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Utilizacdo do DNA Barcoding como ferramenta no estudo do ictioplancton e na

avaliacdo do estabelecimento de espécies ndo-nativas

RESUMO

A identificagdo da megadiversa ictiofauna neotropical constitui um grande desafio, sobretudo
nas fases inicias do desenvolvimento, quando os poucos caracteres diagnésticos ainda podem
ser compartilhados entre espécies. Com o intuito de superar as limitacbes da taxonomia
tradicional, técnicas moleculares, como o DNA Barcoding, tém sido utilizadas com sucesso na
identificacdo de peixes em seus diversos estagios de vida, por sua capacidade de discriminar
espécies, mesmo quando intimamente relacionadas. Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a utilizacdo conjunta da taxonomia tradicional, baseada em caracteres
morfométricos e meristicos, e do DNA Barcoding na identificacdo da comunidade
ictioplancténica em trés tributarios do Reservatorio de Porto Primavera, na bacia do Alto Rio
Parand. Esta técnica molecular também foi utilizada para avaliar o estabelecimento (reproducgéo
e recrutamento) de espécies ndo-nativas nesta bacia, particularmente da espécie Leporinus
tigrinus Borodin, 1929. Os resultados deste estudo revelaram que a utilizacdo do DNA
Barcoding pode ampliar expressivamente a resolutividade taxondmica alcangada pela
identificacdo classica. No entanto, ao ser empregada preliminarmente, a identificacdo
taxonémica tradicional pode otimizar o tempo, reduzir custos e orientar a amostragem do
material a ser encaminhado a identificacdo molecular. O DNA Barcoding contribuiu, ainda,
para classificar a espécie L. tigrinus como ndo-nativa e confirmar o seu estabelecimento na
bacia do Alto Rio Parana. Esta espécie apresenta um modelo de introducao e dispersdo diferente
da maioria das espécies exdticas estabelecidas nesta bacia.

Palavras-chave: Taxonomia. Identificacio  Molecular. Introdugdo de Espécies.

Estabelecimento. Disperséo.



DNA Barcoding as a tool to study the ichthyoplankton and evaluate the
establishment of non-native species

ABSTRACT

The identification of the megadiverse Neotropical fish fauna is a major challenge, especially in
the early stages of development, when the few diagnostic characters can still be shared between
species. In order to overcome the limitations of traditional taxonomy, molecular technigues,
such as DNA Barcoding, have been successfully used to identify fish in their various life stages,
due to their ability to discriminate species, even when closely allied. Thus, the present study
aimed to evaluate the joint use of the traditional taxonomy, based on morphometric and meristic
characters, and DNA Barcoding in the identification of the ichthyoplankton community in three
tributaries of the Porto Primavera Reservoir, in the Upper Paranad River basin. This molecular
technique was also used to evaluate the establishment (reproduction and recruitment) of non-
native species in this basin, particularly Leporinus tigrinus Borodin, 1929. The results of this
study reveal that the use of DNA Barcoding can significantly increase the taxonomic resolution
achieved by classical identification. However, when used preliminarily, traditional taxonomic
identification can optimize time, reduce costs and guide the sampling of the material to be
routed to molecular identification. The DNA Barcoding also contributed to classify L. tigrinus
as a non-native species and to confirm its establishment in the Upper Parana River basin. This
species presents a model of introduction and dispersion different from most alien species
established in this basin

Keywords: Taxonomy. Molecular Identification. Species Introduction. Establishment.
Dispersal.
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Capitulo 1: Associando taxonomia tradicional e DNA Barcoding no estudo
do ictioplancton em tributarios do Alto Rio Parana

RESUMO

Os ecossistemas de agua doce neotropicais apresentam uma ictiofauna megadiversa e a
identificacdo do ictioplancton nestes ambientes, baseando-se em caracteres morfométricos e
meristicos, possui limitacbes. Na ultima década, a utilizacgio do DNA Barcoding na
identificacdo de ovos e larvas de peixes tem se difundido, por possibilitar a identificagdo de um
maior nimero de espécies em comparacdo com a identificacdo taxondmica classica. Assim, 0
presente estudo buscou associar a taxonomia tradicional e o DNA Barcoding na identificacéo
da comunidade ictioplancténica em tributarios do Alto Rio Parand. Foram realizadas coletas
mensais do ictioplancton na calha principal dos rios Aguapei, Pardo e Verde, entre novembro
de 2017 e abril de 2018, em trechos onde esses cursos d’dgua conservam as caracteristicas
naturais do regime de vazdo. Larvas foram identificadas preliminarmente pela taxonomia
tradicional e, na sequéncia, ovos e larvas ndo identificados foram encaminhados para a
identificacdo pela técnica do DNA Barcoding. Associando os resultados da taxonomia
tradicional com a técnica molecular, chegou-se a identificacdo de 48 taxons, sendo que 42
alcancaram resolucdo taxonémica em nivel de espécie, 04 em nivel genérico, 02 em nivel de
familia. Este namero foi superior ao registrado por outros trabalhos na bacia. Aproximadamente
metade das espécies registradas ndo sdo nativas da bacia do Alto Rio Parana. A identificacdo
morfoldgica preliminar do ictioplancton otimizou o processo e orientou a subamostragem do
material a ser submetido a analises moleculares, enquanto o DNA Barcoding melhorou
expressivamente a resolutividade taxondmica e indicou quais grupos devem ser alvo de estudos
complementares para eventual deteccdo e descricdo de novas espécies (possiveis espécies
cripticas). Por meio da identificacdo molecular, foi realizado o primeiro registro da espécie ndo-
nativa Cyphocharax gillii na bacia do Alto Rio Parana.

Palavras-chave: Barcode. Morfometria. Espécies ndo-nativas. Espécies Cripticas.



ABSTRACT

Neotropical freshwater ecosystems present a megadiverse ichthyofauna and the identification
of ichthyoplankton in these environments, based on morphometric and meristic characters, has
limitations. In the last decade, the use of DNA Barcoding in the identification of fish eggs and
larvae has become widespread, since it allows the identification of more species in comparison
with the classic taxonomic identification. Thus, the present study sought to associate traditional
taxonomy and DNA Barcoding in the identification of the ichthyoplankton community in
tributaries of the Upper Parana River. Ichthyoplankton samplings were carried out monthly in
the main channel of the Aguapei, Pardo and Verde Rivers between November 2017 and April
2018, in stretches where these watercourses retain the natural characteristics of the flow regime.
Larvae were preliminarily identified by the traditional taxonomy and, subsequently, eggs and
unidentified larvae were referred for identification by the DNA Barcoding technique.
Associating the results of the traditional taxonomy with the molecular technique, 48 taxa were
identified, 42 of which reached a taxonomical resolution at the species level, 04 at the generic
level, 02 at the family level. This number was higher than those recorded by other works in this
basin. Approximately half of the recorded species are not native to the Upper Parand River
basin. The preliminary morphological identification of ichthyoplankton optimized the process
and guided the sub-sampling of the material to be subjected to molecular analyzes, while DNA
Barcoding significantly improved the taxonomic resolution and indicated which groups should
be the subject of complementary studies for possible detection and description of new species
(possible cryptic species). Through molecular identification, the non-native species
Cyphocharax gillii was recorded for the first time in the Upper Parana River basin.

Keywords: Barcode. Morphometry. Alien Species. Cryptic Species.
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1 INTRODUCAO

Embora sejam detentores de uma ictiofauna megadiversa, ainda longe de ser conhecida
em sua totalidade (Reis et al., 2016), os ecossistemas de agua doce neotropicais encontram-se
sob a crescente ameaca de atividades desenvolvidas de maneira ndo-sustentavel, como a
construcdo de milhares de usinas hidrelétricas, a introducdo de espécies ndo-nativas, 0
desmatamento, a poluicdo, mas praticas agricolas e mineracao (Barletta et al., 2010; Pelicice et
al., 2017; Téfoli et al., 2017). No Brasil, novos empreendimentos hidrelétricos se multiplicam
tanto em bacias ja intensamente reguladas (Nilsson et al., 2005; ANEEL, 2019) como em
regides relativamente bem preservadas e até recentemente pouco exploradas para este fim (Lees
etal., 2016; Winemiller et al., 2016).

A construcdo de usinas hidrelétricas converte ambientes I6ticos em ambientes Iénticos,
alterando regimes naturais de vazao e caracteristicas cruciais do pulso de inundacdo (Timpe &
Kaplan, 2017). Consequentemente, sucedem-se alteracGes nas varidveis fisico-quimicas da
agua (Gao et al., 2013), no transporte de nutrientes e sedimentos (Ligon et al., 1995; Graf, 2006)
e no padréo de produtividade priméaria destes ecossistemas (Martinet et al., 2016), que aliadas
a fragmentacdo, modificacdo e perda de habitats, impactam profundamente a biota aquatica,

sobretudo a assembleia de peixes (Agostinho et al., 2016; Santos et al., 2018).

Além de sofrerem pressdes nos seus estoques pela pesca, devido ao seu grande tamanho
corporal e elevado valor comercial (Hoeinghaus et al., 2009), os peixes migradores de longas
distdncias sdo os mais afetados pelos barramentos, que interceptam suas rotas migratorias,
modificam habitats essenciais ao seu ciclo de vida (areas de desova e bercarios; Carolsfeld et
al., 2003) e alteram as condig¢des hidroldgicas que sdo gatilhos para a maturacdo gonadal e o
inicio da migragdo (Vazzoler, 1996; Nabi et al., 2014). Assim, essas espécies podem sofrer
drésticas redugdes em sua abundancia e até mesmo serem localmente extintas em bacias
fortemente reguladas, enquanto espécies sedentarias, de pequeno tamanho corporal,
plasticidade alimentar e tolerantes a variagdes ambientais tendem a se proliferar nestes locais
(Agostinho et al., 2008, 2016; Santos et al., 2017). Outrossim, alteracdes ambientais
promovidas pela construcéo de usinas hidrelétricas podem favorecer a dispersao (Julio Janior

etal., 2009; Vitule et al., 2012) e o estabelecimento de espécies ndo-nativas (Havel et al., 2005).

Estudos sobre a composicao e distribuicdo do ictioplancton em tributarios revelam a
importancia destes cursos d’agua para a conservacdo da ictiofauna em bacias onde o rio

principal encontra-se severamente impactado por hidrelétricas (Reynalte-Tataje et al., 2013; Da
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Silva et al., 2015; Silva et al., 2017a). Quando livres de barragens ou apenas levemente
regulados, os tributarios mantém caracteristicas naturais do regime de vazdo, constituindo
importantes rotas migratérias (Makrakis et al., 2012) e provendo sitios de desova e

desenvolvimento inicial para véarias espécies (Da Silva et al., 2019).

Entretanto, a identificacdo de ovos e larvas por meio da taxonomia tradicional, baseada
em caracteristicas morfométricas e meristicas, apresenta limitacdes. O nimero reduzido de
espeécies descritas nas fases iniciais de desenvolvimento (Nakatani et al., 2001), a insuficiéncia
de caracteres diagndsticos e o compartilhamento destes caracteres entre espécies relacionadas
(Becker et al., 2015; Da Silva et al., 2015) tornam a identificacdo do ictioplancton uma tarefa
desafiadora. Deste modo, na maioria dos estudos sobre o ictioplancton em ambientes
neotropicais, ovos ndo séo identificados e larvas nem sempre alcancam resolucdo taxonémica
em nivel especifico (Reynalte-Tataje et al., 2012; Gogola et al., 2013; Suzuki & Pompeu, 2016;
Silva et al., 2017b). Ademais, muitas larvas sdo excessivamente danificadas durante os

procedimentos de coleta, o que inviabiliza qualquer esforco para a identificacdo taxonémica.

No decorrer da ultima década, a utilizacdo do DNA Barcoding tem se difundido,
possibilitando a identificacdo de um nimero maior de espécies de peixes nas fases iniciais de
desenvolvimento (Valdez-Moreno et al., 2010; Ko et al., 2013; Becker et al., 2015; Frantine-
Silva et al., 2015; Hubert et al., 2015; Leyva-Cruz et al., 2016; Hofmann et al., 2017). Esta
técnica se baseia na baixa variabilidade intraespecifica e alta variabilidade interespecifica de
um fragmento de 648 pb do gene mitocondrial citocromo C oxidase subunidade 1 (COIl), que

permite a discriminacdo da maioria das espécies (Hebert et al., 2003a, 2003b).

Considerando que o DNA Barcoding pode ser utilizado como uma ferramenta na
identificacdo do ictioplancton mesmo em ecorregides com elevada biodiversidade, com
potencial aplicabilidade no monitoramento, avaliacdo ambiental e manejo da ictiofauna, bem
como na deteccdo de espécies ndo-nativas (Frantine-Silva et al., 2015; Almeida et al., 2018),
este estudo associou a taxonomia tradicional e o DNA Barcoding na identificacdo da
comunidade ictioplancténica em tributarios de um grande rio Neotropical intensamente

regulado, o Alto Rio Parana.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Area de estudo

Com aproximadamente 190 km de extensao e area de 2040 km?, o reservatério da Usina
Hidrelétrica (UHE) Engenheiro Sergio Motta, conhecida como Porto Primavera, pertencente a
Companhia Energética de Sao Paulo, é o maior do Rio Paran&. Embora a construcéo desta usina
tenha convertido em ambiente Iéntico a metade superior da extensa planicie de inundacdo do
Alto Rio Parand, seu reservatorio apresenta tributarios com segmentos l6ticos consideraveis
(Da Silva et al., 2019) e se conecta ao trecho ndo regulado remanescente do Rio Parané por
meio de uma escada para peixes localizada em sua margem esquerda (Gutfreund et al., 2018;
Celestino et al., 2019).

Amostragens mensais foram realizadas entre novembro de 2017 e abril de 2018, em trés
grandes tributarios do Reservatorio de Porto Primavera (Fig. 1): rios Aguapei (livre de
barragens), Pardo e Verde (levemente regulados em seu trecho superior). Nos trechos
amostrados, os tributarios mantém as caracteristicas naturais do regime de vazao e apresentam
matas ciliares em bom estado de conservacao, entremeadas por lagoas e areas de varzea que se

conectam ao rio no periodo chuvoso (outubro a marco).

2.2 Coleta de dados

Um sitio amostral foi estabelecido na calha de cada tributario (Fig. 1), onde foram
realizados arrastos horizontais durante 10 min na subsuperficie da agua (20 cm de
profundidade), entre 21 e 23h, utilizando-se rede de plancton cénico-cilindrica de 0,5mm de
malha, com fluxdmetro acoplado a boca para a obtencdo do volume de agua filtrada. Na
sequéncia, 0 mesmo procedimento foi replicado. As amostras foram conservadas em etanol
90% e mantidas resfriadas até serem armazenadas em congeladores a temperatura de -20°C, em

laboratério.
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Figura 1. Distribuicdo dos sitios amostrais (em destaque) ao longo dos tributarios do Reservatério de Porto
Primavera, Alto Rio Parana. Os trechos delimitados por quadrados foram ampliados na parte inferior da imagem.
1. RAG - Rio Aguapei (21°03°12,99”’S; 51°41°21,99”0); 2. RP — Rio Pardo (21°41°20,72”S; 52°28°54,00”0); 3.
RV — Rio Verde (21°01°53,16S; 52°07°34,99”0).

2.3 ldentificacdo pela taxonomia tradicional

No processo de triagem, ovos e larvas foram separados de outros organismos e detritos.
Este procedimento foi realizado com auxilio de um microscépio estereoscopio sobre placa de
acrilico do tipo Bogorov. As amostras de cada sitio amostral foram reunidas com suas réplicas
para compor uma Unica amostra por tributario. A identificacdo das larvas de peixes foi realizada
até o menor nivel taxonémico possivel, sequindo a técnica sugerida por Ahlstrom & Moser
(1976) e adaptada por Nakatani et al. (2001), considerando as caracteristicas morfométricas e
meristicas (formato do corpo; formato e posi¢do dos olhos; padrdo de pigmentacdo; presenca
de barbilhdes, posicdo e sequéncia de formagdo das nadadeiras; posicdo da abertura anal,
numero de midmeros e raios de nadadeiras). A classificacao taxonémica foi realizada de acordo
com Ota et al. (2018).
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As espécies foram classificadas em diferentes estratégias reprodutivas (migradoras de
longas distancias e ndo migradoras/migradoras de curtas distancias) de acordo com Suzuki et
al. (2004). Além disso, as espécies foram avaliadas quanto a sua origem em nativa e nao-nativa,
seguindo Ota et al. (2018).

2.4 Extracdo do DNA, amplificacdo e sequenciamento do gene COI

Larvas ndo identificadas em nivel especifico pela metodologia descrita anteriormente,
larvas danificadas ndo-identificaveis e ovos (com ou sem membrana) foram submetidos a
extracdo de DNA apds passarem por uma amostragem com o objetivo de reduzir a quantidade
de material a ser processado. Para tanto, até 40 ovos e larvas de cada morfotipo (tamanho, forma
e demais caracteristicas morfoldgicas e meristicas semelhantes) foram selecionados para

analises genéticas.

A extracgdo foi realizada com resina Chelex 100 (Bio-Rad) e proteinase K (Invitrogen).
Apo6s a extracdo, o gene COI foi amplificado de acordo com Frantine-Silva et al. (2015),
utilizando os primers FishF1 e FishR1 descritos por Ward et al. (2005). Os produtos da PCR
foram purificados e, na sequéncia, sequenciados e analisados em sequenciador automatico ABI
PRISM 3500 XL (Applied Biosystems).

2.5 Qualidade do DNA sequenciado e analise de dados

O sequenciamento do gene COI gerou produtos de aproximadamente 600 pb para a
maioria das amostras, ndo sendo constatadas insercGes, dele¢bes ou cddons de parada. As
sequéncias foram comparadas com o banco de dados do Barcode of Life Data-BOLD
(Ratnasingham & Hebert, 2007), por meio do BOLD Identification System-IDS (sistema de
identificacdo), disponivel em http://boldsystems.org/index.php/IDS_OpenldEngine. Quando
ndo houve correspondéncia no BOLD IDS, as sequéncias foram comparadas com o banco de
dados do Genbank, atravées do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), em

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

Embora a identificacdo dos grupos taxondmicos tenha sido avaliada caso a caso, em
geral foram seguidos os limiares utilizados por Almeida et al. (2018). Aos espécimes com

similaridades de sequéncia >98,5% em relagao a referéncia, foram atribuidas identificacbes em



17

nivel especifico. Similaridades >94% e <98,5% identificaram género e similaridades <94%

identificaram a familia.

Analises de distancia genética foram realizadas com as sequéncias do gene COI. Quando
as distancias genéticas maximas intraespecificas foram superiores a 1,5% ou quando havia
incertezas quanto a identificacdo das espécies, foram construidas arvores de distancia genética
pelo método Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), para elucidar relagdes filogenéticas e
confirmar o enquadramento taxondmico. Essa abordagem possibilitou apurar a eventual
separacgdo de individuos de uma mesma espécie em clusters distintos. Nestes casos, também foi
verificado se as sequéncias de uma Unica espécie foram associadas a mais de um Barcode Index
Number (BIN). O BIN € o codigo alfanumérico exclusivo atribuido a um conjunto de sequéncias
similares armazenadas no BOLD que correspondem a uma mesma Unidade Taxonémica
Operacional (UTO). As UTOs, delineadas por meio de um algoritmo (RESL) no banco de dados
do BOLD, sé&o calibradas a medida que novas sequéncias sdo depositadas, de modo que cada
UTO corresponda com bastante fidelidade a uma espécie (Ratnasingham & Hebert, 2013).
Assim, os BINs sdo Uteis para estimar o nimero de espécies diretamente a partir dos registros
barcodes, independentemente de diagndstico taxonémico (Cardoso et al., 2018) e podem
indicar, preliminarmente, a existéncia de espécies cripticas a serem confirmadas por outros
métodos  analiticos. O banco de dados de BINs esta disponivel em

http://www.boldsystems.org/bin.

As analises de distancia genética e as arvores Neighbor-Joining basearam-se no modelo
Kimura 2-Parametros (K2P; Kimura, 1980) e foram realizadas no programa MEGA7 (Kumar
etal., 2016).

3 RESULTADOS

Durante o periodo de estudo foram coletadas 18 amostras, que resultaram em 793 ovos
e 689 larvas. Apos a subamostragem, 401 ovos e 641 larvas foram submetidas as metodologias
de identificacdo, que resultaram na identificacdo taxondmica de 132 ovos (32,92% do material
analisado) e 399 larvas (62,25%).

Por meio das caracteristicas morfométricas e meristicas, foi possivel identificar 184
larvas como pertencentes a 09 espécies, 0 que corresponde a 46,12% do total de larvas
identificadas com esse grau de resolutividade taxondmica. Das 09 espécies registradas (Tabela

1), 03 foram identificadas exclusivamente por esta metodologia (Parauchenipterus galeatus,
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Pterygoplichthys ambrosettii e Tatia neivai). Ainda se valendo da taxonomia cléssica, larvas
foram identificadas em nivel genérico (Eigenmannia sp., Hoplias sp. e Serrasalmus sp.), em

familias (Anostomidae, Characidae e Heptapteridae) e em ordem (Gymnotiformes).

A técnica do DNA Barcoding possibilitou a identificacdo de 39 tadxons em nivel
especifico, 04 taxons em nivel genérico e 02 em nivel de familia (Tabelas 1 e 2). Ovos foram
identificados apenas por esta técnica e corresponderam a 13 espécies (Leporinus friderici,
Leporinus tigrinus, Megaleporinus obtusidens, Schizodon borellii, Rhaphiodon vulpinus,
Hemiodus orthonops, Prochilodus lineatus, Pterodoras granulosus, Pimelodella taenioptera,
Hemisorubim platyrhynchos, Pimelodus ornatus, Sorubim lima, Pseudopimelodus mangurus).

Associando os resultados da taxonomia tradicional com a técnica molecular, chegou-se
a identificacdo de 48 taxons, sendo que 42 alcancaram resolucdo taxondmica em nivel de
espécie (sendo 01 espécie criptica), 04 em nivel genérico, 02 em nivel de familia (Tabela 1).
Entre os taxons registrados, 31 ocorreram no Rio Aguapei, 19 no Rio Verde e 10 no Rio Pardo
(Fig. 2). Com relagdo as familias, 19 foram representadas, sendo que 17 foram registradas no
Rio Aguapei (das quais 07 ocorreram exclusivamente neste tributario), 11 no Rio Verde e 06
no Rio Pardo (Fig. 3).

Quanto as estratégias reprodutivas, foram registradas 09 espécies migradoras de longas
distancias e 39 ndo migradoras ou migradoras de curtas distancias. No tocante a origem, 21

espécies eram ndo nativas da bacia do Alto Rio Parana (Tabela 1).
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Tabela 1. Taxons de ovos e larvas coletados nos tributarios do Reservatorio de Porto Primavera e identificados pela associacdo da taxonomia classica com a técnica do DNA Barcoding.
Taxonomia cléssica: ldentificacdo baseada em caracteristicas morfométricas e meristicas; N: Numero de espécimes identificados; (%0): Porcentagem; O: Ovos; L: Larvas; T:
Identificados pela taxonomia classica; B: Identificados pelo DNA Barcoding; ER: Estratégia reprodutiva, conforme Suzuki et al. (2004); NM: Espécie ndo-migradora ou migradora de
curta distancia; M: Espécie migradora de longas distancias; OR: Origem, conforme Ota et al. (2018); N: Nativa; NN: Nao-nativa.

Rio Aguapei Rio Pardo Rio Verde

ER OR
Identificacdo taxondmica final Taxonomia classica % @) L @) L (0] L
CHARACIFORMES
Anostomidae
Leporellus vittatus - 0,2 1(B) NM N
Leporinus friderici Anostomidae 239 1(B) 47(B) 23(B) 34(B) 22(B) NM N
Leporinus lacustris - 0,2 1(B) NM N
Leporinus tigrinus - 0,9 5(B) NM NN
Megaleporinus obtusidens - 0,2 1(B) M N
Schizodon borellii - 0,6 1(B) 2(B) NM NN
Characidae 0,2 1(B)
Psellogrammus kennedyi - 0,2 1(B) NM NN
Aphyocharax dentatus Characidae 0,2 1(B) NM NN
Roeboides descalvadensis Characidae 0,6 3(B) NM NN
Odontostilbe sp. Characidae 0,4 2(B) NM
Serrapinus notomelas - 0,6 3(B) NM N
Curimatidae
Cyphocharax gillii - 0,6 3(B) NM NN
Steindachnerina brevipinna Steindachnerina brevipinna 19,8 43(B), 62 (T) NM NN
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Rio Aguapei Rio Pardo Rio Verde

ER OR
Identificacdo taxondmica final Taxonomia classica N % @) L @) L (0] L
Cynodontidae
Rhaphiodon vulpinus - 8 15 5(B) 3(B) M N
Erythrinidae
Hoplias aff. malabaricus (spl) Hoplias sp. 3 0,6 1(B) 2(B) NM
Hoplias aff. malabaricus (sp2) Hoplias sp. 6 1,1 6(B) NM
Hoplias mbigua Hoplias sp. 22 4,1 12(B) 9(B) 1(B) NM NN
Hoplias misionera Hoplias sp. 10 1,9 10(B) NM NN
Hemiodontidae
Hemiodus orthonops - 3 0,6 2(B) 1(B) NM NN
Prochilodontidae
Prochilodus lineatus Prochilodus lineatus 24 4,5 17(B) 1(B), 6(T) M N
Serrasalmidae 1 0,2 1(B) NM
Piaractus mesopotamicus - 2 0,4 2(B) M N
Serrasalmus marginatus Serries;rlz::l?smr:i:rji)r{atus 18 3,4 12(B) 1(B), 5(T) NM NN
GYMNOTIFORMES
Gymnotidae
Gymnotus inaequilabiatus Gymnotiforme 4 0,8 4(B) NM N
Rhamphichthyidae
Rhamphichthys hahni Gymnotiforme 4 0,8 4(B) NM NN



21

Rio Aguapei Rio Pardo Rio Verde

ER OR
Identificacdo taxondmica final Taxonomia classica N % @) L @) L (0] L
Sternopygidae
Eigenmannia sp. Eigenmannia sp. 16 3,0 16(B) NM
Eigenmannia trilineata (sp1) Eigenmannia sp. 1 0,2 1(B) NM N
Eigenmannia trilineata (sp2) Eigenmannia sp. 2 0,4 2 (B) NM N
SILURIFORMES
Aspredinidae
Amaralia oviraptor - 1 0,2 1(B) NM N
Auchenipteridae
Ageneiosus inermis Ageneiosus inermis 26 4,9 1(B), 25(T) NM NN
Auchenipterus osteomystax Auchenipterus osteomystax 52 9,8 1(T) 2(B), 42(T) 3(B), 4(T) NM NN
Parauchenipterus galeatus Parauchenipterus galeatus 31 5,8 27(T) 4(T) NM NN
Tatia neivai Tatia neivai 6 1,1 6(B) NM N
Callichthyidae
Corydoras aeneus 1 0,2 1(B) NM N
Doradidae
Pterodoras granulosus - 8 1,5 8(B) M NN
Rhinodoras dorbignyi - 1 0,2 1(B) NM N
Heptapteridae
Phenacorhamdia tenebrosa - 1 0,2 1(B) NM N
Pimelodella taenioptera Heptapteridae 6 1,1 1(B) 5(B) NM NN



22

Rio Aguapei Rio Pardo Rio Verde

ER OR
Identificacdo taxondmica final Taxonomia classica % @) L @) L (0] L
Pimelodella gracilis Heptapteridae 0,4 2(B) NM N
Rhamdia quelen Heptapteridae 0,4 2(B) NM N
Loricariidae
Pterygoplichthys ambrosettii Pterygoplichthys ambrosettii 0,2 1T NM NN
Pimelodidae
Hemisorubim platyrhynchos - 0,4 1(B) 1(B) M N
Iheringichthys labrosus Iheringichthys labrosus 0,4 1(B), 1(T) NM NN
Pimelodus ornatus - 0,6 3(B) M NN
Pseudoplatystoma corruscans - 0,2 1(B) M N
Sorubim lima - 0,2 1(B) M NN
Pseudopimelodidae
Pseudopimelodus mangurus - 0,6 3(B) NM N

Total Ictioplancton
Total Ovos

Total Larvas

531
132(B)
399 = 215(B), 184(T)
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Tabela 2. Taxons identificados pela técnica do DNA Barcoding a partir dos ovos e larvas coletados nos tributarios do Reservatério
de Porto Primavera. Melhor correspondéncia: Taxon com maior similaridade genética no Sistema de Identificacdo
Boldsystems®; BIN: Barcode Index Number atribuido ao taxon de melhor correspondéncia; BOLD (%): Média das similaridades
com o taxon mais préximo no Sistema de Identificacdo Boldsystems®; EP (%): Erro padrao da média; D (%): Média da distancia
genética dentro do grupo; DM (%): Distancia genética méaxima dentro do grupo; N/D: Né&o disponibilizado; N/A: Néo se aplica
(apenas um espécime capturado). (*) Taxons que ndo foram identificados em nivel especifico baseando-se nos limiares de
similaridade com sequéncias do BOLD. (**) Possivel complexo de espécies (taxon associado a mais de um BIN e distancia genética

maxima dentro do grupo superior a 1,5%). (***) Imprecis6es no banco de dados do BOLD.

Identificacio taxonémica Melhor Correspondéncia BIN BOLD * EP D+ EP DM = EP
CHARACIFORMES
Anostomidae
Leporellus vittatus Leporellus vittatus AAE5331 100 N/A N/A
Leporinus friderici Leporinus friderici AAC5572 99,99+0,01 026+0,12 1,15+0,50
Leporinus lacustris Leporinus lacustris Privado 100 N/A N/A
Leporinus tigrinus Leporinus tigrinus Privado 100+£0,00 0,00+0,00 0,000,00
Megaleporinus obtusidens Megaleporinus obtusidens AAB8578 100 N/A N/A
Schizodon borellii Schizodon borellii AAC2254  100+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Characidae
Characidae* Astyanax serratus ACJ2059 89,31 N/A N/A
Psellogrammus kennedyi Psellogrammus kennedyi AAE0694 100 N/A N/A
Aphyocharax dentatus Aphyocharax dentatus AAO07141 100 N/A N/A
Roeboides descalvadensis Roeboides descalvadensis AAJ7075 100+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Odontostilbe sp.* Odontostilbe microcephala AA5650 9464+009 0,17+0,16 0,17+0,16
Serrapinus notomelas Serrapinus notomelas ACF3905 99,49+0,10 0,34+0,19 0,51+0,30
Curimatidae
Cyphocharax gillii Cyphocharax gillii Privado 100+0,00 0,00+0,00 0,000,00
Steindachnerina brevipinna Steindachnerina brevipinna AAD8534 99,93+0,02 0,36+0,14 0,79+0,37
Cynodontidae
Rhaphiodon vulpinus Rhaphiodon vulpinus AAD5188 100+0,00 0,00+0,00 0,00=0,00
Erythrinidae
AAI8239/
Hoplias aff. malabaricus** Hoplias intermedius*** 99,96+0,03 1,98+0,37 4,61+0,84
AAI8240
Hoplias mbigua Hoplias mbigua ACO5223 100+0,00 0,00+0,00 0,00+ 0,00
Hoplias misionera Hoplias malabaricus*** AAB1732 99,73+0,05 0,16+0,09 0,48+0,26
Hemiodontidae
Hemiodus orthonops Hemiodus orthonops N/D 100+0,00 0,00+0,00 0,00=0,00



24

Identificacdo taxondmica Melhor Correspondéncia BIN BOLD + EP D+EP DM £ EP

Prochilodontidae

Prochilodus lineatus Prochilodus lineatus ADK5931 99,96+0,02 0,24+0,10 0,51+0,30

Serrasalmidae

Serrasalmidae™ Serrasalmus rhombeus AACT7587 99,00 N/A N/A

Piaractus mesopotamicus Piaractus mesopotamicus AAD6423 99,90+0,10 0,00£0,00 0,000,00

Serrasalmus marginatus Serrasalmus marginatus AACT7587 100+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

GYMNOTIFORMES

Gymnotidae

Gymnotus inaequilabiatus Gymnotus inaequilabiatus ACG7331 99,69+0,04 0,00x0,00 0,00+0,00

Rhamphichthyidae

Rhamphichthys hahni Rhamphichthys hahni AAE3328 100£0,00 0,00£0,00 0,00+£0,00

Sternopygidae

Eigenmannia sp.* Eigenmannia trilineata AAD9492 96,68 N/A N/A
AAD9492/

Eigenmannia trilineata** Eigenmannia trilineata 99,85+0,04 1,21+0,22 4,43+0,88
ABW1951

SILURIFORMES

Aspredinidae

Amaralia oviraptor Amaralia oviraptor ACX3883 99,48 N/A N/A

Auchenipteridae

Ageneiosus inermis Ageneiosus inermis AAC6222 100 N/A N/A

Auchenipterus osteomystax Auchenipterus osteomystax ACEB8553 100£0,00 0,00£0,00 0,00+£0,00

Callichthyidae

Corydoras aeneus Corydoras aeneus ACF5135 99,77 N/A N/A

Doradidae

Pterodoras granulosus Pterodoras granulosus AAD9737 100+0,00 0,00+0,00 0,000,00

Rhinodoras dorbignyi Rhinodoras dorbignyi AAI0451 100 N/A N/A

Heptapteridae

Phenacorhamdia tenebrosa Phenacorhamdia tenebrosa AAD2018 100 N/A N/A

Pimelodella taenioptera Pimelodella taenioptera N/D 99,83+0,00 0,00+0,00 0,00=0,00

Pimelodella gracilis Pimelodella gracilis ABZ3426 99,74+0,08 0,51+0,27 0,51+0,28

Rhamdia quelen Rhamdia quelen N/D 98,95+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
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Identificacao taxon6mica Melhor Correspondéncia BIN BOLD + EP D+ EP DM + EP
Pimelodidae

Hemisorubim platyrhynchos Hemisorubim plathyrhychos ACX3952  100+0,00 0,00x0,00 0,000,00
Iheringichthys labrosus Iheringichthys labrosus AAE2664 100 N/A N/A
Pimelodus ornatus Pimelodus ornatus ACY8631  100+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Pseudoplatystoma corruscans Pseudoplatystoma corruscans ~ AAD0242 100 N/A N/A
Sorubim lima Sorubim lima ACG7167 100 N/A N/A

Pseudopimelodidae

Pseudopimelodus mangurus Pseudopimelodus mangurus AAD9623 100+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00

35
30
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Ovos Larvas Total Ovos Larvas Total Ovos Larvas Total
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Numero de Taxons
o
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Rio Aguapei Rio Pardo Rio Verde

Figura 2. Nimero de td&xons compondo o ictioplancton de cada tributario do Reservatério de Porto Primavera no

periodo de estudo.
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Figura 3. Numero de familias compondo o ictioplancton de cada tributario do Reservatério de Porto Primavera
no periodo de estudo.

Empregando-se os limiares de similaridade, alguns taxons ndo puderam ser
identificados em nivel especifico, como foi o caso de Eigenmannia sp., Odontostilbe sp. (nivel

genérico), um caracideo e um serrasalmideo (nivel de familia).

No caso do género Hoplias, a construcdo da arvore Neighbor-Joining (Fig. 4) e as
distancias genéticas observadas (Tabela 3) revelaram imprecisdes no banco de dados do BOLD.
Assim, espécimes que pela abordagem de limiares de similaridade seriam identificados como
Hoplias intermedius foram reclassificados como duas possiveis espécies de Hoplias aff.
malabaricus. O mesmo se passou com espécimes classificados a priori como Hoplias

malabaricus, que tiveram sua identificagéo retificada para Hoplias misionera (Fig. 4).
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0.0066 H. malabaricus sensu stricto - ABZ3047

H. aff. malabaricus sp1 (H. intermedius - AAI8240)

0.0190

0.0263
0.0066

— H. aff. malabaricus sp2 (H. intermedius - AAI8239)

0.0314

0.0188 # H. mbigua
0.0036
227 4 H. misionera (H. malabaricus - AAB1732)

0.0198 H. misionera - AAB1732

0.0067

H. intermedius - AAB1734

0.0805

0.020

Figura 4. Relagdo evolutiva entre linhagens de Hoplias coletadas (em preto) e sequéncias do banco de dados do
BOLD (em azul), acompanhadas de seu respectivo BIN. Os taxons entre parénteses referem-se a identificacdo
inicial (imprecisa), realizada antes da andlise das distancias genéticas. A arvore foi desenhada em escala, com o
comprimento dos ramos na mesma proporcdo das distancias evolutivas usadas para inferir as distancias
filogenéticas. As distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método K2-P e foram medidas em “numero
de substitui¢do de bases por sitio”. Ao todo, 590 posi¢des compuseram o conjunto de dados analisados.

Tabela 3. Distancia genética (Kimura 2-Parametros) + erro padrdo entre linhagens de Hoplias coletadas. A
diagonal principal (em negrito), mostra valores de distancia genética dentro dos grupos.

1 2 3 4
1- H. aff. malabaricus (spl) 0,00% £ 0,00
2- H. aff. malabaricus (sp2) 4,66% £ 0,86 0,00% + 0,00
3- H. mbigua 4,83%+0,87 1,13%+0,43 0,00% = 0,00
4- H. misionera 788%+113 6,96%+109 6,78% +1,06 0,16%+ 0,09

A associacdo com dois BINs distintos, a formacédo de dois clusters na arvore Neighbor-
Joining (Fig. 5) e os valores de distancia genética (Tabela 4) revelaram a existéncia de duas
unidades taxonémicas operacionais para espécimes inicialmente identificados como uma Unica

espécie (Eigenmannia trilineata).
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Figura 5. Relacéo evolutiva entre linhagens de Eigenmannia coletadas. A arvore foi desenhada em escala, com o
comprimento dos ramos na mesma proporcdo das distdncias evolutivas usadas para inferir as distancias
filogenéticas. As distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método K2-P e foram medidas em “numero
de substitui¢do de bases por sitio”. Ao todo, 637 posi¢des compuseram o conjunto de dados analisados

Tabela 4. Distancia genética (Kimura 2-Parametros) + erro padrao entre linhagens de Eigenmannia coletadas. A
diagonal principal (em negrito), mostra valores de distancia genética dentro dos grupos. N/A: Nao se aplica (apenas
um individuo coletado).

1 2 3
1- E. trilineata (spl) 0,32% £ 0,11
2- E. trilineata (sp2) 4,12% + 0,81 0,16% £ 0,15
3- Eigenmannia sp. 3,55% + 0,72 4,17% + 0,82 N/A

4 DISCUSSAO
4.1 Associando metodologias

Associando-se as duas metodologias para a identificacdo do ictioplancton (classificacédo
taxonémica baseada na morfologia e no DNA Barcoding), alcancou-se uma resolutividade em
nivel especifico de 87,5%, que é inferior & obtida por trabalhos desenvolvidos em outros trechos
da bacia, que chegaram a 99,71% (Frantine-Silva et al., 2015) e 100% (Almeida et al., 2018).
Isso se deve a captura de espécies cujas sequéncias do gene COI ainda ndo foram inseridas nos
bancos de dados ou foram inseridas com informacdes imprecisas, seja por equivocos ou por
ainda nao terem sido morfologicamente descritas em nivel especifico, como € o caso de muitas

especies do género Hoplias (Cardoso et al., 2018).

A metodologia tradicional de identificagdo se mostrou Util para a identificagdo de um
numero consideravel de larvas em nivel especifico (n=184), nimero préximo ao registrado para
larvas identificadas neste mesmo nivel pela técnica de DNA Barcoding (n=187). Assim, quando

a descricdo das fases iniciais de desenvolvimento encontra-se disponivel na literatura, como
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ocorre para parte das espécies de peixe da bacia do Alto Rio Parana (Nakatani et al., 2001; Orsi
et al., 2016), a utilizagdo preliminar da metodologia cléssica resulta na diminui¢do do tempo e
dos custos da identificacdo do ictioplancton, mesmo quando se utiliza a técnica molecular de

maneira complementar.

Além disso, anélises morfoldgicas prévias também permitem a identificacdo em nivel
genérico e/ou a discriminacdo de morfotipos (Frantine-Silva et al., 2015), orientando a
realizacdo de subamostragens que visam reduzir a quantidade de material a ser encaminhado
para analise molecular (¢ comum a captura de um expressivo nimero de individuos da mesma
espécie em coletas realizadas no mesmo periodo e ponto amostral; Gogola et al., 2013;
Reynalte-Tataje et al, 2013).

A utilizag8o subsequente da técnica de DNA Barcoding como uma ferramenta para o
estudo do ictioplancton possibilitou 0 aumento expressivo de 311% no nimero de espécies
identificadas em relacdo ao numero registrado inicialmente pela metodologia tradicional (de 09
para 37 espécies). Ademais, esta técnica possibilitou a identificacdo de ovos, cujas
caracteristicas morfologicas sdo pouco informativas (Becker et al. 2015) e, portanto, ndo sdo
identificados na maioria dos estudos (Hermes-Silva et al., 2009; Reynalte-Tataje et al, 2012;
Rosa et al., 2018). Estudando o ictioplancton na mesma regido, mas contemplando mais sitios
amostrais (17) e um maior periodo amostral (3 estacfes reprodutivas), Da Silva et al. (2019)
identificaram um ndmero inferior de tdxons em nivel especifico (26) ao realizar apenas a

identificacdo taxondmica tradicional.

O DNA Barcoding também possibilitou a identificacdo de larvas com poucos caracteres
diagndsticos, como larvas recém-eclodidas ou danificadas, bem como de espécimes cujas
caracteristicas diagnosticas sao compartilhadas entre diferentes taxons relacionados, como é o

caso das larvas das familias Anostomidae e Characidae (Nakatani et al., 2001).

4.2 Particularidades na identificacdo molecular

Embora os limiares estabelecidos para identificagdo do ictioplancton ndo tenham sido
arbitrarios, uma vez que se aproximam das divergéncias genéticas médias dentro de espécies
(1,3%) e géneros (6,8%) observadas para a ictiofauna do Alto Rio Parana (Pereira et. al. 2013)
e ja haviam sido utilizados com sucesso por Almeida et al. (2018) (100% de eficiéncia na

identificacdo do ictioplancton em nivel especifico), no presente estudo, cerca de 20% dos taxons
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ndo foram identificados de forma direta e inequivoca em nivel de espécie apenas utilizando as

similaridades com o banco de dados do BOLD.

Assim, a identificacdo de alguns grupos taxonémicos necessitou de analises envolvendo
tanto distancias genéticas, como relacGes filogenéticas. Este foi o caso de alguns espécimes do
género Hoplias. Considerando apenas as similaridades com sequéncias do BOLD, por exemplo,
espécimes coletados nos tributarios do reservatdrio de Porto Primavera teriam sido
identificados em nivel especifico como H. malabaricus e H. intermedius, devido a imprecisdes

no banco de dados.

O género Hoplias é morfologicamente subdivido em trés grupos (H. aimara, H.
malabaricus e H. lacerdae; Oyakawa, 1990; Oyakawa & Mattox, 2009), que correspondem a
um complexo de espécies. O grupo H. malabaricus apresenta 15 unidades taxondémicas
operacionais conhecidas (Cardoso et al., 2018), uma delas sendo a espécie H. malabaricus, que
tem como localidade-tipo o Suriname (Mol et al., 2012). A bacia do Rio Parana abriga sete
destas UTOs (Cardoso et al., 2018), das quais apenas trés (H. mbigua, H. argentinensis e H.
misionera) foram morfologicamente descritas recentemente (Azpelicueta et al., 2015; Rosso et
al., 2016, 2018).

Os espécimes deste estudo inicialmente identificados como H. malabaricus, por
apresentarem correspondéncia mais alta (99,73% =+ 0,05) com individuos assim identificados
no BOLD, possuem distancia genética de 7,0% em relagdo as sequéncias de H. malabaricus da
localidade-tipo (BIN ABZ3047). Além disso, as sequéncias de “H. malabaricus” com as quais
apresentaram correspondéncia sao associadas ao BIN AAB1732, o mesmo atribuido a espécie
H. misionera. Na arvore Neighbor-Joining, as sequéncias dos espécimes coletados agruparam-
se com sequéncias de H. misionera, e a divergéncia genética média entre elas foi de 1,8%.
Hoplias misionera tem uma identidade molecular robusta, com distancia intra-BIN maxima de
3,54% e minima de 5,3% de sua congénere mais proxima (H. malabaricus sensu stricto, BIN
ABZ3047). Sua distribuicdo geografica na America do Sul & bastante ampla, agrupando
sequéncias do Alto e Baixo Rio Parana, do Rio Paraguai e do Rio Amazonas (Cardoso et al.
2018), o que justifica a elevada divergéncia genética intra-BIN. Assim, 0s espécimes a priori
identificados como H. malabaricus (por inconsisténcias no BOLD) passaram a ser identificados

como H. misionera no presente trabalho.

Algumas larvas neste estudo também foram inicialmente identificadas como H.

intermedius, devido a sua similaridade (99,96% % 0,03) com sequéncias identificadas como
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pertencendo a esta espécie (BINs AAI8239 e AAI8240). Hoplias intermedius é uma das
espécies do grupo Hoplias lacerdae e se distribui nos rios Sdo Francisco, Doce e Alto Parana
(Oyakawa & Mattox, 2009). Ao contrario do esperado, em vez de se agruparem as sequéncias
de H. intermedius da localidade-tipo (grupo H. lacerdae, BIN AAB1734), os espécimes
coletados se agruparam as espécies do grupo H. malabaricus, na arvore Neighbor-Joining.
Além disso, foram separados em dois clusters distintos, com distancia genética média de 4,6%,
evidenciando se tratarem de duas UTOs diferentes. Assim, confirmada a imprecisdo no banco
de dados ja constatada por Cardoso et al. (2018), estes espécimes passaram a ser identificados

como Hoplias aff. malabaricus (spl) e Hoplias aff. malabaricus (sp2) no presente trabalho.

Estudos recentes tém confirmado a existéncia de mais de uma unidade taxondmica entre
espéecimes morfologicamente identificados como Eigenmannia trilineata (Araya-Jaime et al.,
2017; Shimabukuro-Dias et al., 2017). No presente trabalho, larvas identificadas como
Eigenmannia trilineata pelos limiares adotados apresentaram distancia genética maxima de
4,4% entre si e foram associados a dois BINs diferentes (AAD9492 e ABW1951). Na arvore
Neighbor-Joining, foram agrupados em clusters distintos, sugerindo se tratarem de duas
espécies identificadas morfologicamente como uma Unica (espécies cripticas). Por conseguinte,
foram identificados como dois taxons distintos: E. trilineata (spl), que apresentou similaridade
média de 99,86% com sequéncias associadas ao BIN AAD9492, e E. trilineata (sp2), que
apresentou similaridade de 100% com sequéncias associadas ao BIN ABW1951. Ainda foi
identificada uma terceira unidade taxonémica como pertencente ao género Eigenmannia
(similaridade de 96,68% com Eigenmannia trilineata — BIN AAD9492).

A deteccdo de diferentes UTOs para uma mesma espécie revela que a diversidade de
peixes conhecida na bacia do Alto Rio Parana pode estar subestimada. Assim, géneros como
Eigenmannia e Hoplias precisam de um esforgo envolvendo o emprego de diferentes técnicas
analiticas (cariotipicas, moleculares, morfolégicas; Souza-Shibatta et al., 2013) para a deteccdo

e descricdo de novas espécies.

Os limiares de similaridade também nédo foram suficientes para a precisa identificacéo
de uma larva de serrasalmideo coletada no Rio Verde que, embora tenha apresentado
correspondéncia dentro dos limites que Ihe garantiriam identificagdo em nivel especifico (99%
de similaridade com sequéncia de Serrasalmus rhombeus), foi classificada taxonomicamente
apenas em nivel de familia (Serrasalmidae). Serrasalmus rhombeus (Linnaeus, 1766) é uma
espécie nativa das bacias dos rios Amazonas e Orinoco, de rios do Escudo das Guianas e rios
costeiros do nordeste do Brasil (Jegu & Ingenito, 2007) e ndo ha registros de sua ocorréncia na
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bacia do Alto Rio Parana (Langeani et al. 2007; Ota et al. 2018), o que constitui um indicativo
de que associar esta espécie a larva coletada seria um equivoco. Além disso, estudo realizado
com mais de mil DNA barcodes de serrasalmideos da regido neotropical revelou que a média
das divergéncias maximas intraespecificas nesta familia é de 0,68% (Machado et al. 2018), um
percentual abaixo do limiar estabelecido para identificacdo especifica no presente estudo (1,5%)
e também inferior a distancia genética entre o espécime coletado e a sequéncia de S. rhombeus
(1%). Ademais, a larva também apresentou similaridades elevadas com espécies de outros
géneros (similaridade de 98,92% com Pygocentrus nattereri, 98,90% com Mylossoma
duriventre, 98,86% com Myleus setiger e 98,72% com Serrasalmus marginatus). Esta
dificuldade na identificacdo pode estar relacionada a lacunas nos bancos de dados do BOLD e
Genbank, bem como a limitacdo que o estabelecimento de limiares de similaridade com
sequéncias barcodes apresentam para a identificacdo de espécies de irradiacdo muito recente
(Monaghan et al., 2006; Machado et al. 2018).

4.3 Composicao taxonomica do ictioplancton

O numero de taxons identificados (48) foi superior ao observado por Frantine-Silva et
al. (2015) em um estudo pioneiro utilizando DNA Barcoding para a identificacdo do
ictioplancton em ecossistemas de agua doce neotropicais (bacia do Rio Paranapanema), que,
mesmo tendo avaliado nimero maior de sitios amostrais (07) e ambientes com caracteristicas

hidrolégicas diferentes (I16ticos e semi-Iénticos), registrou 37 espécies.

Entre os tdxons registrados, foram identificadas nove espécies migradoras de longas
distancias (Megaleporinus obtusidens, Rhaphiodon vulpinus, Prochilodus lineatus, Piaractus
mesopotamicus, Pterodoras granulosus, Hemisorubim platyrhynchos, Pimelodus ornatus,
Pseudoplatystoma corruscans e Sorubim lima). Da Silva (2015) j& havia demonstrado a
importancia dos tributarios do Reservatorio de Porto Primavera para a reproducao de peixes
com essa estratégia reprodutiva, reconhecidamente os mais impactados em bacias fragmentadas
(Agostinho et al., 2016), como é o caso da bacia do Alto Rio Parana. O presente trabalho ainda
melhorou a resolutividade taxondmica em relagéo a trabalhos anteriores (Da Silva et al., 2015;
2019), identificando pela primeira vez em nivel especifico espécimes possivelmente ja
coletados, mas identificados em nivel taxondmico superior (género e familia), como foi o caso

de Megaleporinus obtusidens, Piaractus mesopotamicus e Pimelodus ornatus.
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As espécies ndo-nativas representaram 50% das espécies registradas, um percentual
bastante elevado e semelhante ao observado por Almeida et al. (2018) na regido do Reservatorio
de Rosana (40,16%), préximo a confluéncia do Rio Paranapanema com o Rio Parand. A
ictiofauna que atualmente compdem os reservatdrios de Porto Primavera e Rosana, assim como
seus tributéarios, resulta de uma combinacdo das espécies das provincias ictiofaunisticas do
Baixo e Alto Rio Parand, que ocorreu em decorréncia da formacdo do reservatorio da Usina
Hidrelétrica (UHE) de Itaipu. Este reservatorio, localizado a jusante de Porto Primavera,
inundou a barreira geografica (Salto de Sete Quedas) que separava as duas ecorregides,
resultando numa invasdo massiva do Alto Rio Parana por espécies do Baixo Rio Parana (Julio
Junior etal., 2009; Vitule et al., 2012). A operacdo de uma passagem para peixes na UHE Itaipu,
conhecida como “Canal da Piracema”, tem possibilitado a invasdo do Alto Rio Parana por
outras espécies ao longo do tempo, como Hemiodus orthonops (Agostinho et al., 2014),
registrado no presente estudo em sua fase embrionaria, nos rios Pardo e Verde. Também foi
registrada, no Rio Verde, a presenca de larvas da espécie ndo-nativa Cyphocharax gillii, o que
corresponde ao primeiro registro desta espécie para a bacia do Alto Rio Parana. Com excec¢éo
de Leporinus tigrinus, que € nativa da bacia dos Rios Tocantins-Araguaia (Britski & Garavello,
2007), todas as demais espécies ndo-nativas que compuseram o ictioplancton nos tributarios do
reservatorio de Porto Primavera sdo migrantes do Baixo Rio Parana (Julio Junior et al., 2009;
Otaet al., 2018).

Espécies exdticas sdo a principal causa de extin¢des entre os vertebrados (Bellard et al.,
2016), podendo impactar a ictiofauna nativa por meio da competicdo por recursos, predacéo,
alteracdes do habitat, introducdo de patdgenos e parasitas e alteracdes genéticas (Mack et al.,
2000; Agostinho et al, 2007). No Alto Rio Parana, espécies nao-nativas tém sido apontadas
como responsaveis pelo decréscimo populacional de espécies filogeneticamente relacionadas,
com habitos alimentares e reprodutivos semelhantes (Gois et al., 2015, Rodrigues et al., 2018).
Apesar dos impactos causados por essas espécies serem dificeis de predizer, a rapida deteccdo
do estabelecimento de invasores (ainda no estagio embrionario) possibilitada pelo DNA
Barcoding pode ser crucial para a adocéo de estratégias de manejo mais adequadas e efetivas

para seu controle.

A associacdo da taxonomia tradicional e da técnica do DNA Barcoding mostrou-se
capaz de identificar com sucesso a maioria dos ovos e larvas coletados, de modo que 0s
resultados aqui obtidos podem ser utilizados para nortear a elaboracéo de planos de manejo e

estratégias de conservacdo da ictiofauna na bacia do Alto Rio Parand. A identificagdo
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morfologica preliminar do ictioplancton otimizou o processo e orientou a subamostragem do
material a ser submetido a analises moleculares, enquanto o DNA Barcoding melhorou
expressivamente a resolutividade taxonémica e indicou quais grupos devem ser alvo de estudos

complementares para eventual deteccdo e descricdo de novas espécies (espécies cripticas).

Os resultados também evidenciaram a necessidade de se ampliar a biblioteca de
sequéncias barcode, de modo a abarcar espécies que ainda ndo tiveram seu gene COlI
sequenciado e depositado nos bancos de dados. Lacunas e imprecisfes na base de dados, bem
como a baixa divergéncia genética interespecifica observada em peixes neotropicais,
representaram uma dificuldade para a identificacdo de alguns tdxons pela abordagem baseada

em limiares de similaridade genética.

Embora ndo tenha sido o objetivo do presente estudo, a associacdo das analises
morfolégicas e moleculares pode possibilitar a descricdo das caracteristicas morfométricas e
meristicas de espécies ainda ndo descritas em seus estagios iniciais de desenvolvimento, o que

culminaria no avan¢o da taxonomia tradicional e contribuiria para sua melhor resolutividade.

Por fim, o presente estudo reforca a relevancia dos tributarios do Reservatério de Porto
Primavera para a conservacao da ictiodiversidade, provendo rotas migratorias e sitios de desova
e desenvolvimento inicial para espécies que necessitam de trechos I6ticos e diferentes habitats
para completar seu ciclo de vida. Esta importancia se acentua pelo fato da bacia do Alto Rio
Parana ser a mais impactada por empreendimentos hidrelétricos na regido neotropical e por seus

poucos trechos livres ainda serem foco da instalacdo de novos empreendimentos.
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Capitulo 2: Invasdo bioldgica em uma cascata de reservatorios: o caso de
Leporinus tigrinus (Characiformes, Anostomidae) na bacia do Alto Rio
Parana

RESUMO

A bacia do Alto Rio Parané esta sujeita ao impacto de diversas atividades antrdpicas, entre as
quais a introducdo de espécies € particularmente expressiva, tornando-a a ecorregido
neotropical com o maior numero de espécies ndo-nativas. O objetivo deste trabalho foi
investigar a possivel invasdo bioldgica de L. tigrinus nesta bacia intensamente fragmentada.
Para tanto, foi realizado um inventario de sua ocorréncia na bacia por meio de consulta a
museus, assim como amostragens de juvenis, adultos e ictioplancton em trés tributarios do
Reservatério de Porto Primavera (rios Aguapei, Pardo e Verde). Também foram analisados a
dieta e aspectos reprodutivos. Foram amostrados 23 espécimes de L. tigrinus (10 adultos e 13
juvenis) e 5 ovos (identificados pela técnica de DNA Barcoding), evidenciando a ocorréncia, a
reproducdo e o recrutamento da espécie nesta bacia. Os resultados deste estudo suportam que
L. tigrinus seja uma espécie introduzida na bacia do Alto Rio Parana, capaz de se dispersar por
grandes distancias ao transpor diversas barragens no sentido montante-jusante, possivelmente
via turbinas, vertedouros, eclusas e/ou passagens para peixes. Essas caracteristicas do processo
de invasdo diferem dos padrdes observados para a maioria das espécies invasoras da bacia e
sugerem uma substancial dispersdo para jusante de barragens, mesmo quando inexistem
passagens para peixes. O sucesso de L. tigrinus na invasdo da bacia do Alto Rio Parana pode
estar relacionado a utilizacdo de diferentes habitats ao longo do seu ciclo de vida, a sua elevada
plasticidade na dieta, bem como a sua distribuicdo nas areas mais internas e profundas de
reservatorios.

Palavras-chave: Espécie Invasora. Introdugdo de Espécies. Estabelecimento. Dispersao.

Conectividade.
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Biological invasion in a reservoir cascade: the case of Leporinus tigrinus
(Characiformes, Anostomidae) in the Upper Parana River basin

ABSTRACT

The Upper Parana River basin is harmed by several human activities among which the
introduction of species is particularly expressive, making it the Neotropical ecoregion with the
largest number of non-native species. The aim of this study was to investigate the possible
biological invasion of Leporinus tigrinus in this intensely fragmented basin. For this purpose,
an inventory of its occurrence in the basin was carried out through museum consultation, as
well as sampling of fish (juveniles and adults) and ichthyoplankton in three tributaries of the
Porto Primavera Reservoir (Aguapei, Pardo and Verde rivers). Diet and reproductive aspects
were also analyzed. Twenty-three specimens of L. tigrinus (10 adults and 13 juveniles) and five
eggs (identified by DNA Barcoding) were sampled, evidencing the occurrence, reproduction
and recruitment of this species in the basin. The results of this study support that L. tigrinus is
a species introduced in the Upper Parana River basin, capable of dispersing over great distances
by transposing several dams (from upstream to downstream), possibly via turbines, spillways,
locks and/or fishways. These characteristics of the invasion process differ from the patterns
observed for most invasive species in this basin and suggest a substantial downstream
dispersion through dams, even when fishways are not present. The success of L. tigrinus in the
invasion of the Upper Parand River basin may be related to the use of different habitats
throughout its life cycle, its high plasticity in the diet, as well as its distribution in the inner and

deep areas of reservoirs.

Keywords: Invasive Species. Species Introduction. Establishment. Dispersal. Connectivity
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1 INTRODUCAO

Sob a dptica biogeografica, espécies exoticas sdo aquelas que ocorrem em locais fora
de sua distribuicdo geografica original (conhecida ou consensual) e cuja ocorréncia na nova
area era inviabilizada, no passado, por uma barreira a sua dispersdo (Occhipinti-Ambrogi and
Galil 2004; Heger et al. 2013). Eventualmente, uma espécie exdtica pode se tornar invasora,
quando, ap0s constituir populagBes persistentes e autossustentaveis por meio da reproducao e
do recrutamento (estabelecimento), se dispersa pelo novo ambiente, povoando locais distantes
da area ocupada pela populagao fundadora (Vermeij 1996; Richardson et al. 2000; Pysek et al.
2004; Heger et al. 2013).

Grande parte das invasfes bioldgicas foram mediadas e/ou facilitadas por atividades
humanas (comércio, migracdo, turismo, projetos de infraestrutura etc.) e, desde a chegada dos
europeus as Américas no século XV, a taxa de invasfes tem aumentado progressivamente,
intensificando-se nas Gltimas décadas devido a globalizacdo (Hulme 2009; Turbelin et al. 2017).
Esta tendéncia é preocupante, uma vez que a introducdo de espécies estd entre as principais
causas de extingcbes recentes no mundo (Bellard et al. 2016a), levando ao empobrecimento e
homogeneizacdo de ecossistemas (Olden et al. 2004; Daga et al. 2014; Toussaint et al. 2016).

A chegada de organismos a novas localidades geralmente é sucedida pelo perecimento
de suas populagdes (Mack et al. 2010). No entanto, caracteristicas relacionadas ao processo de
invasdo em si, como alta pressdo de propagulo e multiplos eventos introdutérios (Roman and
Darling 2007; Vahsen et al. 2018), atributos do invasor, como plasticidade no uso de recursos,
alta fecundidade e grande habilidade dispersora (Agostinho et al. 2014; Liu et al. 2017), e
caracteristicas dos habitats, como adequabilidade climatica (Howeth et al. 2016; Bellard et al.
2016b) e existéncia de corredores de dispersdo (Hulme 2009), podem favorecer a persisténcia,
proliferacdo e dispersdo de espécies ndo-nativas.

Ecossistemas fluviais sdo particularmente susceptiveis a invasdo (Agostinho et al.
2007), por serem interconectados em sua multidimensionalidade (Ward 1989), o que facilitaria
a dispersdo de invasores. Entretanto, devido ao crescente nimero de barragens construidas
sobretudo para a geracao de energia elétrica, poucos séo os rios que apresentam um fluxo livre
ao longo de todo seu curso (Nilsson et al. 2005; Zarfl et al. 2015; Grill et al. 2019).

Ao mesmo tempo que a construcdo de barragens pode viabilizar invasdes ao causar
impactos que favorecem o estabelecimento de espécies ndo-nativas (Havel et al. 2005), uma
bacia fortemente regulada pode dificultar ou mesmo impedir a movimentacdo e disperséo de
peixes (Pelicice et al. 2015; Reis et al. 2016), potencialmente limitando a expansdo da area

ocupada por espécies introduzidas.
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Na América do Sul, a bacia do Alto Rio Parana é a mais regulada, tendo seu rio principal
e maiores tributarios convertidos em uma cascata de reservatdrios (Agostinho et al. 2008).
Originalmente, ela se estendia desde os trechos mais altos da bacia até a barreira natural
representada pelo Salto de Sete Quedas, que a separava da bacia do Baixo Rio Parand, uma
provincia ictiofaunistica distinta (Abell et al. 2008). Com a construcdo da Usina Hidrelétrica
(UHE) de Itaipu e a consequente inundacéo desta barreira em 1982,
houve uma massiva invasao da bacia do Alto Rio Parana por espécies de peixes endémicas do
Baixo Rio Parana (Julio Junior et al. 2009; Vitule et al. 2012) e a barreira a disperséo de espécies
se deslocou cerca de 150 km para jusante, passando a ser constituida pela barragem de Itaipu.
Com o inicio da operagdo de uma passagem para peixes conhecida como “Canal da Piracema”
nesta usina, a partir de 2002, espécies provenientes do Baixo Rio Parana passaram a ter acesso
continuo aos trechos a montante de sua barragem (Makrakis et al. 2007, 2011), o que tem
resultado no sucesso de novas invasdes bioldgicas na bacia do Alto Rio Parana ao longo do
tempo (Agostinho et al. 2014; Ota et al. 2018).

Atualmente, a bacia do Alto Rio Parana é a ecorregido neotropical com o maior nimero
de espécies ndo-nativas (105 espécies; Gubiani et al. 2018), sendo possivel identificar ao menos
dois padroes distintos de invasdo bioldgica nesta bacia. O primeiro padrdo é o apresentado pela
maioria dos invasores (cerca de 60 espécies), que migraram do Baixo Rio Parana (Gubiani et
al. 2018; Ota et al. 2018). Estas espécies tém sua expansdo para montante limitada por
barramentos e, portanto, apresentam distribuicdo restrita aos trechos mais baixos da bacia (Julio
Junior et al. 2009; Casimiro et al. 2017). O outro padrdo € o apresentado por espécies de
interesse em alguma atividade humana, como as oriundas da piscicultura, da estocagem e do
aquarismo, bem como as utilizadas na pesca esportiva e como iscas vivas (Gubiani et al. 2018).
Estas espécies tiveram multiplos eventos e focos de introducdo e, por isso, estdo mais
amplamente difundidas (Daga et al. 2014; Garcia et al. 2018).

Entretanto, um terceiro padrdo pode estar ocorrendo na bacia do Alto Rio Parand,
envolvendo a dispersdo da espécie invasora rio abaixo, apesar da fragmentacéo por barragens.
Esse fenbmeno foi observado para a espécie Leporinus tigrinus Borodin, 1929, um anostomideo
de médio porte, coloracdo amarelada, com bandas escuras sobre a cabeca e o tronco (Santos
and Jégu 1989), cuja distribuicdo geografica original ainda € controversa. Langeani et al. (2007)
consideram a espécie como nativa da bacia do Alto Rio Parana, enquanto outros trabalhos e
inventarios de espécies (checklists) apresentem-na como nativa da bacia dos Rios Tocantins-
Araguaia (Britski and Garavello 2007) e introduzida (Froehlich et al. 2017) ou possivelmente
introduzida (Santos et al. 2013; Ota et al. 2018) na bacia do Alto Rio Parana. Ainda quando
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considerada ndo-nativa, os motivos que teriam levado a introducdo desta espécie na bacia
permanecem ignorados (Froehlich et al. 2017).

Assim, o objetivo deste estudo foi esclarecer se (1) L. tigrinus é uma espécie ndo-nativa
na bacia do Alto Rio Parana e, em caso de confirmacdo, se (2) L. tigrinus se estabeleceu na
bacia, constituindo populag¢fes autossustentaveis por meio da reproducdo e do recrutamento; se
(3) seus tragos ecoldgicos e de histéria de vida podem estar relacionados com o sucesso da
invasdo; e se (4) a espécie foi capaz de se dispersar a jusante por longas distancias em um
ambiente intensamente fragmentado, o que representaria um novo modelo de invasdo bioldgica

para a bacia.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Area de Estudo

Com uma éarea de drenagem de aproximadamente 2.966.900 km?2 e estendendo-se por
cinco paises (Brasil, Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai), a bacia do Rio Parana (também
conhecida como bacia do Rio da Prata) é a quinta maior do mundo e a segunda maior da
Ameérica do Sul (Wolf et al. 1999). Seu trecho superior, denominado bacia do Alto Rio Parana,
se estende atualmente até a barragem de Itaipu (Fig. 1) e é considerado uma ecorregido de
elevada diversidade ictiofaunistica (Langeani et al. 2007).

Esta bacia drena grandes centros urbanos e importantes areas agricolas e industriais do
Brasil, estando sujeita a diversos impactos antropogénicos, como o desmatamento, a poluicao,
a perda de habitats, a construcdo e operacdo de usinas hidrelétricas (que atinge todos 0s seus
principais cursos hidricos) e a introducdo de espécies exdticas (Agostinho et al. 2008; Pelicice
et al. 2017).

As amostragens de peixes e ictioplancton foram realizadas na area de influéncia do
maior reservatdrio existente no Rio Parang, formado pela construcdo da Usina Hidrelétrica
(UHE) Engenheiro Sergio Motta, também conhecida como Porto Primavera. Os trechos
amostrados localizam-se em trés tributarios do reservatorio, que preservam caracteristicas
naturais do regime hidroldgico: rio Aguapei (livre de barramentos) e rios Pardo e Verde
(levemente regulados em seu trecho superior). Em conjunto com a planicie de inundagdo do
Rio Parand, localizada a jusante da barragem de Porto Primavera, estes tributarios séo
reconhecidos como importantes sitios de reproducéo para varias espécies de peixes (Da Silva
et al. 2015; 2019), contribuindo para a manuten¢do da diversidade no Reservatorio de Porto

Primavera por meio de uma dindmica fonte-sumidouro (Marques et al. 2018).
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Figura 1. Locais de ocorréncia de Leporinus tigrinus na bacia do Alto Rio Parana. Os circulos em vermelho
representam os registros depositados em museu e os quadrados azuis, 0s locais onde a espécie foi registrada no
presente estudo: Rio Aguapei (21,083967°S; 51,712953°0); Rio Pardo (21,689089°S; 52,481667°0); Rio Verde
(21,037217°S; 52,146106°0).

2.2 Obtencao de dados de ocorréncia, reproducdo e recrutamento

Com o intuito de elucidar a origem de L. tigrinus na bacia do Alto Rio Parana (nativa
ou nao-nativa), foi realizado um inventario dos locais e datas de registro da espécie nesta bacia,
associando dois métodos: (i) consulta a colegdes cientificas por meio da rede speciesLink

(http://www.splink.org.br), que integra dados de diversos museus, e (ii) amostragens de campo.
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Além de ampliar o trecho inventariado, as amostragens de campo buscaram constatar
eventual atividade reprodutiva e recrutamento de L. tigrinus na bacia, de modo a esclarecer se
a espécie apresenta populacdes capazes de se auto sustentarem no ambiente.

Para andlise da atividade reprodutiva e recrutamento, foram realizadas amostragens em
trés tributarios do Reservatdrio de Porto Primavera (rios Aguapei, Pardo e Verde), entre 0s anos
de 2011 e 2018, em periodos reprodutivos e ndo-reprodutivos. Ao todo, foram 141 amostragens
(47 por tributério), as quais foram realizadas de acordo com o Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Numero de protocolo 59/09). As
amostragens foram realizadas utilizando-se duas baterias de redes de espera de diferentes
malhas (2.5; 3; 4; 5 e 6 cm) com 10 metros de comprimento, instaladas as 17h na calha principal
dos tributarios e em lagoas marginais. Nas calhas dos rios, as redes foram instaladas préximas
as margens, em locais com baixo fluxo de agua, enquanto nas lagoas, foram distribuidas nas
margens e também na regido limnética do corpo hidrico. O tempo de exposicdo foi de
aproximadamente 4 horas.

Os peixes amostrados foram conservados em gelo até chegarem ao laboratério, onde foi
realizada a identificacdo do sexo e estagio de maturacdo gonadal dos espécimes através da
inspecdo macroscopica de suas gbnadas conforme descrito por Vazzoler (1996).

A deteccdo de desovas da espécie nos tributarios foi realizada por meio de amostragens
mensais do ictioplancton, de novembro de 2017 a abril de 2018, nos mesmos trés tributarios do
Reservatorio de Porto Primavera. As coletas foram feitas através de arrastos horizontais durante
10 minutos na subsuperficie da agua (20 cm de profundidade), entre 21h e 23h, utilizando-se
de rede de plancton conico-cilindrica de 0,5mm de malha. As amostras foram conservadas em
etanol 90% e mantidas resfriadas até serem armazenadas em congeladores a temperatura de -
20°C.

Em laboratério, ovos e larvas de peixes passaram pelo processo de triagem, com 0
intuito de separé-los de outros organismos e detritos. Este procedimento foi realizado com o

auxilio de microscépio estereoscépico sobre placa de acrilico do tipo Bogorov.

2.3 ldentificagdo molecular do ictioplancton

Para identificar ovos e larvas de L. tigrinus nos tributarios do Reservatorio de Porto
Primavera, estes foram submetidos a extracdo do DNA com resina Chelex100 e proteinase K.
Na sequéncia, foi realizada a amplificacdo do gene citocromo C oxidase subunidade 1 (COI,

648 pb), utilizando-se os primers descritos por Ward et al. (2005), e o sequenciamento dos



50

amplicons em sequenciador automatico ABI 3500 XL (Applied Biosystems). Os protocolos
pormenorizados de extracdo, amplificacdo e sequenciamento do gene COI encontram-se
descritos em Frantine-Silva et al. (2015).

As sequéncias foram editadas e alinhadas com o uso do programa Clustal W (Thompson
et al. 1994) implementado no programa MEGA7 (Kumar et al. 2016) e comparadas com o
banco de dados do GenBank, através do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Apenas as sequéncias que apresentaram similaridade superior a 98% com a sequéncia
de L. tigrinus depositada no banco de dados do GenBank (voucher GEPEMA-5514,
proveniente de espécime coletado no Rio Araguaia; Ramirez et al. 2016), foram consideradas

como pertencentes a espécie em estudo.

2.4 Tracos ecoldgicos - composicdo da dieta

A dieta da espécie foi analisada a partir de exemplares previamente fixados em formol
10%. Para tanto, foi realizada a remocao dos estdmagos através de incisdao abdominal e apenas
aqueles cheios ou parcialmente cheios foram considerados.

Com auxilio de estereomicroscdpio, os contetdos estomacais foram identificados em
categorias abrangentes. Os itens alimentares foram quantificados de acordo com o método
volumétrico (Hyslop 1980), estimado pela compressdo do material com lamina de vidro sobre

placa milimetrada, até uma altura de 1 mm (Hellawell and Abel 1971).

3 RESULTADOS
3.1 Ocorréncia e Dispersao

Conforme os depdsitos em museus (Tabela 1), o primeiro registro de L. tigrinus na bacia
do Alto Rio Parana ocorreu no Reservatdrio de Corumba, estado de Goias, no ano de 1999, e
corresponde a regido mais alta da bacia onde a espécie foi registrada. Novos registros foram se
sucedendo ao longo do tempo, com expansédo da area de distribui¢do para jusante. Assim, além
do Rio Corumba, L. tigrinus foi registrada nos rios Paranaiba e Parana, bem como em tributarios
destes grandes rios (Tabela 1; Fig. 1). A area de distribuicdo da espécie abrange uma cascata de
oito reservatorios, formados pelas UHEs de Corumbd, Itumbiara, Cachoeira Dourada, Sao
Simao, llha Solteira, Jupid, Porto Primavera e Itaipu, cujas caracteristicas estdo reunidas na

Tabela 2. Turbinas, vertedores, eclusas e passagens para peixes (escada para peixes na UHE
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Porto Primavera e Canal da Piracema — canal seminatural —na UHE Itaipu) podem ser possiveis
vias de conectividade entre os trechos de montante e jusante destas barragens (Tabela 2).

Tabela 1. Registros de ocorréncia de Leporinus tigrinus na bacia do Alto Rio Parana, em ordem cronoldgica crescente.
Foram considerados apenas os espécimes depositados em museu e com coordenadas geogréaficas dos locais de coleta
(http://www.splink.org.br). (*) primeiro registro na bacia. (**) expansdo para jusante na distribuigdo da espécie. Registros
em negrito sdo aqueles obtidos pelo presente estudo. Nupélia - UEM = Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e
Aquicultura da Universidade Estadual de Maringa. MCT - PUCRS = Museu de Ciéncias e Tecnologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul. LIRP — USP = Laboratério de Ictiologia de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo. DZSJRP — UNESP = Departamento de Zoologia de S&do José do Rio Preto da Universidade Estadual

Paulista. MZUEL = Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina.

Data Rio Local Latitude Longitude Instituicéo Numgro no
Catélogo
, Caldas Nupélia -
* o o
09/04/1999 Corumba Novas/ GO 17,726944°S  48,548333°0 UEM NUP 1093
. Cachoeira MCT - MCP-Peixes
** o o
20/03/2001 Meia Ponte Douradaico  18:537222°S  49,600833°0 o) oc phape
. Cachoeira o o MCT - MCP-Peixes
23/03/2001  Meia Ponte Dourada/co  18/537500°S  49,600833°0 o) oo 23060
09/10/2008** Claro Cacu/GO 19,0425°S  50,669444°0 NpreI'\'/la - NUP 8874
17/02/2009 Claro Cacu/GO 19,133055°S  50,665555°0 NpreI'\'/la - NUP 8875
26/07/2009 Claro Cacu/GO 19,133055°S  50,665555°0 NLl’JpEe,'\'/Ia - NUP 8876
30/07/2009 Paranaiba S30 Simao/GO  19,0425°S  50,503888°0 LIRP-USP  LIRP 7308
01/01/2010 Paranaiba S30 Simao/GO  18,994444°S  50,50222°0 LIRP-USP  LIRP 7811
01/01/2010 Paranaiba S30 Simao/GO  19,0425°S  50,503888°0 LIRP-USP  LIRP 7829
01/01/2011 Paranaiba S30 Simao/GO  19,042580°S  50,50388°0 LIRP-USP  LIRP 8387
01/04/2011 Paranaiba S30 Simao/GO  19,0425°S  50,503888°0 LIRP-USP  LIRP 8635
01/11/2011 Paranafba Si0 Simdo/GO  19,0425°S  50,503888°0 LIRP-USP  LIRP 8578
, . o o DZSJRP - DZSJRP-Pisces
09/03/2012 Paranaiba Araguari/MG 18,33833°S  48,56194°0 UNESP 15775
24/07/2012%*  Sucurid Cassilandia/MS ~ 19,461666°S  52,548055°0 N‘Gpg:\'/la ; NUP 14407
21/01/2013** Pardo Bataguassu/MS  21,689089°S 52,481667°0 MZUEL  MZUEL 19912
. Santa o o Nupélia -
22/04/2013 Paranaiba Viterigm  18716388°S  50,038888°0 UEM NUP 16872
25/04/2013 Pardo Bataguassu/MS ~ 21,689089°S 52,481667°0 MZUEL  MZUEL 19913
16/01/2014 Pardo Bataguassu/MS  21,689089°S 52,481667°0 MZUEL  MZUEL 19915
. Queréncia do o o Nupélia -
KKk
04/04/2015 Parané Norte/PR 23,097777°S  53,623055°0 UEM NUP 17488
08/06/2016 Verde Brasilandia/MS ~ 21,037217°S 52,146106°0 MZUEL  MZUEL 19916
Parana (Canal Foz do Nupélia -
*%* o o
L7101/2017 oo coma) lquaGulPR 25,438888°S  54,555833°0 UEM NUP 19638
11/01/2018 Verde Brasilandia/MS ~ 21,037217°S 52,146106°0 MZUEL  MZUEL 19890
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Tabela 2. Caracteristicas das usinas hidrelétricas localizadas no trecho de ocorréncia de Leporinus tigrinus na
bacia do Alto Rio Parand e possiveis vias de conectividade entre montante e jusante da barragem.

UHE Volume, t(_)tal do Quantidad_e e tipo de Vias de conectividade
reservatorio (kmd) turbinas

Corumbé 15 3 (Francis) Turbinas e vertedouros

Itumbiara 17 6 (Francis) Turbinas e vertedouros

Cachoeira Dourada 0.5 7 (Kaplan) e 3 (Francis) Turbinas e vertedouros

Séo Siméo 12.5 6 (Francis) Turbinas e vertedouros
Ilha Solteira 15.5 20 (Francis) Turbinas, vertedouros e eclusa
Jupia 2.4 14 (Kaplan) Turbinas, vertedouros e eclusa
Porto Primavera 15.7 14 (Kaplan) Turbinas, vertedouro§, eclusa e

escada para peixes
ltaipu 29 20 (Francis) Turbinas, vertedouros,

passagem para peixes

As amostragens de campo realizadas no presente estudo ampliaram a area de ocorréncia
da espécie ao registra-la, a partir de 2013, nos trés tributarios do Reservatorio de Porto
Primavera inventariados (Fig. 1; Tabela 1). Ao longo do periodo amostral, foram coletados 23
exemplares de L. tigrinus, dos quais 6 foram depositados na colecdo ictiolégica do Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL19890, 19912, 19913, 19915, 19916).
Desde a primeira captura da espécie até o término das amostragens, L. tigrinus correspondeu a

0.27% dos peixes coletados nos tributarios.

O limite austral de distribuicdo da espécie é a tomada de agua (inlet) do Canal da
Piracema, na barragem de Itaipu, onde L. tigrinus foi registrada em janeiro de 2017 (a
aproximadamente 1.250 km do local de registro inicial). A expansdo para jusante na area de

distribuicdo da espécie encontra-se representada na Figura 2.
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Figura 2. Expansdo temporal da area de ocorréncia de Leporinus tigrinus na bacia do Alto Rio Parana.
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3.2 Reproducéo e Recrutamento

Foi detectada atividade reprodutiva de L. tigrinus nos trés tributarios do Reservatorio de
Porto Primavera estudados. Dos dez adultos capturados (comprimento padrdo médio
160,7mm=23,4), seis tiveram seu estagio de maturacdo gonadal avaliado. Dois espécimes do
sexo feminino capturados em dezembro de 2013, nos rios Pardo e Aguapei, estavam em
reproducédo (ovarios maduros). Os outros quatro espécimes foram capturados fora do periodo
reprodutivo (abril e junho) e apresentavam o ovario em repouso.

Entre os 793 ovos e 689 larvas de peixes amostrados na estacdo reprodutiva de 2017-
2018, 132 ovos e 215 larvas foram identificados pela técnica molecular do DNA Barcoding.
Cinco ovos coletados no Rio Verde foram identificados como sendo de L. tigrinus, por
apresentarem similaridade de 100% com a sequéncia desta espécie depositada no banco de
dados do Genbank. Os fragmentos de DNA dos ovos analisados apresentaram 561pb.

Os ovos de L. tigrinus amostrados sdo pelagicos nao aderentes e esféricos. Um dos ovos
coletados, o qual apresentou 2.54mm de diametro, espaco perivitelino amplo (0.89mm) e
encontrava-se no estagio embrionario de clivagem inicial, foi registrado fotograficamente (Fig.
3A).

O presente estudo também registrou individuos jovens, que perfaziam 13 dos 23
espécimes coletados e 7.8% dos imaturos capturados nos tributarios desde o primeiro registro
da espécie (Fig. 3B). Dois imaturos foram coletados em janeiro de 2013, trés em janeiro de
2014, dois em janeiro de 2015 e seis em novembro de 2018.

Figura 3. A. Ovo de Leporinus tigrinus em estagio embrionério de clivagem inicial, com 2.54mm de didmetro,
amostrado no Rio Verde em dezembro de 2017. B. Leporinus tigrinus jovem (imaturo) coletado em lagoa marginal
no Rio Pardo, em 16 de janeiro de 2014 (MZUEL 19915; comprimento padrdo: 89mm).

3.3 Composicéo da Dieta

Dos espécimes de L. tigrinus coletados, 11 tiveram o estbmago removido para analise,
dos quais sete apresentaram conteddo estomacal. A andlise revelou uma dieta

predominantemente detritivora e o0s itens alimentares presentes foram, em ordem de
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importancia na dieta, detrito organico (79.3% do volume), vegetal aquéatico (10.1%), vegetal
terrestre (5.4%), inseto (2.8%), sedimento (1.0%), alga filamentosa (0.9%) e anelideo (0.4%).

4 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo corroboram a hipotese de que L. tigrinus seja uma espécie
introduzida na bacia do Alto Rio Parana, uma vez que, em uma bacia intensamente inventariada
(Graga and Pavanelli 2007; Langeani et al. 2007), seria improvavel que uma espécie nativa de
porte médio e caracteristicas morfoldgicas conspicuas (padrdo barrado da coloracdo; Santos
and Jégu 1989) fosse registrada apenas em anos recentes (Pavanelli et al. 2007; Santos et al.
2013; Ota et al. 2018). Nos trechos da bacia onde se localizam as usinas hidrelétricas de Ilha
Solteira e Jupid, por exemplo, a espécie foi registrada somente a partir de 2008, apesar da
realizacdo de inventarios da ictiofauna desde a década de 1970, em decorréncia dos estudos
ambientais exigidos para a construcao e operagédo de tais empreendimentos.

Além disso, se L. tigrinus ocorresse originalmente nas bacias do Rio Parana e dos rios
Tocantins-Araguaia, o isolamento geogréfico entre suas populagfes teria culminado em
divergéncias no gene COI (Hebert et al. 2003), o que n&o foi observado no presente estudo (as
sequéncias do gene COI dos ovos coletados no Rio Verde e a sequéncia de referéncia de L.
tigrinus proveniente de espécime coletado no Rio Araguaia apresentaram similaridade de
100%). Tais divergéncias genéticas foram observadas, por exemplo, entre as populacdes de
diferentes bacias hidrograficas da espécie congenérica Leporinus friderici (Silva-Santos et al.
2018).

Os depdsitos em museus revelaram que o primeiro registro de L. tigrinus no
Reservatorio de Corumba, em 1999, foi sucedido por novos registros em locais a jusante do
registro inicial. No trecho amostrado no presente estudo (tributarios do Reservatério de Porto
Primavera), por exemplo, a espécie passou a ser capturada apenas a partir de 2013, apesar de
esforcos de coleta intensivos realizados desde 1999 (Marques et al. 2018). A evidente relagéo
da cronologia dos registros com a expansao da area de distribuicdo da espécie para o sul da
bacia (Fig. 2) sugere que populacdes de L. tigrinus foram se dispersando, com o decorrer do
tempo, no sentido montante-jusante e colonizando novos trechos, apesar da intensa
fragmentacdo por barragens hidrelétricas

Até o presente, era possivel identificar a0 menos dois padrfes distintos de invasdo
biologica na bacia do Alto Rio Parana, envolvendo diferentes vetores e caminhos de introducéo.

O primeiro deles, descrito por Julio Junior et al. (2009), refere-se as espécies que acessaram 0
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Alto Rio Parand ap6s a inundagdo do Salto de Sete Quedas e o funcionamento do sistema de
transposicéo para peixes da UHE Itaipu Binacional (Canal da Piracema), que constitui uma
fonte continua de propagulos (Makrakis et al. 2007; 2011). Essas espécies, provenientes do
Baixo Rio Parand, tém sua dispersao para montante limitada por barragens, embora algumas
espécies tenham alcancado trechos mais altos da bacia ao utilizar passagens para peixes e
eclusas para navegagéo (Julio Junior et al. 2009; Casimiro et al. 2017). Assim, neste padréo de
invasdo, trechos ndo-represados e sem barreiras naturais constituem um caminho livre para
dispersdo de invasores e as barragens atuam como filtros, que, embora geralmente
intransponiveis, possibilitam a passagem de algumas poucas espécies quando existem
mecanismos que permitem sua transposicao (escadas, eclusas, elevadores).

O outro padrdo abarca multiplos vetores (piscicultura, aquarismo, estocagem, pesca
esportiva e utilizacdo de iscas vivas), com varios e dispersos focos de introducéo, resultando na
ocorréncia de invasores em locais disseminados, mas ndo necessariamente conectados, da bacia
(Daga et al. 2014; Garcia et al. 2018; Gubiani et al. 2018). Muitas dessas espécies sdo
sedentarias, generalistas quanto ao uso de recursos, tém tolerancia a variacbes ambientais e
podem completar todo seu ciclo de vida em reservatdrios, tendendo a permanecer nestes locais,
como ciclideos e pequenos caracideos (Agostinho et al. 2008). Outras, como alguns migradores
provenientes de programas de estocagem (Garcia et al. 2018) ou de escapes de piscicultura
(Forneck et al. 2016), apresentam comportamento reofilico e ampla area de vida. Devido ao
elevado interesse destas espécies em atividades humanas, € dificil predizer se sua presenca em
determinado trecho da bacia se deve a existéncia de um foco local de introducao ou a dispersédo
de locais onde ela foi previamente introduzida.

O processo de invasdo de L. tigrinus na bacia do Alto Rio Parana diferencia-se
expressivamente dos padrdes descritos anteriormente e o fato desta bacia ser a mais estudada
do Brasil (Graga and Pavanelli 2007; Langeani et al. 2007; Marques et al. 2018; Ota et al. 2018)
possibilitou a sua deteccdo, acompanhamento e compreensdo. Por ndo ser uma espécie
usualmente utilizada em atividades humanas, um cenario envolvendo mdltiplas introducées
espacialmente dispersas seria pouco verossimil. Assim, a dinamica mais plausivel do processo
de invasdo de L. tigrinus na bacia do Alto Rio Parana envolveria a sua introducdo em uma
regido mais alta da bacia (proxima ou no Reservatorio da UHE Corumba), seguida de disperséo
longitudinal rio abaixo e também lateral (para tributarios). E importante destacar que as bacias
do Alto Rio Parand e dos Rios Tocantins-Araguaia sdo contiguas, o que facilitaria a
transposicao de espécies entre elas por seres humanos, ainda que sem o proposito deliberado de

realizar a introducdo.
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Para sustentar esse cendrio de aparente contradicdo envolvendo baixa pressdo de
propagulo e poucos ou unico foco de introducdo (espécie sem interesse em atividades
antropicas), mas grande expansao da area de distribuicdo geografica, seria necessario que a
espécie fosse bem-sucedida na reproducéo, no recrutamento e na disperséo pelo novo ambiente.
Os dados levantados neste estudo revelam que L. tigrinus € capaz de utilizar com sucesso 0s
tributérios com trechos l6ticos da bacia para se reproduzir e suas areas inundaveis adjacentes
para desenvolvimento e crescimento (bercarios).

Quanto a dispersao, a intensa fragmentacao da bacia poderia desfavorecé-la, uma vez
que barragens e seus reservatorios conceitualmente constituem uma barreira a movimentacéao
de peixes, inclusive no sentido montante-jusante (Pelicice et al. 2015), e manteriam populac¢tes
aprisionadas dentro dos segmentos entre barragens (Agostinho et al. 2008). Contudo, 0s
resultados deste trabalho contrariam esta ideia, fornecendo evidéncias de que L. tigrinus foi
capaz de transpor sete usinas hidrelétricas, possivelmente utilizando turbinas e vertedores, uma
vez que, entre as usinas transpostas, apenas Porto Primavera possui passagem para peixes.
Estudo recente utilizando PIT-telemetria revelou que individuos de Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1837), espécie de peixe migradora de longas distancias, conseguem acessar 0s
trechos a jusante da barragem de Porto Primavera utilizando turbinas e/ou vertedores como
rotas alternativas a escada para peixes (Celestino et al. 2019). A utilizacdo destas rotas na
transposicao de hidrelétricas j& havia sido sugerida por Makrakis et al. (2012), ao estudar os
padrdes migratérios de peixes na bacia do Rio Parand. Na América do Norte, estudos de
marcacdo e recaptura desenvolvidos por Pracheil et al. (2015), no rio Missouri, indicam que
turbinas e vertedores podem estabelecer uma substancial conectividade para jusante, mesmo
para espécies de grande tamanho corporal, apesar da potencial mortalidade.

O estudo de tragos ecoldgicos e de histdria de vida fornecem informacGes importantes
para entender o sucesso da invasdo de um novo ambiente por uma espécie ndo-nativa
(Agostinho et al. 2014; Liu and Olden 2017). Uma das caracteristicas que possivelmente
favoreceu o estabelecimento e a expansdo geogréafica de L. tigrinus na bacia do Alto Rio Parana
foi a marcante plasticidade alimentar, que demonstra seu oportunismo em aproveitar diferentes
recursos disponiveis no ambiente. Monteiro et al. (2008) ja haviam observado uma alteragdo
no habito alimentar desta espécie (de piscivoro para onivoro) apds a construcdo de um
represamento no Rio Tocantins e, no presente trabalho, constatou-se um forte predominio de
detritos na dieta. Este recurso alimentar, altamente abundante em ambientes aquaticos, também

predomina na dieta da espécie invasora Hemiodus orthonops Eigenmann & Kennedy, que
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colonizou o Alto Rio Parand apds o inicio da operacdo do Canal da Piracema (Agostinho et al.
2014).

Estudos sobre a distribuicdo espacial da ictiofauna no reservatério da UHE Peixe
Angical, instalada no Alto Rio Tocantins, demonstraram que L. tigrinus ocupa com sucesso o
ambiente litoraneo e, preferencialmente, o ambiente batipelagico (fundo) na zona lacustre do
reservatorio (Freitas et al. 2008). A forte preferéncia de L. tigrinus pelas regides mais profundas
e internas de reservatdrios pode facilitar a entrada de individuos desta espécie no tubo de sucgéo
de turbinas e em vertedores, 0 que fornece um possivel indicio de como esta espécie conseguiu
transpor sete barragens na bacia do Alto Rio Parand, das quais apenas uma apresentava
passagem para peixe.

Embora a espécie ocupe reservatdrios com sucesso, o presente estudo demonstrou que
L. tigrinus depende de ambientes I6ticos para sua reproducao, onde seus ovos pelagicos derivam
passivamente para jusante até alcancarem ambientes adequados a seu desenvolvimento inicial.
Essa necessidade de se deslocar pelo ambiente em busca de biétopos adequados a cada fase do
seu ciclo de vida, assim como a habilidade de utilizar passagens para peixes em deslocamentos
ascendentes e descendentes (Pereira-Assis et al. 2008; Agostinho et al. 2011), possivelmente
explica a grande dispersdo da espécie no novo ambiente, ainda que reservatorios e barragens
possam limitar a ocupacdo e a movimentacado de outras espécies de peixes (Pelicice et al. 2015).

Ademais, a avaliacdo da atividade reprodutiva de espécies de peixes antes e apds a
formacdo de um reservatorio no rio Tocantins revelou que L. tigrinus é uma espécie
positivamente afetada por represamentos, apresentando consideravel aumento no percentual de
fémeas aptas a desovarem (de 30.4 para 83.3%) apds a formacdo do reservatorio (Angulo-
Valencia et al. 2016). Esta caracteristica pode ter contribuido para o sucesso da espécie na
cascata de reservatorios da bacia do Alto Rio Parana.

Assim, o0 novo modelo de invasdo bioldgica na bacia do Alto Rio Parana revelado por
este estudo consiste na dispersao de montante para jusante da espécie introduzida,
independentemente da existéncia de barragens, bem como para tributarios livres de barramento.
A transposicao das barragens ocorreria provavelmente por meio de turbinas, vertedores, eclusas
e/ou passagens para peixes. Espécies que exploram diferentes habitats ao longo do seu ciclo de
vida, com boa capacidade natatdria, elevada plasticidade na dieta, capazes de ocuparem
reservatorios com sucesso (sobretudo a zona lacustre e ambiente batipelagico) e se beneficiarem
das alteragdes que eles promovem no ambiente seriam mais propensas a apresentarem este tipo

de invaséao.
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O conhecimento deste novo modelo de invaséo bioldgica na bacia do Alto Rio Parana
sugere uma consideravel conectividade para jusante em barragens, mesmo na auséncia de
passagens para peixes, e pode vir a explicar o sucesso de outras espécies invasoras na ocupacao
de reservatorios em cascata. Além disso, possibilita a predicdo do estabelecimento e da
dispersdo de invasores que apresentem tragos ecoldgicos e de histéria de vida semelhantes,
podendo subsidiar medidas para prevenir ou controlar novas invasdes e mitigar seus possiveis

impactos negativos as comunidades biologicas nativas.
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