Consortium for the Barcode of Life (CBOL)
(http://barcoding.si.edu/) para a caracterizacdo da sequéncia barcode de uma espécie, uma
vez que contemplaria a diversidade intraespecifica existente. Entretanto, 9 espécies
representadas por um unico espécime foram incluidas na analise como um primeiro passo

para melhor entender sua identidade genética (Figura 2).
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oo { Scleromystax prionotos [9)

EEDE Scleromystax barbatus [6)
100 Scleromystax sp. C112 [4)

5 Scleromystax barbatus (1)

Scleromystax barbatus (17)
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Aspidoras sp. (1)

g 109, Aspidoras poecilus (5)
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Figura 2. Dendrograma compacto obtido por Neighbour-joining (MEGA5.2) com

distancia K2P, mostrando as 94 espécies de Corydoradinae analisadas. Em parénteses estdo

0s nameros de individuos sequenciados.
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As sequéncias obtidas apresentaram tamanho médio de 650 pares de bases. N&o
foram encontradas insercdes ou deleces, bem como stop-codons (c6dons terminadores)
condizentes com o fato de se tratar de uma regido codificante do DNA mitocondrial,
sugerindo que ndo foram sequenciados NUMTs (fragmentos de DNA mitocondrial
transferidos para o genoma nuclear). As médias gerais das frequéncias nucleotidicas

obtidas podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1. Média da composicédo de bases (com desvio padrdo) das sequéncias obtidas para

os representantes da subfamilia Corydoradinae.

Min Média Max Desvio Padréo
G % 13,09 17,09 20,54 0,03
C% 24,67 27,85 31,75 0,03
A% 20,99 26,02 28,38 0,03
T % 0 18,06 33,72 0,57
GC % 41,10 44,95 50,52 0,04
GC % Cddon Pos 1 49,90 55,39 58,90 0,05
GC % Codon Pos 2 39,27 42,23 47,47 0,02
GC % Cddon Pos 3 24,07 35,92 49,48 0,12

A érvore de Neighbor-Joining (Apéndice B) mostra que os espécimes determinados como
coespecificos tendem a se agrupar em unidades relativamente coesas. A distdncia K2P média
dentro das espécies (9,12%) foi cerca de 30 vezes inferior a distincia média dentro de géneros
(25,17%), com a variacao genética progressivamente maior nas categorias taxondmicas superiores
(Tabela 2; Figura 3).

Tabela 2. Distancias genéticas (K2P) dentro de diferentes niveis taxondmicos para os 610

espécimes de peixes da subfamilia Corydoradinae.

N Taxa Comparagbes Min (%) Média (%) Max (%) Desvio

Padréo
Dentro de espécies 600 94 4344 0 9,12 56,98 0,01
Dentro de géneros 610 4 115953 0 25,17 60,21 0,02

Dentro de familias 610 1 65448 4,94 27,57 56,42 0,001
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Figura 3. Distribuicdo dos valores de divergéncia genética para os 610 espécimes

analisados em diferentes categorias taxondmicas.

A analise da distribuicdo de distancia para o vizinho mais proximo (nearest —

neighbor distance -NND), ou seja, analise da distancia genética minima entre espécies e

seus parentes mais proximos - congéneres e ndo congéneres revelou que 70% das médias

de variacdo genetica intra-especifica estdo abaixo de 1% (Figura 4) e aproximadamente

15% das espécies apresentaram menos de 2% de divergéncia genética para a sua

espécie mais proxima, 7 pares de espécies, (média = 4,5%) (Figura 4). Portanto, de

das 94 espécies analisadas, 80 foram identificadas corretamente — 0 que significa

85% (Apéndice B).

Valores médios de divergéncia
intra-especifica

Valores de distancia genética para o
vizinho mais préximo

Frequency (%)

60

40

20

1 3 5 7 9 11 13 15 17 18
Divergence (%)

Frequency (%)

Figura 4. Valores de divergéncia genética obtidos na analise por NND para os 610

espécimes analisados.

A anélise de NND revelou ainda a existéncia de 7 pares de espécies com distancia

genética menor que 2% entre si (Tabela 3), sendo este o valor de corte nas comparacdes




40

interespecificas para a delimitacdo de espécies. Como exemplo os pares Corydoras aeneus
e Corydoras cf. aeneus, Corydoras adolfoi e Corydoras duplicareus, que sdo espécimes
muito parecidos morfologicamente, portanto de dificil identificacdo em nivel de espécie.

Tabela 3. Pares de espécies que apresentaram valores médios de divergéncia genética

menores que 2%.

Pares de espécies Divergéncia (%)

Corydoras adolfoi Corydoras duplicareus 1 0,2
Corydoras aeneus Corydoras cf. aeneus 1,1
Scleromystax barbatus Scleromystax sp. C112 0,1
Corydoras cf. arcuatus Corydoras duplicareus 3 0,1
Corydoras amandajanea Corydoras imitator 0,3
Corydoras albolineatusl Corydoras aff. polystictus 0,6
Corydoras aff. griseus Corydoras potaroensis 0,4
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5. DISCUSSAO

Pressdes, como superexploracdo, urbanizacdo e perda dos habitats sdo ameacas
reais a todas as formas de vida e a identificacdo de espécies é o primeiro passo para
delinear acdes de conservacdo. Com relacdo aos peixes, a identificacdo errbnea ou
imprecisa de espécies € um problema significativo para o cultivo de estoques e o controle
da pesca (LLEONART et al., 2006), e abordagens exclusivamente morfoldgicas tem
limitacbes para a identificacdo de individuos jovens, avariados ou fragmentados, bem
como para a identificacdo de taxons cripticos.

O sucesso do DNA barcoding, depende da distribuicdo das distancias genéticas
entre individuos coespecificos e co-genéricos, dado que falhas no agrupamento utilizando
essa técnica sdo proporcionais a sobreposicdo entre essas duas distribuicdes (MEYER,
2005). Desde que foi proposto como um sistema global para a identificacdo de animais
(HEBERT et al., 2003b), o DNA barcoding tem mostrado um desempenho satisfatorio em
discriminar com acuracia um grande numero de espécies (FREZAL & LEBLOIS, 2008),
como observado neste trabalho.

No presente estudo foram analisadas 94 espécies de Corydoradinae (Apéndice A).
Cerca de 70% destas espécies constituem-se de grupos ainda ndo contemplados no
Barcoding of Life Initiative, e o0 restante aumenta a representatividade das sequéncias
previamente depositadas por pesquisadores de varias partes do mundo.

A presente investigacdo de DNA barcoding mostrou que 85% das 94 espécies
analisadas apresentam mais de 2% de distancia genética, podendo assim ser facilmente
distinguidas de outras espécies geneticamente semelhantes por meio de duas metodologias
de analises empregadas (Nearest Neighbour Distance e Neighbor-Joining). Entretanto,
esses resultados sdo um pouco inferiores aos encontrados na literatura de identificacdo
molecular de espécies pela metodologia do DNA barcoding. WARD et al. (2005)
analisaram 207 espécies de peixes marinhos da costa australiana, discriminando todas as
espécies. HUBERT et al. (2008) obtiveram as sequéncias barcode para 190 espécies de
peixes de agua doce do Canada, discriminando corretamente 93% das espécies analisadas.
VALDEZ-MORENO et al. (2009) avaliaram 61 espécies de peixes de agua doce do
México e Guatemala discriminando corretamente 93% das espécies. LARA et al. (2010)
obtiveram as sequéncias barcode de 27 espécies de peixes de agua doce de Cuba
conseguindo uma resolucdo de 96%, enquanto que WARD (2009) analisando as
sequéncias barcode de 1088 espécies de peixes que se encontravam depositadas no BOLD
encontrou uma eficécia de discriminagdo de 97,5%. Mais recentemente, PEREIRA et al.



43

(2011) conseguiram discriminar 99,2% dos peixes de dgua doce neotropicais da bacia do
Alto Parana, num universo de 231 espécies amostradas e RIBEIRO et al. (2012)
conseguiram identificar corretamente 97% das 135 espécies de peixes marinhos de S&o
Paulo.

Ao longo de todo o estudo, os individuos que apresentaram perfis de COI que divergiam do
padrdo esperado pela sua identificacdo baseada em caracteres morfoldgicos eram ressubmetidos as
avaliacbes morfoldgicas, em busca de possiveis fontes de erro na identificacdo inicial ou de
problemas como a presenca de individuos pertencentes a duas espécies diferentes no mesmo lote da
colecdo. Para alguns individuos, a inadequacdo foi comprovada e uma reidentificacdo pdde ser
feita. Porém, para outros, os vereditos molecular e morfolégico ndo coincidiram, ocasionando
situacBes em que individuos de uma mesma espécie apresentam profundas divergéncias entre suas
sequéncias barcode ou casos em que individuos de duas espécies diferentes compartilham
sequéncias préximas entre si, como os dezesseis pares de espécies que divergiram menos de 2%
entre si (Tabela 3).

BRITTO (2003) redefiniu os géneros de Corydoradinae, incluindo as espécies de
Corydoras mais relacionadas a Aspidoras no revalidado género Scleromystax e
sinonimizando Brochisa Corydoras. Como essa sugestdo ainda ndo foi apresentada de
maneira mais formal ela ndo tem sido utilizada nas listagens de espécies conhecidas
(ESCHMEYER, 2013). Por conta desse fato, o banco de dados internacional BOLD néo
permite a denominacdo da espécie Corydoras splendens, C. multiradiatus e C. britskii
substituindo-a automaticamente por Brochis splendens, Brochis multiradiatus e Brochis
britskii (Apéndice B).

Corydoras aeneus é a espécie com maior problema taxondmico, em decorréncia de
ser largamente distribuida e com diversos sinbnimos juniores, como C. microps, C.
venezuelanus, C. macrosteus e C. schultzei (NIJSSEN & ISBRUCKER, 1980). Além disto,
é uma espécie amplamente conhecida na ictiologia e aquariofilia, sendo assim de grande
relevancia. Embora o monofiletismo do complexo Corydoras aeneus tenha sido proposto
(BRITTO, 1997, 2003), as relacbes entre seus componentes ndo foram investigadas,
permanecendo desconhecidas. A definicdo e o limite de cada uma das espécies deste grupo
ainda sdo muito imprecisos, 0 que se deve principalmente a falta de detalhamento nas
descrigcdes dessas espécies, ndo sendo fornecida uma diagnose clara para cada uma destas.
Mesmo na Gltima revisdo do género Corydoras por NIJSSEN & ISBRUCKER (1980), ndo
houve uma tentativa em precisar os limites de cada espécie. Este problema taxondmico
implica ndo s6 em um desconhecimento das diferencas interespecificas do complexo
Corydoras aeneus e variacOes dentro de cada espécie, como também na compreensao da

distribuicdo geogréfica das mesmas, que muitas vezes possuem a mesma &rea de
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ocorréncia de outros Corydoradinae. Estas limitagcdes resultam na dificuldade, em alguns
casos até mesmo na impossibilidade, de se identificar seguramente a maioria das espécies
da subfamilia. Os resultados obtidos no presente estudo mostraram a distingdo de 6 grupos
de Corydoras aeneus (Apéndice B), o que reforca a hipotese da existéncia deste complexo
de espécies.

Corydoras duplicareus apareceu dividido em trés grupos. Corydoras adolfoi e o
grupo 1 de C. duplicareus possuem é&reas de distribuicdo similares e apresentam
caracteristicas morfoldgicas e coloracdo parecida (FULLER & EVERS, 2005) (Figura 5),
além disso a distancia genética entre este par de espécies foi de 0,2% (Figura 6). O grupo 2
de C. duplicareus ficou em um cluster separado, 0 que sugere ser uma espécie valida e sem
erros de identificacdo. Ja o grupo 3 de C. duplicareus mostrou 0,1% de divergéncia
genética quando comparado a Corydoras cf. arcuatus (Figura 7), tal resultado indica que
novas andlises e revisao de identificacdo devem ser feitas para esta espécies.

Corydoras adolfoi Corydoras duplicareus

Burgess, 1982 Sands, 1995
‘ .y', " . ‘\:‘

Figura 5. Fotos de Corydoras adolfoi e C. duplicareus de FULLER & EVERS (2005).
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— BCORY219T12LBPY_32647Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY208T12LBPY _32544Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY222T12LBPY 32650Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY204T12LBPY_32528Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY218T12LBPY _32646Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY21TT12LBPY_32621Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY205T12LBPY_32529Corydoras_adolfoi 1014 bases
1| BCORY203T12LBPY_32527Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY221T12LEBPY_32649Corydoras_adolfoi 1014 bases
4%' BCORY210T12LBPV _32546Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY207TT12LEBPY _32543Corydoras_adolfoi 1014 bases
98, BCORY211T12LBPV_32547Corydoras_adolfoi 1014 bases
+EICDRYUQET12LEIF'V_1BEBECnrydnras_duplicareus 1014 bases
i 43‘ BCORY209T12LBPY_32545Corydoras_adolfoi 1014 bases
|- BCORYD95T12LBPY _18835Corydoras_duplicareus 1014 bases

63

21

:|C. duplicareus grupo 1

Figura 6. Posicdo dos espécimes pertencentes as espécies Corydoras adolfoi e Corydoras

duplicareus no dendrograma.

BCORY212T12LBPY_32587Corydoras_cf_arcuatus 1014 bases
o BCORY214T12LBPV_32589Corydoras_cf_arcuatus 1014 bases
100 ' BCORY216T12LBPY_32591Corydoras_cf_arcuatus 1014 bases
BCORY213T12LBPY _32588Corydoras_cf._arcuatus 1014 bases
BCORY501T13LBPY _7102Corydoras_duplicareus 1014 bases C.duplicareus grupo 3
BCORY502T13LBPY _7103Corydoras_duplicareus 1014 bases

70

Figura 7. Posicdo dos espécimes pertencentes as espécies Corydoras cf. arcuatus e

Corydoras duplicareus no dendrograma.

Supostos erros de identificacdo podem ter ocorrido também no par de espécies
Corydoras amandajanea e Corydoras imitator devido a distancia genética de 0,3% (Figura

8) e também da similaridade das espécies (Figura 9).
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BCORY854T14LBPY 32582Conydoras _imitator 1014 bases

94
BCORY086T12LBPY _18824Corydoras_amandajanea 1014 bases
20
BCORY855T14LBPY _32634Corydoras_imitator 1014 bases
2

BCORYA538T13LBPY _32503Corydoras_imitator 1014 bases

BCORY851T14LBPY _32636Corydoras_imitator 1014 bases

BCORY539T13LBPY _32504Corydoras_imitator 1014 bases

BCORY537TT13LBPY _32502Corydoras_imitator 1014 bases

i BCORYS541T13LBPY _32506Corydoras_imitator 1014 bases

40 BCORYS03T14LBPYV_18894Corydoras_imitator 1014 bases

7 1 BCORYS902T14LBPY _15727Conydoras_imitator 1014 bases
BCORYS01T4LBPY _15726Corydoras_imitator 1014 bases

Figura 8. Posicdo dos espécimes pertencentes as especies Corydoras imitator e Corydoras
amandajanea no dendrograma.

Corydoras imitator Corydoras amandajanea
Nijssen & Isbriicker 1983 Sands, 1995

HHansSe0rg Evers
T g
9 J
:

Figura 9. Fotos de Corydoras imitator e C. amandajanea de FULLER & EVERS (2005).

As espécies Scleromystax barbatus e Scleromystax sp. C112 apresentaram 0,1% de
distancia genética (Figura 10) e acrescida da semelhanca entre as espécies indicam uma

identificagédo erronea (Figura 11).
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108 Hflﬂ@FWSEEﬁ 3LBPV_11106Scleromystax_prionotos 1014 bases
BCORY3I56T13LEPY_111085cleromystax_prionotos 1014 bases
L BCORY358T13LBPY_32787Scleromystax_prionotos 1014 bases
45 BCORY332T13LBPY_328005cleromystax_barbatus 1014 bases
44| BCORY333T1 JLBPV_32801Scleromystax_barbatus 1014 bases
g2 | BCORY365T13LBPY_213695cleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY367T13LBPY_213735cleromystax_barbatus 1014 bases
arf BCORY363T13LBPY_21372Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY3B4T13LBPV_213705cleromystax_barbatus 1014 bases
BCORYTO7T13LBPY _11071Scleromystax_sp. C112 1014 bases
BCORYTOGET13LBPY _11070Scleromystax_sp. C112 1014 bases
BCORYTO4T13LEPY 11067 Scleromystax_sp._C112 1014 bases
BCORY3I66T13LBPY_110885cleromystax_barbatus 1014 bases
BCORYT08T13LBPY_11072Scleromystax_sp. C112 1014 bases
BCORY336T13LBPY _35721Scleromystax_barbatus 1014 bases

100

Figura 10. Posicdo dos espécimes pertencentes as espécies Scleromystax barbatus e

Scleromystax sp. C112 no dendrograma.

Scleromystax barbatus

C112 Scleromystax sp.

(Quoy & Gaimard, 1824)

ins-Geory E

Figura 11. Fotos de Scleromystax barbatus e Scleromystax sp. C112 de FULLER &

EVERS (2005).

Para os pares de espécies Corydoras albolineatusl- Corydoras aff. polystictus e
Corydoras aff. griseus - Corydoras potaroensis, foram encontrados baixos valores de

divergéncia genética, 0,6 e 0,4% respectivamente (Apéndice B). Esses espécimes devem
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ser reanalisados e para melhores resultados, novas amostras pertencentes a tais espécies
adicionadas aos dados.

Desde que foi proposto como um sistema global para a identificacdo de animais
(HEBERT et al., 2003b), o0 DNA barcoding tem mostrado um desempenho satisfatorio em
discriminar com acuracia um grande nimero de espécies (FREZAL & LEBLOIS, 2008),

como corrobora o presente trabalho.
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onclusoes
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6. CONCLUSAO

Este estudo corrobora a adequacdo da abordagem do DNA barcoding em
discriminar e identificar, sem ambiguidade, a grande maioria das espécies de
Corydoradinae. O uso combinado de diferentes abordagens de analise para os dados de
DNA barcoding foi bastante util e eficaz, permitindo a discriminacdo de espécies mesmo
com valores de divergéncia genética baixos.

Por outro lado, os presentes resultados apontam para uma necessidade de realizacédo
de novos estudos taxondmicos em Corydoradinae, para uma melhor caracterizacdo das
espécies.

Para os propdsitos da Barcoding of Life Initiative, quanto mais completa for a
biblioteca referéncia de sequéncias barcode, mais eficiente e util ela serd (EKREM et al.,
2007). Assim, este tipo de contribuicdo é importante para consolidar o DNA barcoding

como um sistema global de identificacdo da biodiversidade.
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Apéndice B. Arvore de Neighbor-Joining das distancias (K2P) entre as sequéncias de
COl de 610 espécimes de peixes pertencentes a subfamilia Corydoradinae.



BCORY529T13LBPV_46598Corydoras_haraldschultzi 1014 bases
BCORY531T13LBPV_46631Corydoras_haraldschultzi 1014 bases
BCORY525T13LBPV_18890Corydoras_haraldschultzi 1014 bases
BCORY528T13LBPV_46597Corydoras_haraldschultzi 1014 bases
BCORY527T13LBPV_18892Corydoras_haraldschultzi 1014 bases
8|y BCORY530T13LBPV_46599Corydoras_haraldschultzi 1014 bases
BCORY526T13LBPV_18891Corydoras_haraldschultzi 1014 bases
BCORY662T13LBPV_32904Corydoras_sp._C68 1014 bases
BCORY663T13LBPV_32926Corydoras_sp._C68 1014 bases
BCORY661T13LBPV_32903Corydoras_sp._C68 1014 bases
? BCORY660T13LBPV_32902Corydoras_sp._C68 1014 bases
4 BCORY659TL3LBPV_32901Corydoras_sp._C68 1014 bases
BCORY576T13LBPV_53948Corydoras_orphnopterus 1014 bases
69 | BCORY573T13LBPV_53945Corydoras_orphnopterus 1014 bases
BCORY577T13LBPV_53949Corydoras_orphnopterus 1014 bases
BCORY574T13LBPV_53946Corydoras_orphnopterus 1014 bases
BCORY575T13LBPV_53947Corydoras_orphnopterus 1014 bases

o

18

100
9
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BCORY689T13LBPV_57771Corydoras_virginiae 1014 bases
94 [BCORY692T13LBPV_57774Corydoras_virginiae 1014 bases
BCORY688T13LBPV_57770Corydoras_virginiae 1014 bases
BCORY690T13LBPV_57772Corydoras_virginiae 1014 bases
BCORY132T12LBPV_18952Corydoras_punctatus 1014 bases
100 BCORY895T14LBPV_53837Corydoras_punctatus 1014 bases
BCORY896T14LBPV_53838Corydoras_punctatus 1014 bases
71/ BCORY489T13LBPV_57765Corydoras_agassizii 1014 bases
BCORY488T13LBPV_57764Corydoras_agassizii 1014 bases

100

BCORY487T13LBPV_57763Corydoras_agassizii 1014 bases
BCORY486T13LBPV_57762Corydoras_agassizii 1014 bases
BCORY490T13LBPV_57766Corydoras_agassizii 1014 bases
ool BCORY598T13LBPV_8951Corydoras_robineae 1014 bases

67

771 BCORY597T13LBPV_8959Corydoras_robineae 1014 hases
{ BCORY599T13LBPV_18880Corydoras_robineae 1014 bases
BCORY849T14LBPV_18921Corydoras_seussi 1014 hases
d BCORY615T13LBPV_7175Corydoras_seussi 1014 bases
11 BCORY850T14LBPV_18922Corydoras_seussi 1014 hases
77| BCORY614T13LBPV_7174Corydoras_seussi 1014 bases
BCORY613T13LBPV_7173Corydoras_seussi 1014 bases

BCORY559T13LBPV_32654Corydoras_melini 1014 bases

100 |BCORY305T12LBPV_47951Corydoras_condiscipulus 1014 bases
— BCORY304T12LBPV_47950Corydoras_condiscipulus 1014 bases



20

100

99

36

100

BCORY561T13LBPV_32662Corydoras_melini 1014 bases
BCORY558T13LBPV_32653Corydoras_melini 1014 bases
BCORY557T13LBPV_32652Corydoras_melini 1014 bases
BCORY560T13LBPV_32655Corydoras_melini 1014 bases
BCORY093T12LBPV_18832Corydoras_delphax 1014 bases
BCORY854T14LBPV_32582Corydoras_imitator 1014 hases
BCORY(086T12LBPV_18824Corydoras_amandajanea 1014 bases
BCORY855T14LBPV_32634Corydoras_imitator 1014 bases
BCORY538T13LBPV_32503Corydoras_imitator 1014 bases
) BCORY851T14LBPV_32636Corydoras_imitator 1014 bases
' BCORY539T13LBPV_32504Corydoras_imitator 1014 bases
' BCORY537T13LBPV_32502Corydoras_imitator 1014 bases
’ BCORY541T13LBPV_32506Corydoras_imitator 1014 bases
BCORY903T14LBPV_18894Corydoras_imitator 1014 bases
7 1 BCORY902T14LBPV_15727Corydoras_imitator 1014 bases
BCORY901T14LBPV_15726Corydoras_imitator 1014 bases

BCORY749T13LBPV_18931Corydoras_robustus 1014 bases
BCORY748T13LBPV_18930Corydoras_robustus 1014 bases

~ BCORY587T13LBPV_8957Corydoras_pulcher 1014 bases
67 | BCORY552T13LBPV_43088Corydoras_melanistius 1014 bases

BCORY867T14LBPV_43015Corydoras_melanistius 1014 hases
BCORY254T12LBPV_43823Corydoras_acutus 1014 bases
BCORY251T12LBPV_43820Corydoras_acutus 1014 bases

‘— BCORY253T12LBPV_43822Corydoras_acutus 1014 bases

BCORY252T12LBPV_43821Corydoras_acutus 1014 bases
BCORY250T12LBPV_43819Corydoras_acutus 1014 bases
BCORY112T12LBPV_18874Corydoras_melanistius 1014 bases
BCORY111T12LBPV_18873Corydoras_melanistius 1014 bases
BCORY556T13LBPV_7266Corydoras_melanistius 1014 bases
BCORY554T13LBPV_7264Corydoras_melanistius 1014 bases
BCORY555T13LBPV_7265Corydoras_melanistius 1014 bases
- BCORY110T12LBPV_18872Corydoras_melanistius 1014 bases
BCORY553T13LBPV_43089Corydoras_melanistius 1014 bases
BCORY628T13LBPV_7125Corydoras_sodalis 1014 bases
BCORY629T13LBPV_18853Corydoras_sodalis 1014 bases
BCORY625T13LBPV_18851Corydoras_sodalis 1014 bases

81

BCORY596T13LBPV_7214Corydoras_sodalis 1014 bases
BCORY595T13LBPV_7213Corydoras_sodalis 1014 bases
BCORY594T13LBPV_7211Corydoras_sodalis 1014 bases
BCORY627T13LBPV_18852Corydoras_sodalis 1014 bases

100 | BCORY592T13LBPV_57744Corydoras_reticulatus 1014 bases



6 | BCORY593T13LBPV_57745Corydoras_reticulatus 1014 bases
BCORY404T13LBPV_46569Corydoras_latus 1014 bases
29 BCORY417T13LBPV_8064Corydoras_latus 1014 bases
BCORY422T13LBPV_8125Corydoras_latus 1014 bases
BCORY423T13LBPV_8126Corydoras_latus 1014 bases
BCORY424T13LBPV_8127Corydoras_latus 1014 bases
: BCORY920T14LBPV_54628Corydoras_latus 1014 bases
L BCORY419T13LBPV_8120Corydoras_latus 1014 bases
BCORY402T13LBPV_46567Corydoras_latus 1014 bases
BCORY415T13LBPV_8059Corydoras_latus 1014 bases
BCORY401T13LBPV_46566Corydoras_latus 1014 bases
BCORY310T12LBPV_49260Corydoras_latus 1014 bases
BCORY921T14LBPV_55171Corydoras_latus 1014 bases
BCORY395T13LBPV_28267Corydoras_latus 1014 bases
BCORY400T13LBPV_46565Corydoras_latus 1014 bases
BCORY416T13LBPV_8061Corydoras_latus 1014 bases
BCORY429T13LBPV_4624Corydoras_difluviatilis 1014 bases
BCORY238T12LBPV_40007Corydoras_difluviatilis 1014 bases
BCORY240T12LBPV_40009Corydoras_difluviatilis 1014 bases
BCORY241T12LBPV_40010Corydoras_difluvatilis 1014 bases
BCORY242T12LBPV_40011Corydoras_difluviatilis 1014 bases
BCORY239T12LBPV_40008Corydoras_difluviatilis 1014 bases
BCORY383T13LBPV_59918Corydoras_difluMatilis 1014 bases
BCORY387T13LBPV_60150Corydoras_difluvatilis 1014 bases
BCORY390T13LBPV_60153Corydoras_difluviatilis 1014 bases
BCORY389T13LBPV_60152Corydoras_difluviatilis 1014 bases
! BCORY388T13LBPV_60151Corydoras_difluviatilis 1014 bases
BCORY385T13LBPV_59921Corydoras_difluviatilis 1014 bases
565 BCORY386T13LBPV_59922Corydoras_difluviatilis 1014 bases
52 | BCORY461T13LBPV_59919Corydoras_difluMatilis 1014 bases
BCORY384T13LBPV_59920Corydoras_difluvatilis 1014 bases
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30

100 ( BCORY657T13LBPV_8113Brochis_britskii 1014 bases
BCORY655T13LBPV_8116Brochis_britskii 1014 bases

BCORY399T13LBPV_41224Brochis_splendens 1014 bases
BCORY410T13LBPV_7222Brochis_splendens 1014 bases
31)BCORY393T13LBPV_41222Brochis_splendens 1014 bases
BCORY381T13LBPV_41223Brochis_splendens 1014 bases
BCORY398T13LBPV_41220Brochis_splendens 1014 bases
BCORY761T13LBPV_53770Brochis_multiradiatus 1014 bases
BCORY759T13LBPV_53768Brochis_multiradiatus 1014 bases
BCORY397T13LBPV_36755Brochis_multiradiatus 1014 bases

99




w
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BCORY408T13LBPV_53536Brochis_multiradiatus 1014 bases
BCORY407T13LBPV_53534Brochis_multiradiatus 1014 bases
; BCORY406T13LBPV_53533Brochis_multiradiatus 1014 bases
sf- BCORY760T13LBPV_53769Brochis_multiradiatus 1014 bases
BCORY382T13LBPV_53535Brochis_multiradiatus 1014 bases
— BCORY219T12LBPV_32647Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY208T12LBPV_32544Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY222T12LBPV_32650Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY204T12LBPV_32528Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY218T12LBPV_32646Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY217T12LBPV_32621Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY205T12LBPV_32529Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY203T12LBPV_32527Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY221T12LBPV_32649Corydoras_adolfoi 1014 bases

34) BCORY210T12LBPV_32546Corydoras_adolfoi 1014 bases
BCORY207T12LBPV_32543Corydoras_adolfoi 1014 bases

99| BCORY211T12LBPV_32547Corydoras_adolfoi 1014 bases

1 BCORY096T12LBPV_18836Corydoras_duplicareus 1014 bases

o
©

-

51

48 BCORY209T12LBPV_32545Corydoras_adolfoi 1014 bases }
12 C.duplicareus grupo 1

BCORY095T12LBPV_18835Corydoras_duplicareus 1014 bases
100 r BCORY121T12LBPV_18936Corydoras_concolor 1014 bases
BCORY120T12LBPV_18935Corydoras_concolor 1014 bases
67 97 - BCORY503T13LBPV_7104Corydoras_duplicareus 1014 bases
_|; BCORY504T13LBPV_7105Corydoras_duplicareus 1014 bases
99 {BCORY230T12LBPV_32743Corydoras_burgessi 1014 bases
BCORY?229T12LBPV_32742Corydoras_burgessi 1014 bases
s BCORY499T13LBPV_7203Corydoras_davidsandsi 1014 bases

70| BCORY498T13LBPV_7202Corydoras_davidsandsi 1014 bases
BCORY497T13LBPV_7201Corydoras_davidsandsi 1014 bases

11 100 BCORY671T13LBPV_7164Corydoras_sterbai 1014 bases
43 BCORY672T13LBPV_7165Corydoras_sterbai 1014 bases
BCORY669T13LBPV_18813Corydoras_sterbai 1014 bases

- BCORY654T13LBPV_19708Corydoras_brevirostris 1014 bases
100 BCORY652T13LBPV_19706Corydoras_brevirostris 1014 bases
BCORY653T13LBPV_19707Corydoras_brevirostris 1014 bases
BCORY651T13LBPV_19705Corydoras_brevrostris 1014 bases
BCORY650T13LBPV_19704Corydoras_brevirostris 1014 bases
BCORY753T13LBPV_57769Corydoras_ambiacus 1014 bases
- BCORY752T13LBPV_57768Corydoras_ambiacus 1014 bases
- BCORY751T13LBPV_57767Corydoras_ambiacus 1014 bases
4 44 BCORY664T13LBPV_53742Corydoras_sp._C91 1014 hases

i|C.dupIicareus grupo 2
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98

100 [~ BCORY666T13LBPV_53744Corydoras_sp._C91 1014 bases
32[ BCORY667T13LBPV_53760Corydoras_sp._C91 1014 hases
BCORY665T13LBPV_53743Corydoras_sp._C91 1014 bases
561 BCORY863T14LBPV_43090Corydoras_julii 1014 bases
100 || BCORY913T14LBPV_53808Corydoras_julii 1014 bases

o

39

S

L BCORY864T14LBPV_43091Corydoras_julii 1014 bases
100 BCORY904T14LBPV_27090Corydoras_julii 1014 bases

35( BCORY905T14LBPV_27092Corydoras_julii 1014 bases

BCORY857T14LBPV_11429Corydoras_julii 1014 bases

671 BCORY581T13LBPV_13564Corydoras_polystictus 1014 bases
281 BCORY578T13LBPV_13645Corydoras_polystictus 1014 hases
BCORY579T13LBPV_13600Corydoras_polystictus 1014 bases
BCORY412T13LBPV_8056Corydoras_polystictus 1014 bases
BCORY420T13LBPV_8123Corydoras_polystictus 1014 bases
BCORY582T13LBPV_13558Corydoras_polystictus 1014 hases
BCORY271T12LBPV_46616Corydoras_polystictus 1014 bases
BCORY273T12LBPV_46618Corydoras_polystictus 1014 bases
BCORY274T12LBPV_46619Corydoras_polystictus 1014 bases
BCORY272T12LBPV_46617Corydoras_polystictus 1014 bases

= — BCORY197T12LBPV_28312Corydoras_polystictus 1014 bases

BCORY621T13LBPV_49461Corydoras_similis 1014 bases
9946 - BCORY619T13LBPV_49459Corydoras_similis 1014 bases
74 |' BCORY618T13LBPV_49458Corydoras_similis 1014 bases
45) BCORY617T13LBPV_49457Corydoras_similis 1014 bases
BCORY620T13LBPV_49460Corydoras_similis 1014 bases
97 | BCORY108T12LBPV_18870Corydoras_caudimaculatus 1014 bases
100 | 'BCORY107T12LBPV_18869Corydoras_caudimaculatus 1014 bases
96/ | BCORY134T12LBPV_18954Corydoras_sp. 1014 bases
BCORY133T12LBPV_18953Carydoras_sp. 1014 bases
BCORY697T13LBPV_57750Corydoras_weitzmani 1014 bases
40| BCORY696T13LBPV_57749Corydoras_weitzmani 1014 bases
BCORY698T13LBPV_57751Corydoras_weitzmani 1014 bases
- BCORY178T12LBPV_23688Corydoras_acrensis 1014 bases
BCORY168T12LBPV_22987Corydoras_acrensis 1014 bases
BCORY169T12LBPV_22988Corydoras_acrensis 1014 bases
BCORY170T12LBPV_22989Corydoras_acrensis 1014 bases
BCORY172T12LBPV_22991Corydoras_acrensis 1014 bases
BCORY177T12LBPV_23687Corydoras_acrensis 1014 bases
BCORY179T12LBPV_23689Corydoras_acrensis 1014 bases

90

100

BCORY180T12LBPV_23690Corydoras_acrensis 1014 bases

BCORY181T12LBPV 23691Corvdoras acrensis 1014 bases



59

34

21

27

g{[BCORYQSTIZLBPV_18948Corydoras_acrensis 1014 bases

BCORY127T12LBPV_18947Corydoras_acrensis 1014 bases
BCORY212T12LBPV_32587Corydoras_cf._arcuatus 1014 bases

o BCORY214T12LBPV_32589Corydoras_cf._arcuatus 1014 bases

100 |' BCORY216T12LBPV_32591Corydoras_cf._arcuatus 1014 bases
BCORY213T12LBPV_32588Corydoras_cf. arcuatus 1014 bases

" BCORY501T13LBPV_7102Corydoras_duplicareus 1014 bases
BCORY502T13LBPV_7103Corydoras_duplicareus 1014 bases

BCORY813T14LBPV_66769Corydoras_araguaiaensis 1014 bases

BCORY039T12LBPV_13287Corydoras_araguaiaensis 1014 bases

BCORY814T14LBPV_66770Corydoras_araguaiaensis 1014 bases

BCORY041T12LBPV_13289Corydoras_araguaiaensis 1014 bases

BCORY040T12LBPV_13288Corydoras_araguaiaensis 1014 hases

BCORY043T12LBPV_13291Corydoras_araguaiaensis 1014 bases

BCORY873T14LBPV_18996Corydoras_nattereri 1014 bases

BCORY872T14LBPV_18751Corydoras_nattereri 1014 bases

73| BCORY877T14LBPV_16526Corydoras_nattereri 1014 bases

BCORY876T14LBPV_16042Corydoras_nattereri 1014 bases

—— BCORY129T12LBPV_18949Corydoras_leucomelas 1014 bases

30 BCORY683T13LBPV_46546Corydoras_urucu 1014 bases

29| BCORY687T13LBPV_46556Corydoras_urucu 1014 bases

BCORY686T13LBPV_46550Corydoras_urucu 1014 bases

195 | ' BCORY684T13LBPV_46558Corydoras_urucu 1014 bases

BCORY643T13LBPV_7121Corydoras_schwartzi 1014 bases

40 BCORY642T13LBPV_7120Corydoras_schwartzi 1014 bases

BCORY641T13LBPV_7119Corydoras_schwartzi 1014 hases

o9 |BCORYQ06T12LBPV_11443Corydoras_arcuatus 1014 bases

‘| BCORY313T12LBPV_50789Corydoras_arcuatus 1014 bases

69 |BCORY860T14LBPV_27238Corydoras_julii 1014 bases

33)p { BCORY862T14LBPV_27324Corydoras_julii 1014 bases

— BCORY861T14LBPV_27239Corydoras_julii 1014 bases

- BCORY764T13LBPV_43018Corydoras_julii 1014 bases

—1|BCORY542T13LBPV_43814Corydoras_julii 1014 bases

BCORY543T13LBPV_43815Corydoras_julii 1014 bases

BCORY544T13LBPV_43816Corydoras_julii 1014 bases

BCORY545T13LBPV_43817Corydoras_julii 1014 bases

BCORY765T13LBPV_43019Corydoras_julii 1014 bases

BCORY763T13LBPV_43017Corydoras_julii 1014 bases

BCORY762T13LBPV_43016Corydoras_julii 1014 bases

BCORYQ75T12LBPV_17375Corydoras_aeneus 1014 bases
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BCORYQ76T12LBPV_17376Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY077T12LBPV_17377Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY(78T12LBPV_17378Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY301T12LBPV_47753Corydoras_aeneus 1014 bases
gp | BCORY302T12LBPV_47754Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY303T12LBPV_47755Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY311T12LBPV_49855Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY259T12LBPV_44406Corydoras_aeneus 1014 bases
0]BCORY258T12LBPV_44405Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY257T12LBPV_44404Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY256T12LBPV_44403Corydoras_aeneus 1014 bases

Y

11 BCORY202T12LBPV_32002Corydoras_aeneus 1014 hases

BCORY201T12LBPV_32001Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY264T12LBPV_45623Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY262T12LBPV_45621Corydoras_aeneus 1014 bases

l BCORY260T12LBPV_45619Corydoras_aeneus 1014 bases

BCORY261T12LBPV_45620Corydoras_aeneus 1014 bases

BCORY263T12LBPV_45622Corydoras_aeneus 1014 bases

—~ BCORY200T12LBPV_31945Corydoras_aeneus 1014 bases

64| BCORY255T12LBPV_44402Corydoras_aeneus 1014 bases

=)

BCORY101T12LBPV_18857Corydoras_aeneus 1014 bases
— BCORY199T12LBPV_31944Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY198T12LBPV_31943Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY158T12LBPV_22466Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY138T12LBPV_19373Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY136T12LBPV_19371Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY140T12LBPV_19375Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY182T12LBPV_24837Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY184T12LBPV_24839Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY142T12LBPV_19590Corydoras_aeneus 1014 bases
17 BCORY183T12LBPV_24838Corydoras_aeneus 1014 bases
66| BCORY185T12LBPV_24840Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY145T12LBPV_20398Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY143T12LBPV_20396Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY308T12LBPV_49258Corydoras_cf._aeneus 1014 bases

~

—— BCORY008T12LBPV_11445Corydoras_aeneus 1014 bases

BCORY190T12LBPV_27407Corydoras_cf._aeneus 1014 bases

95
BCORY188T12LBPV_27405Corydoras_cf._aeneus 1014 bases

BCORY189T12LBPV_27406Corydoras_cf. _aeneus 1014 bases

BCORY246T12LBPV_41549Corydoras_aeneus 1014 bases

c.aeneus grupo 1
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{BCORY391T13LBPV_811000rydoras_cf._aeneus 1014 bases

BCORY392T13LBPV_8122Corydoras_cf._aeneus 1014 bases

P! BCORY139T12LBPV_19374Corydoras_aeneus 1014 hases
- BCORY413T13LBPV_8057Corydoras_aeneus 1014 bases

- BCORY137T12LBPV_19372Corydoras_aeneus 1014 bases
- BCORY244T12LBPV_41547Corydoras_aeneus 1014 bases

BCORY243T12LBPV_41546Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY245T12LBPV_41548Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY247T12LBPV_41550Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY248T12LBPV_41653Corydoras_aeneus 1014 bases

95 (BCORYB05T14LBPV_62055Corydoras_aeneus 1014 bases

BCORY809T14LBPV_64067Corydoras_aeneus 1014 bases

BCORY810T14LBPV_66638Corydoras_aff._aeneus 1014 bases

BCORY265T12LBPV_45783Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY113T12LBPV_18875Corydoras_aeneus 1014 bases

100 | BCORY091T12LBPV_18829Corydoras_aeneus 1014 bases

BCORY(090T12LBPV_18828Corydoras_aeneus 1014 bases
BCORY089T12LBPV_18827Corydoras_aeneus 1014 bases

94 | BCORY630T13LBPV_57752Corydoras_rabauti 1014 bases

100

BCORY633T13LBPV_57755Corydoras_rabauti 1014 bases

BCORY632T13LBPV_57754Corydoras_rahauti 1014 bases
BCORY634T13LBPV_57756Corydoras_rabauti 1014 bases
BCORY631T13LBPV_57753Corydoras_rahauti 1014 bases

9

| BCORY482T13LBPV_61824Corydoras_aeneus 1014 bases
0

° BCORY484T13LBPV_61826Corydoras_aeneus 1014 bases

| BCORY485T13LBPV_61827Corydoras_aeneus 1014 bases
62 | BCORY879T14LBPV_22676Corydoras_nattereri 1014 bases
53 |L- BCORY878T14LBPV_22675Corydoras_nattereri 1014 bases

1001l BCORYS70TIALBPV 18591Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY871T14LBPV_18750Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY284T12LBPV_46629Corydoras_aff._griseus 1014 bases
BCORY283T12LBPV_46628Corydoras_aff._griseus 1014 hases
BCORY285T12LBPV_46630Corydoras_aff._griseus 1014 bases
BCORY102T12LBPV_18858Corydoras_aff._griseus 1014 hases
BCORY103T12LBPV_18859Corydoras_aff._griseus 1014 bases
- BCORY286T12LBPV_46632Corydoras_aff._griseus 1014 bases
100 |-y BCORY288T12LBPV_46634Corydoras_aff._griseus 1014 bases

91

53

’ BCORY287T12LBPV_46633Corydoras_aff._griseus 1014 bases

BCORY583T13LBPV_18807Corydoras_potaroensis 1014 bases
— BCORY289T12LBPV_46635Corydoras_aff._griseus 1014 bases
gg'_l- BCORY811T14LBPV_26290Corydoras_albolineatus 1014 bases

C.aeneus grupo 2
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24

89

' BCORY906T14LBPV_26230Corydoras_albolineatus 1014 bases
100 | |BCORY268T12LBPV_46602Corydoras_aff._polystictus 1014 bases
BCORY580T13LBPV_13659Corydoras_aff._polystictus 1014 bases
96 [' BCORY266T12LBPV_46600Corydoras_aff._polystictus 1014 bases
; BCORY267T12LBPV_46601Corydoras_aff._polystictus 1014 bases
48| BCORY269T12LBPV_46603Corydoras_aff._polystictus 1014 bases
BCORY270T12LBPV_46604Corydoras_aff._polystictus 1014 bases

100 | BCORY084T12LBPV_18821Corydoras_albolineatus 1014 bases

BCORY085T12LBPV_18822Corydoras_albolineatus 1014 bases

100 | BCORY677T13LBPV_18885Corydoras_tukano 1014 bases
BCORY679T13LBPV_7193Corydoras_tukano 1014 bases

BCORY727T13LBPV_29047Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY726T13LBPV_60765Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY730T13LBPV_29050Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY731T13LBPV_29051Corydoras_paleatus 1014 bases
40| BCORY639T13LBPV_55250Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY723T13LBPV_60762Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY724T13LBPV_60763Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY636T13LBPV_55247Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY637T13LBPV_55248Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY638T13LBPV_55249Corydoras_paleatus 1014 bases
65 | BCORY725T13LBPV_60764Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY722T13LBPV_60761Corydoras_paleatus 1014 bases
100 | \IBCORY819T14LBPV_60751Corydoras_paleatus 1014 bases
- BCORY635T13LBPV_55246Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY820T14LBPV_60752Corydoras_paleatus 1014 bases
901 BCORY115T12LBPV_18904Corydoras_diphyes 1014 bases
100 |l BCORY116T12LBPV_18905Corydoras_diphyes 1014 bases
BCORY117T12LBPV_18906Corydoras_diphyes 1014 bases
10 — BCORY431T13LBPV_32332Corydoras_nattereri 1014 bases
2 | IBCORY875T14LBPV_19508Corydoras_nattereri 1014 bases
0 BCORY721T13LBPV_40239Corydoras_nattereri 1014 bases
! BCORY720T13LBPV_40238Corydoras_nattereri 1014 bases
' BCORY719T13LBPV_40237Corydoras_nattereri 1014 bases
} BCORY430T13LBPV_32333Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY428T13LBPV_32331Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY718T13LBPV_40236Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY426T13LBPV_32334Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY880T14LBPV_29094Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY717T13LBPV_40235Corydoras_nattereri 1014 bases
| BCORY649T13LBPV_28181Corydoras_nattereri 1014 bases
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100
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op [BCORY647T13LBPV_28179Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY648T13LBPV_28180Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY645T13LBPV_28177Corydoras_nattereri 1014 bases

o

95 ( BCORY729T13LBPV_29049Corydoras_paleatus 1014 bases
- _[ BCORY728T13LBPV_29048Corydoras_paleatus 1014 bases
BCORY322T13LBPV_35382Corydoras_nattereri 1014 bases
76 | BCORY713T13LBPV_32777Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY712T13LBPV_32776Corydoras_nattereri 1014 bases
96 BCORY716T13LBPV_32780Corydoras_nattereri 1014 bases
3g 4|7 | BCORY321T13LBPV_35385Corydoras_nattereri 1014 bases
‘| BCORY320T13LBPV_11109Corydoras_nattereri 1014 bases
93 |- BCORY868T14LBPY_9697Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY714T13LBPV_32778Corydoras_nattereri 1014 bases
3 BCORY323T13LBPV_11110Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY715T13LBPV_32779Corydoras_nattereri 1014 bases
BCORY063T12LBPV_14437Corydoras_ehrhardti 1014 bases
— BCORY154T12LBPV_21670Corydoras_ehrhardti 1014 bases
BCORY155T12LBPV_21671Corydoras_ehrhardti 1014 bases
BCORY156T12LBPV_21672Corydoras_ehrhardti 1014 bases
BCORY380T13LBPV_32756Corydoras_ehrhardti 1014 bases
BCORY373T13LBPV_32755Corydoras_ehrhardti 1014 bases
# BCORY148T12LBPV_21629Corydoras_ehrhardti 1014 bases
- BCORY378T13LBPV_32753Corydoras_ehrhardti 1014 bases
BCORY379T13LBPV_32754Corydoras_ehrhardti 1014 bases
6523 BCORY147T12LBPV_21628Corydoras_ehrhardti 1014 bases
211 BCORY151T12LBPV_21632Corydoras_ehrhardti 1014 bases
BCORY150T12LBPV_21631Corydoras_ehrhardti 1014 bases
100 |BCORY826T14LBPV_40031Corydoras_flaveolus 1014 hases
BCORY825T14LBPV_40030Corydoras_flaveolus 1014 bases

751 BCORY427T13LBPV_17225Corydoras_flaveolus 1014 bases
100 |' BCORY433T13LBPV_17226Corydoras_flaveolus 1014 bases
g4/ BCORY374T13LBPV_21756Corydoras_flaveolus 1014 bases

BCORY432T13LBPV_21755Corydoras_flaveolus 1014 bases
100 BCORY298T12LBPV_47699Aspidoras_fuscoguttatus 1014 bases

100

! BCORY786T14LBPV_60084Aspidoras_fuscoguttatus 1014 bases
BCORY495T13LBPV_7189Aspidoras_pauciradiatus 1014 bases
% BCORY494T13LBPV_7188Aspidoras_pauciradiatus 1014 bases
10 BCORY496T13LBPV_7190Aspidoras_pauciradiatus 1014 bases
IBCORY493T13LBPV_23982Aspidoras_pauciradiatus 1014 bases

90

BCORY682T13LBPV_7386Corydoras_undulatus 1014 bases
| BCORY569T13LBPV_32533Corydoras_nijsseni 1014 bases



\i 100 | BCORY571T13LBPV_32622Corydoras_nijsseni 1014 bases
BCORY572T13LBPV_32645Corydoras_nijsseni 1014 bases
96 BCORY570T13LBPV_32532Corydoras_nijsseni 1014 bases
78 — BCORY505T13LBPV_57698Corydoras_elegans 1014 bases
100 | ~ BCORY508T13LBPV_57701Corydoras_elegans 1014 bases
; BCORY507T13LBPV_57700Corydoras_elegans 1014 bases
gd | BCORY509T13LBPV_57702Corydoras_elegans 1014 bases
BCORY506T13LBPV_57699Corydoras_elegans 1014 bases
67 BCORY590T13LBPV_18849Corydoras_pygmaeus 1014 bases
100 N BCORY589T13LBPV_18848Corydoras_pygmaeus 1014 bases
BCORY591T13LBPV_18850Corydoras_pygmaeus 1014 bases
287 BCORY534T13LBPV_22207Corydoras_hastatus 1014 bases
58 - BCORY533T13LBPV_22206Corydoras_hastatus 1014 bases

BCORY837T14LBPV_56165Corydoras_hastatus 1014 bases
! BCORY532T13LBPV_22205Corydoras_hastatus 1014 bases
° BCORY536T13LBPV_22209Corydoras_hastatus 1014 bases
BCORY835T14LBPV_55074Corydoras_hastatus 1014 bases
BCORY535T13LBPV_22208Corydoras_hastatus 1014 bases
95 | BCORY836T14LBPV_55860Corydoras_hastatus 1014 bases
_‘ BCORY841T14LBPV_54128Corydoras_hastatus 1014 bases
BCORY774T13LBPV_46638Corydoras_hastatus 1014 bases
40| || BCORY844T14LBPV_56580Corydoras_hastatus 1014 hases
BCORY848T14LBPV_58321Corydoras_hastatus 1014 bases
BCORY772T13LBPV_46636Corydoras_hastatus 1014 bases
BCORY838T14LBPV_56166Corydoras_hastatus 1014 bases
4/ BCORY773T13LBPV_46637Corydoras_hastatus 1014 bases
14| BCORY775T13LBPV_46639Corydoras_hastatus 1014 bases
- BCORY843T14LBPV_56579Corydoras_hastatus 1014 bases
- BCORY842T14LBPV_54129Corydoras_hastatus 1014 bases
BCORY776T13LBPV_46640Corydoras_hastatus 1014 bases
—— BCORY606T13LBPV_18943Corydoras_semiaquilus 1014 bases
100 - BCORY512T13LBPV_53975Carydoras_fowleri 1014 bases
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98 [r BCORY513T13LBPV_53976Corydoras_fowleri 1014 bases
o BCORY604T13LBPV_53800Corydoras_fowleri 1014 bases
BCORY514T13LBPV_53977Corydoras_fowleri 1014 bases
BCORY511T13LBPV_53974Corydoras_fowleri 1014 bases
BCORY510T13LBPV_53973Corydoras_fowleri 1014 bases
BCORY602T13LBPV_53798Corydoras_fowleri 1014 bases
BCORY605T13LBPV_53801Corydoras_fowleri 1014 bases
BCORY603T13LBPV_53799Corydoras_fowleri 1014 bases
1 BCORY701T13LBPV 13677Corvdoras lacerdai 1014 bases

63

44
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BCORY699T13LBPV_13706Corydoras_lacerdai 1014 bases
2
BCORY702T13LBPV_13705Corydoras_lacerdai 1014 bases

100 BCORY607T13LBPV_13694Corydoras_lacerdai 1014 bases
L BCORY703T13LBPV_13695Corydoras_lacerdai 1014 bases
61 | BCORY349T13LBPV_32805Scleromystax_macropterus 1014 bases
4 { BCORY371T13LBPV_38215Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY372T13LBPV_38216Scleromystax_macropterus 1014 bases
0 BCORY368T13LBPV_38214Scleromystax_macropterus 1014 bases
° BCORY353T13LBPV_36039Scleromystax_macropterus 1014 bases
° BCORY352T13LBPV_32803Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY351T13LBPV_32808Scleromystax_macropterus 1014 hases
BCORY350T13LBPV_32807Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY348T13LBPV_32804Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY344T13LBPV_36038Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY345T13LBPV_36037Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY346T13LBPV_36036Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY347T13LBPV_36040Scleromystax_macropterus 1014 bases

-
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o

BCORY369T13LBPV_38433Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY370T13LBPV_38434Scleromystax_macropterus 1014 bases
BCORY357T13LBPV_32786Scleromystax_prionotos 1014 bases
BCORY354T13LBPV_35381Scleromystax_prionotos 1014 bases
25| BCORY359T13LBPV_32788Scleromystax_prionotos 1014 bases
BCORY360T13LBPV_32789Scleromystax_prionotos 1014 bases
59 [ BCORY361T13LBPV_35384Scleromystax_prionotos 1014 bases
BCORY362T13LBPV_35383Scleromystax_prionotos 1014 bases

102q BCORY355T13LBPV_11106Scleromystax_prionotos 1014 bases

l|— BCORY356T13LBPV_11108Scleromystax_prionotos 1014 bases

- BCORY358T13LBPV_32787Scleromystax_prionotos 1014 bases
48 BCORY332T13LBPV_32800Scleromystax_barbatus 1014 bases
44/ BCORY333T13LBPV_32801Scleromystax_barbatus 1014 bases
62 [ BCORY365T13LBPV_21369Scleromystax_harbatus 1014 bases
BCORY367T13LBPV_21373Scleromystax_barbatus 1014 bases
n| BCORY363T13LBPV_21372Scleromystax_harbatus 1014 bases
BCORY364T13LBPV_21370Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY707T13LBPV_11071Scleromystax_sp._C112 1014 bases
BCORY706T13LBPV_11070Scleromystax_sp._C112 1014 bases
iy BCORY704T13LBPV_11067Scleromystax_sp._C112 1014 bases
41— BCORY366T13LBPV_11088Scleromystax_barbatus 1014 bases
1001 1BCORY708T13LBPV_11072Scleromystax_sp._C112 1014 bases
- BCORY336T13LBPV_35721Scleromystax_barbatus 1014 bases
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BCORY331T13LBPV_11188Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY326T13LBPV_5163Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY325T13LBPV_5168Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY335T13LBPV_32797Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY328T13LBPV_5176Scleromystax_harbatus 1014 bases

- BCORY337T13LBPV_35720Scleromystax_barbatus 1014 bases
19 ~ BCORY341T13LBPV_4523Scleromystax_barbatus 1014 bases
2318 {BCORY342T13LBPV_4588$cleromystax_barbatus 1014 bases
1 BCORY339T13LBPV_35441Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY338T13LBPV_35442Scleromystax_barbatus 1014 bases
6p || BCORY334T13LBPV_32796Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY340T13LBPV_5166Scleromystax_barbatus 1014 bases
83| | BCORY343T13LBPV_5169Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY324T13LBPV_5160Scleromystax_harbatus 1014 bases
BCORY327T13LBPV_5164Scleromystax_barbatus 1014 bases
BCORY329T13LBPV_5167Scleromystax_harbatus 1014 bases

13

0

99

99

BCORY789T14LBPV_64390Aspidoras_sp. 1014 bases

19 BCORY049T12LBPV_13517Aspidoras_poecilus 1014 bases

10

o

100

38

56

BCORY032T12LBPV_13099Aspidoras_poecilus 1014 bases
BCORY479T13LBPV_13528Aspidoras_poecilus 1014 bases
BCORY480T13LBPV_13529Aspidoras_poecilus 1014 bases
BCORY048T12LBPV_13516Aspidoras_poecilus 1014 bases

BCORY024T12LBPV_12335Aspidoras_taurus 1014 bases
BCORY022T12LBPV_12333Aspidoras_taurus 1014 bases
- BCORY023T12LBPV_12334Aspidoras_taurus 1014 bases
40 BCORY020T12LBPV_12317Aspidoras_taurus 1014 bases
- BCORYO017T12LBPV_12306Aspidoras_taurus 1014 bases

22

100
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27

BCORY018T12LBPV_12308Aspidoras_poecilus 1014 bases
- BCORY740T13LBPV_69109Aspidoras_raimundi 1014 bases
BCORY738T13LBPV_69107Aspidoras_raimundi 1014 bases
BCORY739T13LBPV_69108Aspidoras_raimundi 1014 hases
BCORY737T13LBPV_69106Aspidoras_raimundi 1014 bases
BCORY741T13LBPV_69110Aspidoras_raimundi 1014 hases
BCORY795T14LBPV_64109Aspidoras_belenos 1014 bases
BCORY794T14LBPV_64108Aspidoras_belenos 1014 bases
BCORY796T14LBPV_64136Aspidoras_belenos 1014 bases

BCORY797T14LBPV_64137Aspidoras_belenos 1014 bases

BCORY791T14LBPV_64571Aspidoras_belenos 1014 bases

57| BCORY798T14LBPV_65553Aspidoras_belenos 1014 hases

99

BCORY799T14LBPV_65554Aspidoras_belenos 1014 bases
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L BCORY 790T14LBPV_645/0Aspidoras_belenos 1014 bases
71| BCORY793T14LBPV_64632Aspidoras_belenos 1014 bases

BCORY792T14LBPV_64631Aspidoras_belenos 1014 bases
BCORY081T12LBPV_17399Aspidoras_fuscoguttatus 1014 bases

BCORY434T13LBPV_10916Aspidoras_fuscoguttatus 1014 bases
BCORY080T12LBPV_17398Aspidoras_fuscoguttatus 1014 bases

691 BCORY734T13LBPV_69103Aspidoras_psammatides 1014 bases
53| BCORY735T13LBPV_69104Aspidoras_psammatides 1014 bases
o5 BCORY732T13LBPV_69101Aspidoras_psammatides 1014 bases

BCORY733T13LBPV_69102Aspidoras_psammatides 1014 bases
- BCORY736T13LBPV_69105Aspidoras_psammatides 1014 bases
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BCORY476T13LBPV_63364Aspidoras_albater 1014 bases
68 | BCORY474T13LBPV_63362Aspidoras_albater 1014 bases
BCORY477T13LBPV_63365Aspidoras_albater 1014 bases
BCORY478T13LBPV_63366Aspidoras_albater 1014 bases
BCORY475T13LBPV_63363Aspidoras_albater 1014 bases
00 | BCORYB01T14LBPV_65588Aspidoras_sp. 1014 bases

50

BCORY800T14LBPV_65587Aspidoras_sp. 1014 bases
BCORY802T14LBPV_66763Aspidoras_poecilus 1014 bases
BCORY163T12LBPV_22853Aspidoras_poecilus 1014 bases
BCORY164T12LBPV_22854Aspidoras_poecilus 1014 bases
BCORY788T14LBPV_27665Aspidoras_poecilus 1014 bases
BCORYB803T14LBPV_66764Aspidoras_poecilus 1014 bases

100

BCORY549T13LBPV_32892Corydoras_maculifer 1014 bases
BCORY547T13LBPV_32890Corydoras_maculifer 1014 bases

100
BCORY550T13LBPV_32893Corydoras_maculifer 1014 bases

99

73
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BCORY551T13LBPV_32894Corydoras_maculifer 1014 bases
BCORY548T13LBPV_32891Corydoras_maculifer 1014 bases

100 [ BCORY278T12LBPV_46623Corydoras_aff._areio 1014 bases
BCORY279T12LBPV_46624Corydoras_aff._areio 1014 bases

o BCORY276T12LBPV_46621Corydoras_ceninus 1014 bases

! BCORY277T12LBPV_46622Corydoras_cervinus 1014 bases

BCORY439T13LBPV_18806Corydoras_ellisae 1014 bases

99

99

100

BCORY622T13LBPV_18924Corydoras_simulatus 1014 bases
BCORY758T13LBPV_53939Brochis_splendens 1014 bases

100 | BCORY755T13LBPV_53936Brochis_splendens 1014 bases

BCORY756T13LBPV_53937Brochis_splendens 1014 bases
BCORY757T13LBPV_53938Brochis_splendens 1014 bases

7 |BCORY746T13LBPV_18958Corydoras_pastazensis 1014 bases
BCORY745T13LBPV_18957Corydoras_pastazensis 1014 bases
88| BCORY912T14LBPV_53804Corydoras_pastazensis 1014 bases



I BCORY911T14LBPV_53803Corydoras_pastazensis 1014 bases
BCORY225T12LBPV_32696Corydoras_cf._tukano 1014 hases

100
BCORY224T12LBPV_32695Corydoras_cf._tukano 1014 bases

99

1
BCORY227T12LBPV_32724Corydoras_cf._tukano 1014 bases
49
BCORY223T12LBPV_32694Corydoras_cf._tukano 1014 bases
BCORY226T12LBPV_32697Corydoras_cf._tukano 1014 bases

oo ~ BCORY859T14LBPV_18877Corydoras_julii 1014 bases

1 |'
BCORY907T14LBPV_27241Corydoras_julii 1014 bases

99 |BCORY693T13LBPV_18810Corydoras_\ittatus 1014 bases

100

49

100

6

©

13

BCORY694T13LBPV_18811Corydoras_\ittatus 1014 bases
BCORY695T13LBPV_18812Corydoras_ittatus 1014 bases

83 |BCORY568T13LBPV_46536Corydoras_narcissus 1014 bases
BCORY566T13LBPV_46535Corydoras_narcissus 1014 bases
BCORY565T13LBPV_46529Corydoras_narcissus 1014 bases
BCORY567T13LBPV_46532Corydoras_narcissus 1014 bases
00 1 BCORY771T13LBPV_46610Corydoras_narcissus 1014 bases
BCORY747T13LBPV_66458Corydoras_narcissus 1014 bases
BCORY675T13LBPV_18919Corydoras_treitlii 1014 bases
BCORY674T13LBPV_18918Corydoras_treitlii 1014 bases
BCORY676T13LBPV_18920Corydoras_treitlii 1014 bases

BCORY852T14LBPV_32644Corydoras_serratus 1014 bases
BCORY709T13LBPV_32577Corydoras_serratus 1014 bases
BCORY611T13LBPV_32566Corydoras_serratus 1014 bases
BCORY608T13LBPV_32563Corydoras_serratus 1014 bases

|| BCORY609T13LBPV_32564Corydoras_serratus 1014 bases

BCORY610T13LBPV_32565Corydoras_serratus 1014 bases
BCORY481T13LBPV_32735Corydoras_serratus 1014 bases
BCORY711T13LBPV_32579Corydoras_serratus 1014 bases

BCORY710T13LBPV_32578Corydoras_serratus 1014 bases
BCORY521T13LBPV_46593Corydoras_guapore 1014 bases

100

20 BCORY520T13LBPV_46592Corydoras_guapore 1014 bases
32| BCORY522T13LBPV_46594Corydoras_guapore 1014 bases
BCORY523T13LBPV_46595Corydoras_guapore 1014 bases

94

BCORY808T14LBPV_64066Corydoras_aeneus 1014 bases ]C.aeneus grupo 6
100 |BCORY768T13LBPV_43453Corydoras_julii 1014 bases
100 BCORY769T13LBPV_43454Corydoras_julii 1014 bases

100 | BCORY766T13LBPV_43451Corydoras_julii 1014 bases
BCORY767T13LBPV_43452Corydoras_julii 1014 bases



