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RESUMO

A regido Neotropical abriga a maior diversidade de peixes de agua doce do planeta; contudo, a
identificacdo taxonomica de linhagens enfrenta desafios significativos devido a complexidade
morfoldgica e a escassez de dados genéticos, fendmeno conhecido como Darwinian shortfall.
O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial dos genes mitocondriais 12S e 16S
RNA ribossomal (rRNA), como marcador de DNAbarcodingcomplementar ao gene padrao
Citocromo Oxidase Subunidade I (COI). Uma compilagdo e curadoria de mitogenomas
completos disponiveis em bases publicas (GenBank e MitoFish) foram download e alinhados
para o desenho “in silico” de primers universais para identificacdo taxondmica e reconstrugao
filogenética usando o método Neighbor-Joining. Os resultados revelaram a existéncia de uma
lacuna nos dados do mitogenoma baixados: apenas 133 espécies neotropicais apresentaram
sequéncias completas validadas para os trés genes simultanecamente. As analises moleculares
mostraram uma dicotomia funcional entre os marcadores, devido a cada marcador possuir taxas
de evolugao diferentes. O gene 16S rRNA destacou-se por maior robustez, permitindo ao par
de primers recuperar com maior eficicia clados mais profundos (ordem e familia). J4 o gene
12S rRNA, embora 1til filogeneticamente, apresentou maior taxa de mismatches nas regides de
design dos primers, possuindo assim maior numero de bases degeneradas. Em contraste, o gene
COI falhou na resolugdo de niveis taxondmicos superiores, mas manteve sua superioridade na
distingdo terminal das espécies. Conclui-se que nenhum marcador DNA barcodingisolado ¢
suficiente para deteccdo taxondmica da complexa ictiofauna neotropical, recomendando-se
uma estratégia integrativa usando ambos os genes mitocondriais para recuperar e identificar

com maior eficécia as espécies de peixes neotropicais.

Palavras-chave: Genoma mitocondrial, Genes ribossomais, 12S e¢ 16S rRNA; Citocromo C

Oxidase Subunidade I; DNA barcoding; peixes neotropicais.



ABSTRACT

The Neotropical region harbors the highest diversity of freshwater fishes on the planet;
however, the taxonomic identification of lineages faces significant challenges due to
morphological complexity and the scarcity of genetic data, a phenomenon known as the
Darwinian shortfall. This study aimed to evaluate the potential of the mitochondrial genes 12S
and 16S ribosomal RNA (rRNA) as complementary DNA barcoding markers to the standard
gene cytochrome c oxidase subunit I (COI). A compilation and curation of complete
mitochondrial genomes available in public databases—GenBank and MitoFish—were
downloaded and aligned for the in silico design of universal primers for taxonomic
identification and phylogenetic reconstruction using the Neighbor-Joining method. The results
revealed a gap in the available mitogenomic data: only 133 Neotropical species presented
complete and validated sequences for all three genes simultaneously. Molecular analyses
showed a functional dichotomy among the markers, largely due to their different evolutionary
rates. The 16S rRNA gene stood out for its greater robustness, allowing the primer pair to
recover deeper clades (order and family) more efficiently. In contrast, the 12S rRNA gene,
although phylogenetically informative, showed a higher rate of mismatches in primer design
regions, resulting in a greater number of degenerate bases. The COI gene, on the other hand,
showed limitations in resolving higher taxonomic levels but maintained its superiority in the
terminal discrimination of species. These results indicate that no single DNA barcoding marker
is sufficient for the taxonomic detection of the highly complex Neotropical ichthyofauna.
Therefore, an integrative strategy combining multiple mitochondrial markers is recommended

to improve the recovery and identification of Neotropical fish species.

Keywords: Mitochondrial genome, Ribosomal genes, 12S and 16S rRNA, Cytochrome C
Oxidase Subunit I, DNA barcoding, Neotropical fish.
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1 INTRODUCAO

A regido neotropical, um dominio biogeografico de opuléncia incomparavel,
estendendo-se desde a por¢cdo sul Mexicana, passando pela América Central, as ilhas
caribenhas, até alcangar as regides mais austrais da América do Sul (Morrone, 2014). Essa
regido ¢ atestada como um santudrio de biodiversidade superlativa, onde a intricada tapecaria
da vida se manifesta em uma miriade de formas e fung¢des ecoldgicas (WCMC, 1992; Morrone
et al., 2022). A profusdo de vida neotropical, com sua imensa e singular variedade biolégica,
encontra seu motor na extraordinaria diversidade de habitats e climas, que vao do tropical ao
temperado (Antonelli et al., 2018a;b; Lima et al., 2018b). Tal riqueza, em grande medida, ¢ um
eco distante de tempos primevos, um legado insculpido na propria geologia do planeta, quando
os continentes sul-americano e africano dangaram sua lenta e grandiosa separagdo, ha mais de
cem milhdes de anos, resultando em uma enorme ilha continental (América do Sul) isolada das
demais massas de terra por cerca de noventa milhdes de anos, até se formar o istmo do Panama,
ha menos de cinco milhdes de anos (Vavrek, 2016; Amorim, 2024).

Dentro dessa megadiversidade, a ictiofauna de aguas continentais destaca-se por sua
exuberancia, sendo a maior e mais diversa do planeta, com valores acima de 6.000 espécies
descritas e estimadas em 9.000 (Dagosta; Pinna, 2019; Albert; Tagliacollo; Dagosta, 2020),
representando 13% do conjunto de vertebrados mundiais (Buckup; Menezes; Ghazzi, 2007). O
territorio brasileiro emerge como epicentro desta biodiversidade, abrigando mais de 2.580
espécies de peixes de agua doce, distribuidas em uma ampla variedade de ecossistemas
aquaticos continentais (Barletta et al., 2010; Buckup; Menezes; Ghazzi, 2007; Rossato;
Oliveira, 2018). Nao obstante a prolifica e recente irradiagdo evolutiva que moldou a ictiofauna
neotropical, a elucidagdo taxondmica e o agrupamento filogenético de suas linhagens enfrentam
desafios epistemoldgicos consideraveis (Hortal et al., 2015; Pelayo-Villamil et al., 2015;
Cornwell et al., 2019; Freitas et al., 2020; Tagliacollo et al., 2024).

Assim, o elevado numero de espécies ndo aparentes, aliado a dependéncia historica de
atributos morfologicos para o diagnostico, pode falsear as verdadeiras relagdes evolutivas,
obscurecendo a delineagdo das linhagens (Nogueira et al., 2010; Chan et al., 2022), se
agravando-se mais ainda com a falta de investimento em pesquisas (Troudet et al., 2017;
Thomson et al., 2018). Paralelamente, as pressdes antropogénicas impingidas sobre os
ecossistemas aquaticos neotropicais exacerbam a vulnerabilidade dessas faunas, manifestando-
se através de processos deletérios como a eutrofizagdo, a contaminacdo quimica, as

modificagdes hidrodindmicas e a exploracdo pesqueira exacerbada, fatores estes que
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comprometem a integridade e a resiliéncia dos habitats naturais (Agostinho; Thomaz; Gomes,
2005; Costa; Barletta, 2016; Winemiller et al., 2016; Anderson et al., 2018; Oliveira, 2019;
Duponchelle et al., 2021, Pelicice; Castelo, 2021; Torremorell et al., 2021).

Tais modificagcdes induzem transformacdes profundas na ictiofauna autdctone,
promovendo o declinio da diversidade ictioldgica e alterando significativamente tanto a
composi¢do quanto a abundancia dos distintos grupos taxondmicos de peixes (Joppa et al.,
2011; Zhang, 2011; Agostinho et al., 2015; Pelicice et al., 2017). Nesse contexto, o
acompanhamento sistematico e continuo das comunidades ictioldgicas assume papel
imprescindivel para a elucidacdo das dinamicas temporais da biodiversidade, bem como para
embasar estratégias de manejo e conserva¢do cada vez mais eficazes e fundamentadas
cientificamente (Marques et al., 2018). Em face das complexidades impostas por tais
circunstancias, as metodologias de identificagdo molecular despontam como instrumentos de
elevada eficiéncia e robustez (Chan et al., 2022).

Dentre as diversas abordagens disponiveis, sobressai-se o0 DNA barcoding, técnica
molecular fundamentada na analise de um segmento reduzido e padronizado do material
genético, possibilitando a identificagdo célere e precisa de espécies de peixes (Hebert et al.,
2003). O gene mitocondrial Citocromo C Oxidase subunidade I (COI) ¢é tradicionalmente
empregado na identificacio molecular de animais, devido & sua variabilidade genética
suficiente para discernir entre espécies, enquanto mantém estabilidade intrinseca entre
individuos da mesma espécie (Hebert et al., 2003; Bezerra, 2013). Entretanto, pesquisas
contemporaneas evidenciam que outros marcadores mitocondriais, tais como os genes 12S e
16S RNA ribossomal, apresentam eficacia comparavel, sobretudo na identificacio de peixes e
na andlise de amostras ambientais por meio do DNA ambiental (eDNA) (Yang et al., 2014;
Miya et al., 2015; Frable et al., 2016).

Estes loci alternativos caracterizam-se por conterem regides hipervariaveis que ampliam
sua capacidade discriminatdria, tornando-os particularmente valiosos para aplicagdes em
eDNAmetabarcodingvoltadas ao monitoramento ambiental e & detec¢do molecular precisa em
amostras ambientais (Satoh et al., 2016; Bevilaqua, 2018).

A aplicagdo do DNA barcoding no estudo da ictiofauna configura-se como uma
ferramenta de inestimavel valor, ao proporcionar uma identificagdo taxondmica mais precisa €
agil, permitindo simultaneamente revelar expansdes geograficas até entdo ndo documentadas,
identificar espécies negligenciadas ou ainda desconhecidas e desvelar a existéncia de taxons
ocultos, cuja identificagdo se mostra invidvel por métodos convencionais baseados em

caracteres morfologicos (Ward; Hanner; Hebert, 2009; Ward, 2009; Weigt et al., 2012). Além
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disso, esse método € rapido, confiavel e custo relativamente baixo (Nobile et al., 2019; Polanco
et al., 2021). Assim, as multiplas vantagens intrinsecas ao DNA barcoding, que o
impulsionaram como técnica paradigmatica e amplamente incorporada as praticas
contemporaneas de monitoramento da biodiversidade, evidenciando a necessidade de uma
abordagem metodoldgica complementar para consolidar resultados robustos e abrangentes

(Tresbach et al., 2015; Bhattacharya et al., 2016; Lam et al., 2024; Nunes et al., 2024).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial dos genes mitocondriais 12S e 16S rRNA como marcadores

molecularescomplementares ao COIna identificagdo e filogenia em peixes neotropicais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Compilar e validar sequéncias dos genes 12S, 16S e COI de espécies de peixes

neotropicais de 4gua doce de bancos de dados publicos;

Analisar o grau de conservagao dos genes 12S e 16S rRNA identificando as regides

conservadas e informativas;

Desenhar novos primers universais para os genes 12S e 16S rRNA com base em regides

conservadas;

Avaliar a eficiéncia in silicodos primers desenhados, identificando os mismatches ¢ a

composicao das bases degeneradas;

Realizar uma reconstrug¢do filogenética dos peixes neotropicais a partir dos genes

mitocondriais COI, 12S e 16S rRNA;

Avaliar a capacidade dos genes 12S e 16S rRNA de agrupar corretamente as familias e

ordens nas analises filogenéticas;

Comparar o desempenho filogenético dos genes 12S e 16S rRNA com o gene COI,
utilizado como marcador padrdo, quanto a resolugdo interespecifica e a recuperacao de

clados monofiléticos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 A REGIAO NEOTROPICAL

Com a aceitagdo do pensamento evolucionista, inaugurado por Charles Darwin e Alfred
Russel Wallace, tornou-se irrefutdvel a intima relag@o entre a especificidade das faunas e floras
continentais e as trajetorias evolutivas exclusivas, conforme elucidaram Colley e Fischer (2013)
e Cox, Moore e Ladle (2019). As adaptagcdes de cada espécie, portanto, ndo emergem
isoladamente, mas sdo o resultado de intricados entrelagamentos entre fatores bidticos e
abidticos, as delicadas teias das relacdes alelobioticas e ecobidticas, destacadas por Antonelli
(2021). Neste ambito, evidenciou-seque cada organismo possui seu territorio natural, sua patria
ecologica, onde a vida se perpetua em consonancia com as exigéncias ambientais e climaticas
(Borges, 2007; Queiroz, 2007). Ainda antes de Darwin e Wallace solidificarem o edificante
arcabougo da Teoria da Evolugdo, pensadores como Treviranus (1803), Lamarck e Agostin de
Candolle (1805), De Candolle (1820) e Schouw (1823) ja& almejavam demarcar regides
biologicas distintas, principalmente por meio do exame das floras e de ilustragdes acuradas
(Loidi; Vynokurov, 2024).

No campo da zoogeografia, Philip Sclater (1858) e Alfred Russel Wallace (1876)
depuraram as ideias de precursores como Prichard (1826) e Swainson (1835) e desenharam as
primeiras “Regides Zoogeograficas”, baseando-se na distribuicao dos animais e reconhecendo
unidades como as regides Neartica, Paleartica, Africana, Oriental, Neotropical e Australiana,
zonas tomadas, em parte, dos dominios propostos por Engler (Beddard, 1895; Rueda;
Rodriguez; Hawkins, 2013; Cox; Moore; Ladle, 2019). A contemporaneidade, com o avango
da sistematica e da biologia molecular, permitiu a Holt et al. (2013), analisando uma miriade
de mais de vinte mil espécies animais, propor uma nova divisdo biogeografica com onze
regides, reconhecendo zonas de transi¢do e corroborando a vasta extensdo neotropical, que
cobre quase toda a América do Sul, a exce¢do do extremo setentrional.

O neotropico, por sua vez, ¢ hoje universalmente reconhecido como um dos seis
principais dominios biogeograficos, desde o sul do México até os confins austrais da América
do Sul, incluindo o centro continental e insular americano (Ferrari, 2009; Goldani, 2010;

Morrone, 2014; Morrone et al., 2022) (Figural).
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Central, México e o Caribe. O mapa principal apresenta a extensdo espacial da regido no continente americano, enquanto o
mapa de inser¢do indica sua posigdo no contexto global. A base cartografica foi obtida a partir de imagens de satélite (ESRI
Satellite/Figshare), com sistema de coordenadas geograficas Datum SIRGAS 2000. A figura inclui escala grafica (em
quildmetros), orientagdo geografica (seta do norte) e grades de coordenadas, garantindo a correta interpretacio espacial da area
representada. Fonte: Nogueira, 2025.

Particularmente no Brasil, sob o manto da Amazodnia, concentram-se vastissimos
ambientes naturais, verdadeiros laboratorios naturais onde a vitalidade da vida se manifesta em
formas insolitas e inumeraveis (Reis; Kullander; Ferraris, 2003; Joly, 2008; Morrone, 2013;
Antonelli et al., 2018b).As florestas impenetraveis, savanas, campos de altitude, pantanos de
escala continental, regides aridas e campos rupestres compdem um caleidoscopio ecologico
sem paralelo (Wallace, 1939; Zevallos, 1993; Lima et al., 2018b).

Somada a isso, temos a extraordinaria rede hidroldgica do neotrépicoque nio se resume
a rios e lagos, mas abrange desde cursos de montanha e estuarios periodicamente alagados até
cavernas calcarias e rios subterraneos, cada um deles ofertando condigdes muito proprias para
a diversificacao da vida (Albert; Reis, 2011; Antonelli et al., 2018c; Rios-Touma; Ramirez,
2019). A dinamica dessas aguas, responsavel por mais de 30% do aporte liquido aos oceanos
mundiais, determina, através de suas singularidades quimicas e fisicas, influenciadas por solos,
vegetagdes e geoquimica das nascentes, a composi¢cdo das comunidades aqudticas (Silva et al.,

2013; Bessonart et al., 2021).
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Na configuragdo hidrologica, destacam-se a colossal bacia Amazonica, os emblematicos
rios Orinoco, Magdalena e Atrato, o Sao Francisco ¢ o Paraiba do Sul, a bacia do Parana, o
Lago Titicaca, Maracaibo e o rio San Juan, entre muitos outros (Siqueira et al., 2018; Segnini-
Flores et al., 2025). Cada sistema encerra historias evolutivas distintas, legando ao cenario atual
uma impar complexidade biologica (Lundberg et al., 1998; Graga et al., 2025).Ainda temos os
rios Madeira, Marafion, Meta e Napo, que apresentam grandes quantidades de sedimentos,
chamados de rios de dguas brancas; os rios Atabapo, Japura, Negro e Tefé, rios de aguas negras,
que contém muitos taninos, € 0s rios que nascem em rochas cristalinas antigas ¢ desgastadas
dos Escudos da Guiana e do Brasil, como o Tapajos, Tocantins, Ventuari e Xingu, rios de aguas
claras (Muntz, 1978; Silva et al., 2013).

J& a América Central ¢ marcada por uma vasta rede de 23 bacias hidrograficas
transfronteirigas, cobrindo quase 37% de seu territorio e desaguando no Mar do Caribe, Oceano
Pacifico e Golfo do México (Global WaterPartnership, 2016). Destacam-se as bacias do Rio
San Juan (Nicardgua-Costa Rica) e do Rio Usumacinta (Guatemala-México) como as maiores
em extensao, sublinhando a crucial interdependéncia hidrica entre as nacdes da regido para a
gestao de recursos, cooperagao ambiental e desenvolvimento sustentavel (Girot; Nietschmann,
1992; Canter, 2007; Quintana, 2024). Os rios do sul do México, essenciais a regido, incluem o
Usumacinta, que forma uma importante fronteira com a Guatemala e atravessa areas de antiga
civilizagdo maia; o rio Grijalva, originario de Chiapas, que desdgua no Golfo do México, o
Lacantuin, que corta a densa Selva Lacandona; e o Hondo, marcando a divisa com Belize ao
desaguar no Caribe (Hudson et al., 2005; Pease, 2023). Além do rio Balsas, que nasce em
Puebla e perecorre longas distancias até o Oceano Pacifico (Reimnitz; Gutiérrez-Estrada, 1970).
A presenca desses rios conecta ecossistemas montanhosos e costeiros, contribuindo para a
biodiversidade e o equilibrio ambiental, enquanto sustentam atividades econdmicas essenciais
que promovem o desenvolvimento sustentavel de varias regides (Toledo, 2003; SEMARNAT,
2008; Rico, 2019; Mejia-Ortiz et al., 2021).Tais circunstancias hidrologicas catalisaram um
prodigioso processo de especiagdo, conferindo ao neotropico o primado da maior diversidade
biologica do planeta, com indices de riqueza e endemismo sem equivalentes (Morrone, 2013;
Antonelli et al., 2018a).

A génese dessa opuléncia bioldgica remonta ao afastamento do continente sul-
americano do bloco africano, fragmentacdo de Gondwana que propiciou longos periodos de
isolamento, ensejando a emergéncia de faunas e floras peculiares e extraordinariamente
adaptadas as paisagens cambiantes (USGS, 2001; Vavrek, 2016; Sobral-Souza; Lima-Ribeiro,

2017; Amorim, 2024). Embora o neotropico ndo rivalize em extensao com outros dominios,
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alberga a mais monumental riqueza de formas vivas do planeta (Carmo, 2021). Paradoxalmente,
essa incomparavel abundancia ¢ gravemente ameacada (Agostinho; Thomaz; Gomes, 2005;
Costa; Barletta, 2016; Winemiller et al., 2016; Oliveira, 2019; Duponchelle et al., 2021;
Torremorell et al., 2021).

Uma analise recente da TUCN, avaliou que mais de 37 mil espécies neotropicais,
estampa o cenario alarmante: ao menos um ter¢o delas encontra-se sob o espectro da extingao,
sendo a expansao agricola e o uso insustentavel da terra as principais molas propulsoras dessa
erosdo bioldgica (Antonelli, 2021).Profundas transformagdes vém sendo impostas sobre a
ictiofauna pela atividade humana, como alertam Agostinho, Thomaz e Gomes (2005),
Agostinho et al. (2015), Marques et al. (2018); Oliveira (2019) e Rios-Touma e Ramirez (2019),
comprometendo ndo apenas a diversidade, mas a propria viabilidade ecoldgica dos rios e
paisagens neotropicais.Desse modo, a historia milenar do neotrdpico, feita de singularidades
geologicas, climas, ambientes e experimentagao evolutiva, revela-se, a0 mesmo tempo, obra-
prima da natureza e desafio irrecusdvel para a conservagdo do patrimoénio natural da

humanidade (Antonelli, 2021).

3.2 ICTIOFAUNA NEOTROPICAL

Entre uma legido que ultrapassa cinquenta e cinco mil espécies de organismos
vertebrados que povoam o globo, a diversidade dos peixes 6sseos (Osteichthyes) erige como o
conjunto mais vultoso e ubiquo, com um espectro que abarca de 31 a 35 mil espécies
catalogadas, das quais aproximadamente 41% (~13.000 espécies) prosperam em biomas
dulcicolas, enquanto a primazia numérica, estimada em cerca de 58%, reside nos vastos
dominios marinhos (Kavalco; Pazza, 2008; Albert; Reis, 2011; Silva, 2016; Terra et al., 2021).
A regido Neotropical destaca-se notadamente neste panorama, pela sua rica e complexa
ictiofauna de dgua doce, que contém um acervo superior a 6.080 espécies descritas, distribuidas
em multiplas ecorregides e variados nichos ecologicos (Birindelli; Sidlauskas, 2018; Dagosta;
Pinna, 2019; Albert; Tagliacollo; Dagosta, 2020; Albert et al., 2025).

Este caudaloso repositorio equivale aproximadamente a treze por cento da
biodiversidade planetaria, congregando espécimes de mais de 20 ordens (Reis; Kullander;
Ferraris, 2003). Predominam, sobremaneira, as ordens Characiformes, Siluriformes,
Cyprinodontiformes, Cichliformes e Gymnotiformes, cujo soma excedente 90% da fauna
dulcicola regional (Malabarba; Malabarba, 2020). Digna de nota ¢ a preeminéncia do grupo

monofilético Ostariophysi Otophysi, caracterizado por adaptagcdes morfofuncionais singulares,
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como o aparelho de Weber e a substancia alarme, essencial a acuidade auditiva e comunicagao
quimica para alertar perigo entre esses peixes, respectivamente (Popper, 1971; Fink; Fink,
1981; Popper; Platt, 1983; Leal, 2008; Ladich; Schulz-Mirbach, 2016; Betancur-R et al., 2017).
Fazendo parte da divisdo primaria, os Characiformes (peixes de escamas, ex.: piabas e
dourados), Siluriformes (peixes de couro e cascudos) e os Gymnotiformes (peixes elétricos e
companhia) compreendem o grupo dos Ostariophysi Otophysi neotropicais e, juntos,
representam aproximadamente setenta e dois por cento da ictiofauna continentalneotropica
(Myers, 1949; Reis; Kullander; Ferraris, 2003).

A ordem Characiformes engloba um grupo significativo de peixes 6sseos de agua doce,
somando mais de trés mil espécies distribuidas em cerca de 24 familias e mais de 300 géneros
(Toledo-Piza et al., 2024). Predominantemente encontrados nas aguas da América Central e do
Sul, e também na Africa, esses peixes compodem 31,2% da diversidade piscicola dulcicola
neotropical (Malabarba; Malabarba, 2020), possuindo grande importancia ecologica,
econdmica (sendo relevantes para o aquarismo e a pesca) e evolutiva, com destaque para
familias notérias como Characidae (lato sensu), Serrasalmidae e Anostomidae (Moreira, 2007;
Mota; Prioli; Prioli, 2014), sendo a primeira a mais diversa, com mais de mil espécies (Mirande,
2010).

A Ordem Siluriformes, popularmente conhecida como bagres e peixes-gato, constitui
um vasto e diversificado grupo de peixes dsseos, com mais de 3.800 espécies distribuidas em
duas grandes subordens (Loricarioidei e Siluroidei, além de um grupo menor, os Diplomystidae,
que ¢ mais basal), mais de 35 familias e mais de 400 Géneros (Sullivan; Lundberg; Hardman,
2006; Betancur-R, 2009; MD; Robiul; Reza, 2013; Ballen; Pinna, 2021), constituindo uma
parcela significativa da ictiofauna neotropical de dgua doce, correspondendo a 37,1% do total
(Malabarba; Malabarba, 2020), sendo as familias mais representativas, em especial na América
do Sul, a Trichomycteridae; a Loricariidae e a Heptapteridae, as duas primeiras pertencentes a
sub-ordemLoricarioidei e a tltima a Siluroidei (Sullivan; Lundberg; Hardman, 2006).

Encontrados globalmente em ambientes de 4gua doce, marinhos e estuarinos, esses
peixes se distinguem pela auséncia de escamas (ou presenca de placas Osseas), pelos
caracteristicos barbos sensoriais ao redor da boca e, frequentemente, por espinhos nas
nadadeiras (Kailola, 1999; Acero, 2002; Marceniuk, 2005; Sabaj, 2005; Burger; Zanata;
Camelier, 2011; Baumgartner et al., 2012; Calegari; Vari; Reis, 2019; Shibatta et al., 2021).Sua
grande variacdo de tamanho e habitos alimentares diversos lhes conferem importantes papéis
ecologicos (Freitas etal., 2011; Ribeiro; Almeida; Carvalho-Neta, 2012; Agostinho et al., 2009;

Freitas; Prudente; Montag, 2022), além de possuirem consideravel relevancia econdomica na
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pesca (Mateus; Penha, 2007), aquicultura (Gisbert et al., 2021; Segaran et al., 2023) e aquarismo
(Sousa et al., 2025).

Para fechar o grupo dos Otophysi das recentes areas tropicais, os Gymnotiformes,
também chamados de peixes elétrico, endémicos dos neotropicos, compreendem 4,1% dos
peixes de agua doce dessa regido, distribuidos em cinco (5)familias, mais de trinta (30)géneros
e mais de 200 espécies, sendo as familias Apteronotidac e Sternopygidade as mais
representativas (Albert, 2001; Ferraris Junior; Santana; Vari, 2017; Malabarba; Malabarba,
2020). Essa ordem inclui peixes de corpo alongado semelhante a uma faca, com a nadadeira
anal longa que ocupa quase toda a regido ventral, permitindo nado bidirecional; caracterizam-
se pela auséncia das nadadeiras dorsal e pélvicas, enquanto a nadadeira caudal pode estar
ausente ou pouco desenvolvida em algumas espécies, quando presente, aparece como filamento
ou estrutura o0ssea terminal em algumas familias; além disso, possuem oOrgdos elétricos que
permitem gerar descargas para navegacao, comunicagdo ou defesa, o anus situa-se na posi¢ao
anterior ao corpo, e a pele pode exibir desde escamas cicldides restritas até auséncia completa
dessas estruturas, variando entre as espécies (Stoddard, 2002; Albert; Crampton, 2005; Ramos,
2010; Bray; Alshami; Kudoh, 2022). Esses peixes sdo importantes para o entendimento da
evolucdo das espécies (Darwin, 1859; Alves-Gomes et al., 1995; Faria-Pereira et al., 2019).

Para além dos OstariophysiOtophysi, ourtos grupos de peixes habitam a rede
hidrolégica continental dos neotropicos, destacando-se alguns da divisdo primaria nao
Ostariophysi (Osteoglossiformes), e outros da divisao secundaria, como os Cyprinodontiformes
e os Cichliformes, que juntas correspondem aproximadamente 22%. E com um menor
percentual, porém, com a mesma relevancia, estdo as ordens Atheriniformes, Gobiiformes,
Clupeiformes, Myliobatiformes, Perciformes, Pleuronectiformes, Beloniformes, que juntas
somam aproximadamente 5% de toda essa diversidade piscicola continental neotopica (Myers,
1938; Reis; Kullander; Ferraris, 2003; Malabarba; Malabarba, 2020; Cano-Barbacil; Olden;
Garcia-Berthou, 2024).

A disparidade quanto a distribui¢@o espacial da ictiofauna neotropical ¢ um testemunho
da complexidade biogeografica do continente sul-americano (Vari; Malabarba, 1998; Reis et
al., 2016), onde o imponente sistema hidrografico amazdnico emerge como o epicentro dessa
diversidade, concentrando a maior parte das espécies taxonomicamente validadas (Dagosta;
Pinna, 2019). No entanto, outras bacias, como as do Parané-Paraguai e das Guianas, juntamente
com as do Orinoco, Magdalena, S3do Francisco e varias regides costeiras, contribuem
substancialmente para esse mosaico de vida aquatica (Shibatta; Cheida, 2003; Lundberg et al.,

1998; Lima; Caires, 2011).
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A orla maritima sul-americana sustenta uma diversidade marinha notavel, ocupada por
uma riqueza que excede quatro mil espécies de peixes, correspondentes a 23% da composi¢ao
faunistica marinha global, dispersas por aproximadamente 30 mil quilometros de litoral, onde
a ordemPerciformes predomina expressivamente (Menezes et al., 2003; Miloslavich et al.,
2011; Reis et al.,, 2016). Em contraste, a ictiofauna de agua doce sul-americana reune
aproximadamente 5.160 espécies, o que corresponde a cerca de um ter¢o de toda a
biodiversidade dulcicola mundial, concentrada em apenas 12% da superficie terrestre, e sua
intensa dindmica taxondmica, com mais de cem novas espécies descritas por ano, evidencia de
forma marcante a elevada riqueza e complexidade bioldgica da regido (Reis et al., 2016). No
panorama do Brasil, a riqueza piscicola ultrapassa 2.500 espécies distribuidas em diversos
ecossistemas aquaticos dulcicolas, envolvendo 35 ordens e 45 familias, com preponderancia
das familias Characidae, Loricariidae, Cichlidae e Rivulidae, muitas das especificacdes por
significativa taxa de endemismo e vulnerabilidade, especialmente aquelas de porte diminuto
(Buckup et al., 2007; Kavalco; Pazza, 2008; Rossato; Oliveira, 2018; Castro; Polaz, 2020;
Vieira, 2023).

A salvaguarda dessa riqueza bioldgica reveste-se de importancia vital para a
estabilidade funcional dos ecossistemas aquaticos, dado que cada espécie exerce papéis
ecologicos fundamentais, tais como a regulacao populacional de invertebrados e a disseminacao
de didsporos vegetais, até a dindmica de nutrientes e o papel como indicadores da salubridade
ecossistémica (Sabino; Corréa; Castro, 1989; Agostinho; Pelicice; Gomes, 2008; Belei et al.,
2016; Noronha, 2018; Ribeiro; Pinheiro, 2018; Severo, 2021).No ambito sociocultural, a
ictiofauna desempenha papel essencial na subsisténcia e economia de inumeras populacdes
tradicionais, cuja identidade cultural esta intrinsecamente ligada a pesca, atividade primordial
com vistas a garantia da seguranca alimentar e a sustentagdo econdmica de coletividades
indigenas e ribeirinhas (Batistella; Castro; Vale, 2005; Camargo; Janior; Estupifian, 2012;
Hallwass, 2015; Lopes; Matos; Freitas, 2023; Begossi; Silvano, 2024).

Contudo, a fauna ictioldgica neotropical defronta-se com ameacas significativas de
atividades antropicas, as quais transfiguram os habitats naturais (Oliveira; Bennemann, 2005;
Andreotti, 2024). Estas incluem a polui¢do, a eutrofizagdo, a modificagdo da dinamica
hidrologica, a inser¢do de taxons aloctones, a exploragdo excessiva e as disrupgdes nas
condi¢des limnolodgicas, culminando em mudancgas na composi¢do e no declinio da diversidade
taxonomica nativa (Agostinho et al., 2005; Nilsson et al., 2005; Agostinho et al., 2015; Souza
et al., 2021).

Ante este cenario, o monitoramento continuo das assembleias de peixes torna-se
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fundamental na compreensao das flutuagdes temporais da biodiversidade, o que possibilita a
fundamentagdo de estratégias de conservagdo, manejo e gestao destinadas a perpetuacao da
ictiofauna neotropical (Vitule, 2009; Marques et al., 2018). As estratégias incluem a criacao de
passagens para peixes, areas protegidas, planos de manejo sustentavel da pesca, repovoamento
com espécies nativas, recuperacao de matas ciliares e programas de educag¢do ambiental (Vieira;

Silva; Toledo, 2005; Martins, 2023).

3.3 DNA MITOCONDRIAL

A mitocondria € uma organela citoplasmatica essencial, cuja origem remonta a um
evento endossimbiodtico ancestral (Archibald, 2015), sendo responsavel pela produgdo de
energia celular através da fosforilagcdo oxidativa (Martin et al., 2015; Torres, 2020). Uma
caracteristica distintiva desta organela ¢ a posse de um genoma proprio (mtDNA), que em
metazoarios apresenta-se como uma molécula de DNA circular, fechada covalentemente e de
fita dupla (Boore, 1999; Lima et al., 2011). O tamanho deste genoma em peixes teledsteos €
notavelmente conservado, variando tipicamente entre 16.000 e 17.000 pares de bases (pb),
embora variagdes de comprimento possam ocorrer principalmente na regido controle (Saccone,
1994; Satoh et al., 2016).

Diferente do genoma nuclear, o mtDNA ¢ caracterizado por uma estrutura
extremamente compacta, com auséncia quase total de sequéncias ndo codificadoras, introns ou
pseudogenes, resultando em uma densidade génica elevada (Zardoya; Meyer, 1996; Ferreira;
Rodriguez, 2024). Sua organizagdo genealdgica padrio compreende 37 genes, sendo 13
codificadores de proteinas do complexo respiratorio, 22 genes de RNA transportador (tRNA) e
2 genes de RNA ribossomal (rRNA) (Taanman, 1999; Falkenberg, 2018; Yasukawa, 2018).
Além da compacidade, o mtDNA exibe heranca predominantemente materna e haploide (Sato;
Sato, 2013; Rojansky; Cha; Chan, 2016), caracteristica que impede a recombina¢ao homologa
e preserva a integridade das linhagens clonais (Amorim; Fernandes; Taveira, 2019), enquanto
sua localizagdo em multiplas copias por célula (Castellani et al., 2020) favorece a recuperagao
de sequéncias, consolidando sua ampla aplicabilidade como marcador em estudos filogenéticos
e sistematicos (Avise et al., 1987; Finnegan; Lima; Lynch, 2025; Huda; Kabir; Rabbane, 2025).
Evolutivamente, a taxa de substitui¢ao nucleotidica no mtDNA animal ¢ estimada em ser 5 a
10 vezes superior a do DNA nuclear de copia Unica, devido a ineficiéncia dos mecanismos de
reparo do DNA mitocondrial e a alta exposicdo a espécies reativas de oxigénio (Brown et al.,

1979; James; Walker, 2020; Shokolenko; Alexeyev, 2022).
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3.3.1 Citocromo C Oxidase Subunidade I — COI

O gene mitocondrial que codifica a subunidade I do Citocromo ¢ Oxidase (COI)
representa uma das regides mais conservadas e funcionalmente criticas do genoma mitocondrial
de metazoarios (Pentinsaari et al., 2016). Em peixes teledsteos, este gene possui um
comprimento total aproximado de 1.550 pares de bases (pb) e desempenha um papel central no
metabolismo energético, codificando a subunidade catalitica primaria da enzima terminal da
cadeia transportadora de elétrons (Saraste, 1990; Satoh et al., 2016).

Uma caracteristica estrutural determinante do COI em vertebrados ¢ a auséncia de
introns (sequéncias ndo codificadoras intervenientes), o que resulta em uma molécula linear e
continua, facilitando significativamente a amplificagdo e o alinhamento de sequéncias quando
comparado a genes nucleares segmentados (Hebert et al., 2003). A evolugdo molecular deste
gene segue um padrdo de substituicdo nucleotidica tendenciosa, concentrada
predominantemente na terceira posicao dos codons (posi¢ao de "wobble") (Ward et al., 2005).
Devido a degeneragdo do codigo genético, mutagdes nesta posicdo sdo frequentemente
sindnimas (silenciosas), ou seja, alteram a sequéncia de DNA sem modificar a sequéncia de

aminodacidos da proteina resultante (Freitas, 2013; Mukundan et al., 2022).

3.3.2 Genes 12S e 16S RNA Ribossomais

Os genes mitocondriais ribossomais 12S rRNA e 16S rRNA integram o genoma
mitocondrial dos vertebrados e codificam RNAs estruturais essenciais para a formacdo do
ribossomo mitocondrial, atuando diretamente no processo de traducao (Anderson et al., 1981;
Greber; Ban, 2016). Devido a sua relevancia bioldgica, tais genes estdo sujeitos a rigorosas
restrigdes funcionais que favorecem a conservagao de suas sequéncias, uma vez que, sendo nao
codificantes, sua funcdo exige estabilidade conformacional, sendo essa, assegurada por
estruturas secundarias especificas, compostas por pareamentos de bases intercalados com
regides nao pareadas (Mindell; Honeycutt, 1990; Wang; Lee, 2002).

O 12S rRNA, associado a subunidade menor do ribossomo mitocondrial, apresenta
maior grau de conservacgao estrutural e comprimento relativamente menor, geralmente em torno
de 800 a 950 pares de bases, enquanto o 16S rRNA, componente da subunidade maior, ¢ mais
extenso, com aproximadamente 1.500 a 1.700 pares de bases, e exibe uma combinacao de
regides conservadas e segmentos mais variaveis, conferindo-lhe maior flexibilidade evolutiva

(Yang et al., 2014).
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3.4 DNA BARCODING

Em fevereiro de 2003, uma equipe de pesquisadores, liderados por Hebert, padronizou
um codigo de barra do DNA para determinagdo taxondomica de organismos utilizando o
fragmento da subunidade do Citocromo Oxidase I (COI). Assim, um trecho de ~650 pares de
bases do gene mitocondrial, COI, vem sendo executado com destreza na discriminagdo
ictioloégica, com um indice superior a 90% (Hebert et al., 2003; Andujar et al., 2018). O DNA
mitocondrial ascende como um recurso proficuo e polivalente na sistemdtica e conservagao de
organismos, devido a sua rapida taxa evolutiva, heranca monoparental e da facilidade de
obtencdo em amostras deterioradas, pois existe material em abundancia (Yang et al., 2014;
Filonzi et al., 2023). Tal metodologia marca um progresso significativo sobre as técnicas
morfologicas tradicionais, superando obsticulos como a complexidade taxondmica, os
diferentes estagios ontogenéticos, as caracteristicas sexuais secundarias e a exigéncia por
especialistas altamente qualificados para identificacdes precisas (Tautz et al., 2002; Armstrong;
Ball, 2005; Sheth; Thaker, 2017; Panprommin et al., 2023).

Desde a proposicdo audaciosa de Hebert e seus coautores, essa abordagem
metodoldgica vem sendo extensivamente aplicada em distintos contextos, servindo a campos
de pesquisa dedicados a pluralidade das manifestacdes biologicas como, cianobactérias
(Kurobe et al., 2013), plantas (CBOL, 2009; Chen et al., 2010; Vere et al., 2015; Lima et al.,
2018a), fungos (Xu, 2016; Badotti et al., 2017; Liicking et al., 2020), invertebrados (Meusnier
et al., 2008; Chan et al., 2022; Takenaka et al., 2023), aves (Hajibabaei et al., 2006), peixes
(Ward et al., 2005; Bingpeng et al., 2018; Haldar; Nath, 2020; Widayantia et al., 2024; Ashour;
Ahmed; Abass, 2025), quelonios (Vargas; Araujo; Santos, 2009), mamiferos (Francis et al.,
2010) dentre outros (Hebert et al., 2004; Koroiva; Santana, 2022; Wang et al., 2023), tendo
aplicabilidade desde questdes ambientais (Bunholi et al., 2018; Ali; Ismail; Aly, 2020; Santana
et al., 2023) até setores econdmicos (Ardura et al., 2010; Keskin; Atar, 2013; Iyiola et al., 2018)
e forense (Gois, 2021; Kamiguchi; Rocha; Tremori, 2023; Costa et al., 2024).

Nos neotropicos, especificamente nos ambientes dulcicolas do Brasil, a estratégia tem
sido essencial para revelar a variacao genética de peixes. Estudos notdveis incluem a revelacao
de diferenciagdo genética em Salminus (Machado et al., 2016), a eficaz identificagdo de ovos
de peixes (Becker et al., 2015; Lima et al., 2020), a elucidagdo da taxonomia complexa de
Schizodon (Ramirez et al., 2020) e a evidenciagdo de novas linhagens em Astyanax (Oliveira et
al., 2024; Rosso et al., 2012). Outrossim, permitiu confirmar relagdes filogenéticas em

Paracheirodon e Hoplias malabaricus (Jacobina et al., 2018; Bittencourt et al., 2020),
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respectivamente, e geragdo ou elaboracdo de bibliotecas de cddigos de barras biologico para
alguns taxons (Janzen; Crampton; Lovejoy, 2022; Posada-Lépez et al., 2023).

Ainda que uma parte expressiva dos estudos desenvolvidos com animais, utilize o gene
COI como marcador unico (Pereira et al., 2013; Ramirez et al., 2017; Muhala et al., 2024) ou
principal (Kress et al., 2015) na identificacdo de inimeros tdxons, ha situagdes atipicas em que
a eficiéncia ou potencial do gene para diferenciar espécies ¢ comprometida, podendo ter
desempenho limitado (Buhay, 2009; McFadden et al., 2010; Chee, 2015; Serite et al., 2021;
Zangaro et al., 2021). Sendo ainda, bastante limitado na metabarcodificacdo (Deagle et al.,
2014; Pifiol et al., 2014; Elbrecht; Leese, 2015). Todavia, outros genes alternativos vém sendo
aplicados como cddigo de barra barcode, como por exemplo, os genes mitocondriais 12S e 16S
rRNA (RNA ribossomal) (Machida; Kweskin; Knowlton, 2012; Yang et al., 2014; Miya et al.,
2015; Frable et al., 2016; Hossain et al., 2019), e os resultados foram notavelmente eficazes na
detec¢do molecular de multiplas espécies de peixes, principalmente em amostras ambientais
(inglés, environmental DNA ou eDNA) (Milan et al., 2020).

O 12S rRNA ou rrnS¢ ideal para o metabarcoding de eDNA, em razado de sua aptidao
para amplificacdo universal e fragmentos curtos, permitindo quantificacdo precisa e
rastreamento de diversidade criptica, inclusive em amostras degradadas, com uso disseminado
no metabarcoding (Shu, Ludwig; Peng, 2021; Stoeckle; Ausubel; Coogan, 2022; Corral-Lou;
Doadrio, 2023; Hilario et al., 2023; Teixeira et al., 2023). O mesmo consegue amplificar
sequéncias nos mais distintos conjuntos de metazoarios e, simultaneamente apresenta alta
resolucdo para distinguir tdxons préximos, inclusive espécies recentemente divergentes,
mantendo ampla abrangéncia na resolugdo de espécies unicas (Kuyl et al., 2002; Li et al., 2010;
Machida; Tsuda, 2010; Bottger-Schnack; Machida, 2011).

O 16S rRNA ou rrnL, consequentemente, exibe regides pouco conservadas, o que
contribui na elucidagdo de arvores filogenéticas, apresentando efetividade na distingcdo de
espécies morfologicamente semelhantes, formas de vida primevas e em contextos nos quais a
amplificacdo do gene COI se mostra complexa, (Saitoh et al., 2016; Silva-Neto, 2019; Habib et
al., 2021; Simdes et al., 2023). O mesmo ainda possui regides altamente conservadas entre
grupos distintos, sendo muito util na elaboracdo de primers universais (Horreo et al., 2012). E,
em alguns casos apresenta resolucao superior ao COI (Vences et al., 2005; Clarke et al., 2014;
Elbrecht et al., 2016). Sendo utilizado até em metabarcoding (Vences et al., 2016).

O DNA barcoding ¢ um método que usa um curto e padronizado segmento de DNA,
que se mostra quase idéntico entre coespecificos, mas suficientemente diferente para segregar

espécies distintas, sendo seu tamanho reduzido (400 — 800pb) e suas regides delimitadas,
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cruciais para simplificar a analise e replicagdo em laboratdrio (Kress; Erickson, 2008). Um
marcador barcode ou metabarcoding ideal devera possuir uma extensa biblioteca de referéncia,
na qual esta disponivel hoje em dia para o gene COI, mas a baixa especificidade dos primers
para esse gene tem dificultado a aplicagdo na pratica, enquanto, inversamente, os primers para
o gene 12S tem oferecido uma alta especificidade, mas carecem de referéncias adequadas
(Collins et al., 2019).

Pesquisas recentes tém buscado desenvolver primers universais para peixes € outros
vertebrados, focando em regides mitocondriais que apresentam regides conservadas
flanqueando 4reas varidveis, facilitando o desenho de primers degenerados capazes de
amplificar multiplas espécies (Ivanova et al., 2007; Cawthorn; Steinman; Witthuhn,
2012; Fernandes et al., 2018; Hossain et al., 2019; Jennings et al., 2019; Wang et al., 2023). Em
face do exposto, os genes mitocondriais 12S e 16S rRNA vém sendo utilizados como DNA
metabarcoding, principalmente por possuirem regides hipervaridveis, que tornam esses genes
potenciais marcadores barcode no reconhecimento de espécies (Satoh et al., 2016). Em
conjunto, esses marcadores ampliam a proficiéncia do DNA Barcoding de determinar espécies,
mapear distribuicdes e resolver desafios taxondmicos onde os métodos tradicionais sdao

insuficientes (Ward; Hanner; Hebert, 2009; Tiralongo et al., 2020).
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4 METODOLOGIA
4.1 OBTENCAO E CURADORIA DE DADOS

As sequéncias mitocondriais dos genes COI, 12S rRNA e 16S rRNA foram obtidas a
partir das bases de dados MitoFish (MitochondrialGenomeDatabaseofFish) e NCBI GenBank
(National Center for Biotechnologylnformation — GenBank), selecionando-se peixes
neotropicais de agua doce com taxonomia validada pelo Eschmeyer'sCatalogofFishes. Foram
compilados dados de mitogenomas completos e fragmentos dos genes 12S rRNA, 16S rRNA e
COI. As sequéncias validadas foram baixadas no formato FASTA e organizadas em trés
conjuntos independentes: um contendo exclusivamente as sequéncias do gene COI, uma
contendo as sequéncias do gene 12S rRNA e outro contendo as sequéncias do gene 16S rRNA,

abrangendo todas as espécies selecionadas.

4.2 ALINHAMENTO E EDICAO

As multiplas sequéncias foram alinhadas utilizando os algoritmos MAFFT (Multiple
Alignmentusing Fast Fourier Transform) e DAMBE (Data Analysis in Molecular Biologyand
Evolution),com refinamento manual no BioEdit (BiologicalSequenceAlignment Editor).Antes
do alinhamento das sequéncias foram realizados ajustes na dire¢do das sequéncias nucleotidicas
nas dire¢des 3'-5' ou 5'-3', usando o programa MAFFT que testou qual dire¢do dara o melhor
alinhamento. O ajuste na dire¢do das sequencias nucleotidicas sdo necessarias quando as

sequéncias sdo baixadas da internet.

4.3 DESENHO DE PRIMERS E AVALIACAO DE COMPATIBILIDADE

O desenho dos primers universais para os genes 12S e 16S rRNA foi realizado
inicialmente por meio de inspecdo visual dos alinhamentos multiplos, buscando regides
conservadas que flanqueassem segmentos variaveis informativos. Para assegurar a eficiéncia
fisico-quimica da reacdo de amplificacdo, os oligonucleotideos candidatos tiveram suas
propriedades termodinamicas e estruturais avaliadas através da ferramenta OligoAnalyzer™
Tool (Integrated DNA Technologies). Foram verificados parametros criticos como a
temperatura de melting (Tm), o conteido de GC e a propensdo a formagao de estruturas
secundarias, incluindo hairpins e dimeros. Para o refinamento e sele¢do final do conjunto de
primers, foram adotados quatro critérios rigorosos de exclusdo: (1) a regido de anelamento
deveria corresponder a regides homdlogas validadas na literatura cientifica; (2) o par de primers
deveria manter o tamanho do fragmento esperado para amplificagdo; (3) auséncia de falhas

criticas de alinhamento na regido-alvo; e (4) exclusdo de sequéncias que apresentassem
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instabilidade excessiva, definida como a presenca de cinco ou mais gaps ou mismatches na
regido de ligacao.

A validagdo da cobertura taxondmica seguiu a abordagem metodoldgica descrita por
Miya et al. (2015), consistindo na comparagdo direta entre as sequéncias dos primers
selecionados e os alinhamentos das espécies. Para tanto, foram elaboradas matrizes para mapear
manualmente a frequéncia e a posicao dos mismatches, validando a compatibilidade teorica

com a ictiofauna neotropical.

4.4 ANALISE FILOGENETICA

A reconstrugdo das arvores foi conduzida no software MEGA através do método
Neighbor-Joining (NJ), utilizando o modelo evolutivo Kimura 2-Parameter (K2P) e teste de
bootstrap com 1.000 repeti¢des, tendo visualizacdo e edicao final feitas no iTOL. A eficiéncia
dos genes 125 e 16S foi determinada comparativamente ao COI, avaliando-se a recuperagao de

monofilias reciprocas e a resolucdo taxondmica dos clados obtidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento inicial realizado nas plataformas MitoFish, FishBase e GenBank/NCBI
resultou em milhares de registros de sequéncias mitocondriais de peixes. Entretanto, apos a
aplicacdo rigorosa dos critérios de qualidade estabelecidos para este estudo, incluindo a
exigéncia de genomas mitocondriais completos ou genes completos (COI, 12S rRNA e 16S
rRNA), foram selecionadas apenas 133 espécies de peixes de agua doce da regido Neotropical
que atenderam simultaneamente a todos os requisitos (Apéndice A). As 133 espécies
selecionadas estdo distribuidas em oito ordens e 33 familias (Apéndice B). Observou-se uma
predominancia marcante da ordem Characiformes, que concentrou o maior numero de espécies
no banco analisado. As familias Acestrorhamphidae, Prochilodontidae, Bryconidae,
Serrasalmidae e Anostomidae apresentaram maior representatividade.

A ordem Siluriformes constituiu o segundo grupo mais diverso em nimero de espécies
com genomas mitocondriais completos disponiveis, abrangendo familias como Callichthyidae,
Loricariidae, Pimelodidae e Pseudopimelodidae. A ordem Cichliformes foi representada
exclusivamente pela familia Cichlidae, com 29 espécies. As ordens Cyprinodontiformes,
Gobiiformes, Gymnotiformes, Osteoglossiformes e Myliobatiformes apresentaram menor
nimero de representantes, variando de uma a trés espécies por grupo. Entre essas, destacam-se
espécies como Hemieleotris latifasciata, Apteronotus albifrons, Brachyhypopomus
occidentalis, Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon falkner, Potamotrygon magdalenae,
Arapaima gigas e Osteoglossum bicirrhosum.

Foram identificadas espécies classificadas nas categorias Vulneravel (VU), Em Perigo
(EN), Criticamente Em Perigo (CR) e Quase Ameagada (NT), segundo a IUCN, incluindo
Ichthyoelephas longirostris, Orestias laucaensis, Brycon orbignyanus e Potamotrygon
magdalenae.

Quanto a distribui¢do geografica, as espécies selecionadas representam os principais
sistemas hidrograficos da regiao Neotropical, incluindo as bacias dos rios Amazonas, Orinoco,
Sao Francisco, Parand—Paraguai, Magdalena, Guianas, além de sistemas costeiros brasileiros e
bacias transandinas.

O niimero reduzido de espécies que atenderam aos critérios estabelecidos, frente as mais
de 6.000 espécies de peixes descritas para a regido Neotropical, evidencia uma expressiva
lacuna na disponibilidade de dados moleculares (Albert; Reis, 2011; Jézéquel et al., 2020). Esse

resultado destaca um importante viés na representatividade genética da ictiofauna neotropical,
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especialmente considerando que a regido ¢ reconhecida como um dos maiores centros de
diversidade de peixes de agua doce do planeta (Reis et al., 2016).

A recuperagdo limitada de genomas mitocondriais completos constitui, por si s6, um
achado relevante, pois reflete padrdes classicos de Darwinian shortfall, nos quais a cobertura
de dados genéticos permanece insuficiente, sobretudo para espécies endémicas ou pouco
amostradas (Nakamura et al., 2025). Esse cenario frequentemente se associa a outras lacunas
de conhecimento, como o Wallacean shortfall, relacionado a distribui¢do geografica
incompleta, e o Raunkiceran shortfall, referente a escassez de informagdes funcionais (Hortal
et al., 2015). Essa limitagdo de dados impacta diretamente a robustez das inferéncias
filogenéticas, dificulta a delimitagdo taxondmica de grupos problematicos e restringe a
construcdo de bancos de referéncia confidveis para aplicagdes como DNA barcoding e
biomonitoramento por eDNA (Specchia et al., 2020; Teixeira et al., 2025). Assim, a ampliacao
de esfor¢os em sequenciamento gendmico, integrada a dados ecoldgicos e biogeograficos,
torna-se essencial para uma compreensdo mais abrangente da biodiversidade aquatica
neotropical (Civade et al., 2016).

A predominancia de Characiformes e Siluriformes no conjunto de dados refletem tanto
sua elevada diversidade real quanto um viés historico de amostragem direcionado a grupos de
maior interesse ecoldgico, econdmico ou ornamental (Albert; Crampton, 2010; Pio; Carvalho,
2021; Souza et al., 2022; Melo et al., 2024). Em contraste, a baixa representatividade de ordens
como Gymnotiformes, Osteoglossiformes e Myliobatiformes ressalta a necessidade de
investimentos direcionados para linhagens evolutivamente distintas, porém subamostradas.

A disponibilidade de genomas mitocondriais completos possibilita andlises mais
precisas de divergéncia molecular, relagdes filogenéticas profundas e padrdes evolutivos,
reforgando o papel das bases de dados publicas como ferramentas estratégicas para estudos de
genética da conservacao (Miya et al., 2015; Volanandiana et al., 2025). Nesse contexto, a
inclusdo de espécies ameacadas no banco compilado representa um avango significativo,
fornecendo subsidios diretos para agdes de manejo, delimitagdo populacional e identificagdo
genética em programas de conservacao (Santana et al., 2023; Hoban et al., 2024; Zhou et al.,
2025).

Além disso, a ampla representatividade geografica das espécies selecionadas fortalece
o potencial comparativo do conjunto de dados, permitindo que andlises filogenéticas e genéticas
reflitam a heterogeneidade ambiental e biogeografica caracteristica da regido Neotropical
(Kocher, 2004; Henning; Meyer, 2014; Teresa; Rodrigues-Filho; Leitdao, 2021). A combinagao

do gene COI, amplamente utilizado em DNA barcoding, com os genes ribossomais 12S e 16S
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rRNA, reconhecidos por sua aplicabilidade em estudos filogenéticos e metabarcoding
ambiental, constitui um arcabougo robusto para analises taxondmicas e evolutivas integradas
(Hebert et al., 2003; Miya et al., 2015; Elbrecht et al., 2016).

Em conjunto, os resultados evidenciam ndo apenas a distribui¢do desigual dos dados
moleculares disponiveis, mas também o papel central de bancos gendmicos bem estruturados
na redugdo de lacunas taxondmicas e no aprimoramento da acuricia de andlises filogenéticas e
de identificacdo molecular na ictiofauna neotropical, uma das mais diversas e, paradoxalmente,
uma das mais subamostradas do planeta (Skorupski, 2022; Melo-Ximenes et al., 2024;
Volanandiana et al., 2025).

Os primers desenhados para os genes mitocondriais 12S e 16S rRNA apresentaram
comprimento entre 21 e 26 pares de bases (pb), com o conjunto do 12S exibindo apenas uma
base degenerada, posicionada distante da extremidade 3’. A composi¢do nucleotidica
apresentou conteudo de GC variando entre 42,3% e 59,1%, resultando em temperaturas de
melting (Tm) estimadas entre 50 e 65 °C, com diferenca inferior a 5 °C entre os primers forward
e reverse. Nao foram identificados homopolimeros longos nem estruturas secunddrias estaveis,
como hairpins, ao longo dos sitios de anelamento.

A eficiéncia dos genes 12S e 16S rRNA como marcadores moleculares foi avaliada por
meio da andlise da composi¢do nucleotidica e da distribuicdo de mismatches nos sitios de
anelamento dos primers, considerando 133 espécies de peixes neotropicais.

Para o gene 12S rRNA, o primer forward (22 pb) apresentou auséncia de mismatches
em apenas nove posicoes, com elevada variabilidade nucleotidica distribuida ao longo da
sequéncia, incluindo a regido 3. A base degenerada Y (C/T), posicionada na terceira base,
mostrou-se incompativel com a maioria das espécies, que apresentaram guanina (G) nesse sitio.
No total, foram registrados mais de 800 mismatches, com variagdo no nimero de espécies
afetadas entre 1 e 132, evidenciando baixa conservacdo da regido-alvo. O primer reverse (26
pb) do gene 12S rRNA também apresentou desempenho limitado, com 243 mismatches
registrados. A base degenerada K (G/T) concentrou aproximadamente metade das
incompatibilidades observadas, uma vez que a maioria das espécies apresentou adenina ou
citosina nesse sitio. Esses resultados indicam elevada heterogeneidade interespecifica nas

regioes de anelamento selecionadas para o gene 12S rRNA (Tabela 1).
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Tabela 1-Composi¢do nucleotidica e desenho esquematico dos primers universais Forward (F-12S) e Reverse (R-12S) para a amplificacdo do gene 12S rRNA. As linhas indicam a sequéncia
consenso (incluindo bases degeneradas como Y e K) e a frequéncia absoluta de cada base nitrogenada (A, C, G, T) por posicdo, calculada a partir de 133 mitogenomas de peixes neotropicais de
agua doce. O primer amplifica a regido central do gene mitocondrial 12S rRNA, com comprimento médio de 372 pares de bases (pb).

Primer 5° G G Y C G G T A A A T A C T C G T G C C A G 3
f-12s

A 1 27 0 0 1 1 0 1 122 133 131 125 0 0 0 0 0 0 0 0 133 0

cC 0 0 2 60 123 0 0 3 4 0 0 1 97 3 133 0 0 0 133 133 0 0

Primer 3 C C T G T T C T A G A A C C G A T A A T C C K C G T 5
r- 12s

A 1 0 1 0 0 0 0 0 131 2 132 132 0 1 1 132 2 129 125 9 2 0 24 0 0 0

C 132 132 0 0 1 9 133 1 1 2 0 0 131 130 0 1 1 0 7 46 131 133 103 133 1 3

T 0 1 132 1 132 124 0 132 0 8 1 1 2 2 0 0 130 1 1 78 0 0 6 0 0 130

Fonte: Autoral, 2025.
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Em contraste, os primers desenhados para o gene 16S rRNA demonstraram maior
conservacao nucleotidica. O primer forward (21 pb) apresentou correspondéncia perfeita em 16
dos 21 sitios analisados, incluindo os 10 sitios iniciais. Os mismatches observados
concentraram-se majoritariamente nos cinco ultimos sitios, totalizando 121 mismatches, sem
ocorréncia de mismatches consecutivos na extremidade 3’. O primer reverse (22 pb) do gene
16S rRNA exibiu identidade completa em 21 dos 22 sitios nucleotidicos para todas as 133
espécies analisadas. A Unica variacao foi observada no terceiro sitio da extremidade 3°,
ocorrendo em apenas oito espécies (6% do total), resultando em complementaridade perfeita na

regido 3’ terminal para mais de 94% das espécies (Tabela 2).
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Tabela 2 —Composi¢ao nucleotidica e desenho esquematico dos primers universais Forward (F-16S) e Reverse (R-16S) para a amplificagdo do gene 16S rRNA. As linhas indicam a sequéncia
consenso ¢ a frequéncia absoluta de cada base nitrogenada (A, C, G, T) por posicao, calculada a partir de 133 mitogenomas de peixes neotropicais de agua doce. O primer amplifica a regido central
do gene mitocondrial 16S rRNA, com comprimento médio de 494 pares de bases (pb).
Primer 5’ A C C A A A A A C A T C G C C T C C T G C 3
F-16S

A 133 0 0 133 133 133 133 133 0 133 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30
C 0 133 133 0 0 0 0 0 133 0 2 131 0 133 133 0 131 79 26 0 98
G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 133 0 0 0 0 0 0 133 0
T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 131 0 0 0 0 133 2 54 107 0 5

Primer 3 C C T A G G G A T A A C A G C G C A A T C C 5
R-16S

C 133 133 6 0 0 0 0 0 0 0 0 133 0 0 133 0 133 0 0 0 133 133

Fonte: Autoral, 2025
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Os primers analisados apresentam caracteristicas estruturais compativeis com o0s
critérios classicos recomendados para o desenho de primers utilizados em reagdes de PCR.
Esses parametros sdo importantes para garantir um equilibrio entre especificidade, eficiéncia
de anelamento e capacidade de amplificagdo em diferentes grupos taxondmicos. Primers muito
curtos podem reduzir a especificidade da amplificacdo, enquanto primers muito longos podem
comprometer a eficiéncia do anelamento durante a PCR (Robertson; Walsh-Weller, 1998; Miya
et al., 2015; Ouso et al., 2020; Lorusso et al., 2024). A presenga de degenerescéncia distante da
extremidade tende a minimizar possiveis impactos na eficiéncia da amplificacdo (Linhart;
Shamir, 2002; Campos; Quesada, 2017). Além disso, o baixo nivel geral de degenerescéncia
favorece a manutengdo de boa eficiéncia de amplificagdo, mesmo em estudos que envolvem
diferentes taxons (Chukwuemeka et al., 2020).

A composi¢do nucleotidica moderadamente rica em GC também contribui para a
estabilidade do pareamento entre primer e DNA molde, resultando em temperaturas de melting
(Tm) dentro do intervalo esperado para protocolos de PCR. A pequena diferenga entre os
valores de Tm dos primers forward e reverse permite definir temperaturas de anelamento
adequadas, favorecendo a eficiéncia da reagdo (Borah, 2011; Li et al., 2011; Kaymana et al.,
2021; Gheno et al., 2026). Além disso, ndo foram observados homopolimeros longos nas
regides de anelamento, o que ¢ importante para reduzir o risco de erros durante a extensao pela
DNA polimerase. A auséncia dessas sequéncias repetitivas também contribui para diminuir a
formacgdo de estruturas secundarias, como hairpins, que podem interferir negativamente na
amplificacdo (Schlétterer; Tautz, 1992; Elbrecht; Hebert; Steinke, 2018; Yang; Scheffler;
Weston, 2006; Osturk; Can, 2017). De forma geral, esses resultados indicam que os primers
apresentam um desenho adequado, favorecendo a eficiéncia e a confiabilidade da amplificagao
por PCR.

Os primers desenhados para o gene 12S rRNA apresentaram elevada variabilidade
nucleotidica ao longo dos sitios de anelamento, refletida no alto nimero de mismatches
observados tanto no primer forward (F) quanto no primer reverse (R). De forma geral, os
resultados indicam que o gene 12S rRNA, para o conjunto de espécies analisado, apresenta
baixa adequag¢dao como marcador molecular barcoding universal para esse conjunto de espécies,
mesmo que, tendo apresentado regides altamente conservadas entre algumas espécies, a taxa de
variagdes também tenha sido bastante consideravel, exigindo maior grau de degenerescéncia
ou primers especificos por grupo taxondmico, ou ainda utilizar fragmentos menores. Assim,

reforgando a ideia que muitos autores evidenciaram em seus grandiosos trabalhos, usando o
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12S para metabarcoding na identificagdo dos mais variados grupos de peixes com diferentes
amostragens ¢ localidades (Kelly et al., 2014; Valentini et al., 2016; Milan et al., 2020; Juby;
Crampton; Lovejoy, 2025; Volanandiana et al., 2025).

Para o 16S, os resultados sao consistentes com aqueles apresentados por Hossain et al.
(2019), cujo objetivo foi desenvolver e validar um biomarcador mitocondrial universal baseado
no gene 16S rRNA, na forma de um minicodigo de barras, para a identificagao de espécies de
peixes em produtos de pescado comercializados na Malésia. Para esse fim, os autores testaram
o desempenho dos primers em 32 espécies de peixes e 16 espécies nao-alvo. Embora o escopo
taxonomico do estudo de Hossain et al. (2019) seja mais restrito quando comparado ao presente
trabalho, que avaliou 133 espécies, ambos os estudos demonstram um padrdo convergente de
alta conservagdo nas regides de anelamento dos primers, resultando em elevada especificidade
e eficiéncia de amplificagao.

Além disso, os resultados obtidos neste estudo sdo corroborados por Habib et al. (2021),
que aplicaram o DNA barcoding utilizando os genes COI e 16S rRNA para a identificacdo de
peixes e crusticeos de aguas salobras e marinhas no ecossistema de Sundarbans, o maior
manguezal do mundo, onde demonstraram que o 16S rRNA apresenta elevada conservagao
intraespecifica e divergéncia interespecifica suficiente, permitindo a discriminagdo confiavel
de tixons e a validagdo de identificagdes morfologicas, principalmente nos
vertebrados(Kochzius et al., 2010). Esse padrdo ¢ compativel com o observado no presente
estudo, no qual o gene 16S rRNA exibiu alta conservagdo nos sitios de anelamento e numero
reduzido de mismatches criticos, reforcando seu potencial como marcador robusto em estudos
de biodiversidade ¢ conservagao.

A robustez da aplicagdo simultanea dos genes 12S e 16S rRNA ¢ igualmente ratificada
por Quraishi et al. (2015), que obtiveram sucesso na caracterizagao molecular de espécies de
peixes marinhos da Malésia por meio do sequenciamento parcial dos genes mitocondriais 12S
e 16S rRNA, demonstrando que esses marcadores permitem a identificagdo taxondmica
confidvel e a distingdo genética entre espécies, inclusive dentro de um mesmo Género. Importa
ainda destacar que a versatilidade destas regides gendmicas transcende a ictiofauna, sendo
amplamente validadas em estudos de identificagdo de espécies em outros grupos taxonomicos
(Chan et al., 2022; Koroiva; Santana, 2022).

Com ralagdo ao resgate dos clados, o gene 12S rRNA, foi capaz de agrupar todas as 53
espécies pertencentes a ordem Characiformes, indicando boa eficiéncia do marcador na
recuperagao desse nivel taxondmico. No primeiro segmento da arvore, as espécies do género

Prochilodus (P. lineatus, P. costatus, P. argenteus, P. harttii € P. vimboides) formaram um
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clado monofilético, evidenciando a utilidade do gene 12S rRNA para analises em nivel
intragenérico nesse grupo. Esse clado apresentou-se separado de Ichthyoelephas longirostris
(Prochilodontidae) e de Curimata mivartii (Curimatidae), que surgiram como ramos externos.

Em outro trecho da arvore, espécies da familiaSerrasalmidae apresentaram tendéncia ao
agrupamento, com destaque para o género Piaractus, no qual P. mesopotamicus e P.
brachypomus formaram um clado monofilético; no entanto o gene ¢ bastante limitado para a
designacao das duas espécies. Outras espécies Serrasalmideas, como Metynnis hypsauchen,
Pygocentrus nattereri e Myloplus rubripinnis, apareceram associadas a esse conjunto, embora
com valores de suporte varidveis nos nés mais profundos. Espécies da familia Bryconidae,
representadas por Brycon orbignyanus, B. nattereri, B. hennie Salminus brasiliensis, também
foram recuperadas nesse segmento da arvore. No entanto, B. henni apresentou posicionamento
mais distante em relagdo as demais espécies do género Brycon, ndo sendo recuperado como
parte de um clado monofilético.

Outros taxons surgiram como ramos externos, incluindo Hydrolycus scomberoides
(Cynodontidae), Piabucina astrigata (Lebiasinidae), Knodus borki (Stevardiidae), Chalceus
macrolepidotus (Chalceidae) e Chilodus punctatus (Chilodontidae), evidenciando a separagdo
entre diferentes familias de Characiformes. Hemiodopsis gracilis (Hemiodontidae) emergiu
como um ramo distinto, separado dos demais taxons analisados nesse trecho. As espécies da
familia Anostomidae, representadas por Abramites hypselonotus, Leporinus elongatus, L.
piavussu € Megaleporinus obtusidens, formaram um agrupamento bem definido, mostrando a
consisténcia do gene 12S rRNA na recuperagao dessa familia. Dentro desse grupo, as espécies
de Leporinus e Megaleporinus apresentaram clados intragenéricos. Espécies da familia
Erythrinidae, representadas por Hoplias intermedius e H. malabaricus, também formaram um
clado monofilético.

Os Characiformes restantes foram compostos predominantemente por 24 espécies da
familia Acestrorhamphidae; no entanto, Gephyrocharax atracaudatus (Stevardiidae) foi
recuperado inserido nesse agrupamento. Agrupamento exclusivo de Gymnotiformes, com
Apteronotus albifrons e Brachyhypopomus occidentalis, sendo os Unicos representantes da
ordem, incluidos na analise, foi recuperado formando um clado exclusivo, isolado dos demais
grupos e claramente separado dos outros taxons da arvore filogenética.

A analise filogenética baseada no gene mitocondrial 12S rRNA agrupou bem os
Siluriformes, mas ndo conseguiu recuperar a monofilia da ordem de maneira robusta
(Megalechis thoracata, como grupo externo), com 34 terminais distintos. A topologia da arvore

evidenciou a formagado de clados correspondentes as principais familias, organizados em uma
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sucessdo de ramifica¢des que reflete a diversidade morfologica do grupo.

Na filogenia dos Siluriformes, a familia Pimelodidae formou um agrupamento bem
sustentado, composto por seis espécies: Pseudoplatystoma reticulatum e Pseudoplatystoma
magdaleniatum, que formaram um par de espécies irmads, seguidas pelo clado contendo
Pimeloduspictus e Pimelodus maculatus, além do género Sorubim, representado por Sorubim
lima e Sorubim cuspicaudus. Em posicdo adjacente, a familia Pseudopimelodidae foi
recuperada com duas espécies, Pseudopimelodus schultzi € Lophiosilurus alexandri. Seguindo
a estrutura da arvore, observou-se a presenca de linhagens representando familias com menor
numero de amostras na analise, mas posicionadas consistentemente. A familia Aspredinidae foi
representada unicamente por Bunocephalus coracoideus. A familia Doradidae formou um clado
contendo Amblydoras gonzalezi e Platydoras armatulus, enquanto a familia Auchenipteridae
agrupou as espécies Centromochlus perugiae e Ageneiosus pardalis.

Como ramos intermedidrios antes da grande diversificagdio da superfamilia
Loricarioidea, foram identificadas as espécies Diplomystesnahuel butaensis (Familia
Diplomystidae) e Prietella phreatophila (Familia Ictaluridae). O clado derivado correspondente
a superfamilia Loricarioidea dividiu-se em duas grandes familias irmas. A familia Loricariidae
apresentou-se monofilética, englobando seis espécies organizadas em subclados distintos, o
género Hypostomus (H. ancistroides e H. francisci), o género Pterygoplichthys (P. pardalis e
P. disjunctivus), além de Ancistrus temminckii e Hypoptopoma incognitum.

Por fim, a familia Callichthyidae constituiu o grupo de maior diversidade especifica na
analise, com 13 terminais. O género Corydoras demonstrou ampla representatividade,
formando um grande grupo que incluiu C. pygmaeus, C. paleatus, C. aeneus, C. rabauti, C.
cruziensis, C. concolor, C. arcuatus, C. duplicareus, C. sterbai, C. trilineatus ¢ C. julii, essas
trés ultimas foram considerados idénticas durante o alinhamento, ndo tendo alto poder de
resolucdo entre elas pelo gene. Este clado de corydoras apresentou-se relacionado a
Scleromystax barbatus, que ocupou uma posicdo basal no grupo, enquanto Megalechis
thoracata posicionou-se como linhagem irma de todo o agrupamento.

A ordem Cichliformes, representada exclusivamente pela familia Cichlidae, formou um
extenso clado monofilético, demonstrando a alta diversidade e complexidade evolutiva deste
grupo neotropical. As espécies Chaetobranchopsis bitaeniatus e Retroculus lapidifer ocuparam
posicdes iniciais, seguidas por um agrupamento de "acaras" que incluiu Andinoacarari vulatus,
A. pulcher, Cichlasoma dimerus, Aequidens metae, Krobia guianensis, Bujurquina mariae €
Nannacara anomala. A analise também recuperou a afinidade entre o Geophagus steindachneri

e Mikrogeophagus ramirezi. Um dos resultados mais robustos dentro de Cichlidae foi a
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recuperagdo da monofilia do género Cichla (tucunarés). As quatro espécies analisadas, C.
ocellaris, C. monoculus, C. piquiti ¢ C. temensis formaram um subclado coeso e bem
sustentado, sendo as duas primeiras consideradas espécies unicas no alinhamento das
sequéncias, evidenciando a ndo resolucdo dessas espécies pelo marcador.

Adicionalmente, o género Astronotus (representado por A. ocellatus) posicionou-se
proximo aos clados de ciclideos disco e bandeira. O género Symphysodon formou um grupo
monofilético contendo S. discus, S. haraldi e S. aequifasciata, sendo grupo-irmao do género
Uaru (U. amphiacanthoides). Por sua vez, o género Pterophyllum foi recuperado com a unido
de P. altum e P. scalare, seguido por Hypselecara temporalis. Evidenciou um subclado
derivado composto majoritariamente por ciclideos centro-americanos, sugerindo uma
separagdo geografica captada pela filogenia (Lopez-Fernandez et al., 2010). Este grupo reuniu
o género Thorichthys (Thorichthys aureus e Thorichthys meeki) e as espécies Rocio
octofasciata, Cryptoheros cutteri, Petenia splendida e Parachromis managuensis.

A ordem Gobiiformes foi representada na analise por uma Unica linhagem da familia
Eleotridae, correspondente a espécie Hemieleotris latifasciata, que se posicionou como um
ramo distinto antecedendo a grande radiag¢do dos ciclideos.

Dando continuidade a topologia da arvore filogenética, subsequente ao grande clado dos
Siluriformes, a andlise recuperou linhagens pertencentes as ordens Cyprinodontiformes,
Myliobatiformes e Osteoglossiformes.

O clado correspondente a ordem Cyprinodontiformes apresentou uma estruturacao
interna complexa, refletindo a diversidade de familias desta ordem (Morales et al., 2024). A
familia Rivulidae (peixes anuais) formou um agrupamento que incluiu Kryptolebias
hermaphroditus, Millerichthys robustus e Austrolebias charrua, demonstrando a variabilidade
genética dentro do grupo. A familia Cyprinodontidae foi representada por um subclado
monofilético do género Orestias, composto pelas espécies O. laucaensis, O. chungarensis
(consideradas idénticas no alinhamento), emque o gene apresentou baixa resolugdo da
distingdo, e O. ascotanensis. Completando a ordem Cyprinodontiformes, a familia Poeciliidae
foi recuperada com as espécies Poeciliopsis monacha e Xiphophorus milleri, enquanto a familia
Fundulidae posicionou-se no agrupamento representada por Fundulus lima. A familia Rivulidae
ficou como um grupo externo.

Na sequéncia, a ordem Myliobatiformes formou um clado exclusivo representando os
condrictes de dgua doce (arraias). A familia Potamotrygonidae foi recuperada como um grupo
monofilético robusto. O género Potamotrygon demonstrou coesao interna, agrupando trés

espécies distintas: Potamotrygon magdalenae, P. orbignyi e P. falkneri. A resolugdo obtida para
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este grupo evidencia a capacidade do fragmento 12S de segregar linhagens de elasmobranquios
limnicos (Miya et al., 2015), muito embora os estudos para o grupo utilizem outros marcadores
(Toffoli et al., 2008; Ory et al., 2019; Fontenelle et al., 2021). A ordem Osteoglossiformes foi
recuperada como uma linhagem distinta, representada na analise pela familia Osteoglossidae.
O agrupamento reuniu duas espécies de grande porte e relevancia ecoldgica na bacia
amazonica: Arapaima gigas (pirarucu) e Osteoglossum bicirrhosum (aruand) (Farias et al.,
2019; Freitas et al., 2025; Silva et al., 2025). A proximidade topologica entre estes taxons
corrobora a monofilia da familia dentro da amostra analisada (Lavou¢; Sullivan, 2004).

Os resultados obtidos através da andlise filogenética do fragmento 12S rRNA
confirmam a robustez deste marcador molecular para o estudo da ictiofauna neotropical. A
topologia da arvore demonstrou um equilibrio evolutivo singular, o gene conservou sinal
filogenético suficiente para recuperar com precisdo a macroestrutura taxondmica, agrupando
corretamente a maioria das ordens e familias, a0 mesmo tempo que apresentou variabilidade

nucleotidica adequada para a distingdo de espécies em niveis terminais.

Tree scale: 0.1 ————

Figura2 — Reconstrugdo filogenética das 133 espécies analisadas baseada no gene mitocondrial 12S rRNA. A érvore foi
construida pelo método de Neighbor-Joining (NJ) utilizando o modelo evolutivo de Kimura 2-parametros (K2P), com suporte
estatistico de bootstrap calculado a partir de 1000 réplicas. As andlises foram conduzidas no software MEGA e a edig@o grafica
realizada no iTOL. As cores dos clados distinguem as ordens taxonomicas identificadas: Characiformes, Siluriformes,

, Cichliformes, Cyprinodontiformes, Gobiiformes, e Myliobatiformes. A barra de
escala (0.1) indica a distancia genética (numero de substitui¢des de bases por sitio). Fonte: Autoral, 2025.
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A andlise da topologia filogenética, construida a partir de 133 terminais, revelou que o
gene 16S atua como um marcador de equilibrio singular, capaz de navegar entre a historia
evolutiva profunda e a identificacdo recente de espécies. O resultado geral demonstra uma
arvore estruturada, onde a conservagdo do gene garantiu a estabilidade de todas as grandes
ordens, recuperando suas monofilias respectivas, enquanto suas regides variaveis permitiram,
na maioria dos casos, a diagnose fina necessaria para o DNA barcoding, como ¢ o caso dos
Piaractus e Coridoras Julii. O gene foi capaz de alinhar e agrupar corretamente a
familiaPotamotrygonidae na mesma matriz dos peixes 0sseos. Esse resultado ¢ crucial, pois
prova que, mesmo separando linhagens tdo antigas quanto raias e teledsteos, o 16S preserva
sitios de anelamento conservados (Lavoué; Sullivan, 2004; Yang et al., 2014; Alyamani, 2024).

Seguindo essa logica macro-evolutiva, familias importantes como Cichlidae,
Pimelodidae, Loricariidac e Anostomidae formaram blocos solidos e exclusivos, reafirmando
0 gene como um excelente preditor para a taxonomia em nivel de familia.

Diferente da clareza observada nos grandes bagres e ciclideos, as familias
Acestrorhamphidae e Stevardiidae nao se separaram em grupos distintos. A arvore mostrou um
cenario intercalado, com géneros como Knodus e Gephyrocharax misturados entre as linhagens
de tetras, indicando que a evolugdo destes grupos foi tdo rapida e recente (Thomaz et al., 2015;
Venegas-Rios, 2017; Melo et al., 2024) que o gene 16S ainda ndo acumulou divergéncias
suficientes para separar as duas familias com precisdo. Por fim, ao "dar um zoom" para o nivel
de espécie, o marcador comportou-se como um codigo de barras eficiente na grande maioria
dos terminais. Os géneros dos complexos, como Cichla e Prochilodus, tiveram suas espécies
perfeitamente discriminadas. O mesmo ocorreu com a maior parte do género Corydoras, que
se organizou em uma estrutura de "escada" bem definida. Contudo, a analise foi honesta em
revelar as limitagcdes do gene para eventos de especiagao muito recentes, pares de espécies como
C. ocellarise C. monoculus; C. sterbai e C. trilineatus, assim como Orestiaslaucaensis ¢ O.
chungarensis, apresentaram sequéncias idénticas. Isso sugere que, embora o 16S seja uma
ferramenta poderosa e universal, ele pode perder resolugdo em casos de espécies-irmas

(Kochzius et al., 2010).
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Tree scale: 0.1 ———

Figura3— Reconstrugdo filogenética das 133 espécies analisadas baseada no gene mitocondrial 16S rRNA. A arvore foi
construida pelo método de Neighbor-Joining (NJ) utilizando o modelo evolutivo de Kimura 2-parametros (K2P), com suporte
estatistico de bootstrap calculado a partir de 1000 réplicas. As analises foram conduzidas no software MEGA e a edicéo grafica
realizada no iTOL. As cores dos clados distinguem as ordens taxonomicas identificadas: Characiformes, Siluriformes,

, Cichliformes, Cyprinodontiformes, Gobiiformes, ¢ Myliobatiformes. A barra de
escala (0.1) indica a distancia genética (nimero de substitui¢des de bases por sitio). Fonte: Autoral, 2025.

A reconstrucao filogenética baseada no gene mitocondrial Citocromo C Oxidase I (COI)
revelou uma topologia marcada por uma distinta dicotomia funcional, onde, foi possivel
observar uma excepcional resolu¢ao taxondmica nos ramos terminais, contrastada por
limitagdes evidentes na recuperagao das relagdes basais profundas. Essa assimetria de resolugdo
sugere que a utilidade do marcador ¢é estratificada, variando conforme o nivel hierarquico
analisado (Deagle et al., 2014; Liu et al., 2017).

No nivel de ordem, o marcador demonstrou saturacdo de sinal filogenético, resultando
na incapacidade de recuperar o monofiletismo de grandes grupos historicos (acima de 100
milhdes de anos) (Nakatani et al., 2011). O supergrupo Ostariophysi apresentou-se
fragmentado, com as ordens Characiformes, Gymnotiformes e Siluriformes divididas em clados
dispersos e intercalados por linhagens ndo relacionadas. A excecdo a esse padrdo foram as
ordens Cichliformes, Myliobatiformes, Osteoglossiformes ¢ Cyprinodontiformes, essa ultima
apresentando a familiaPoeciliidae como um grupo externo aordem. Em contrapartida, a eficacia
do agrupamento aumentou substancialmente nos niveis taxonémicos intermediarios, uma vez

que, em nivel de familia, o COI demonstrou robustez, recuperando clados monofiléticos bem
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sustentados para grupos como Callichthyidae e Pimelodidae, sem intrusdes exogenas. Da
mesma forma, em nivel de género, o marcador atuou como um validador taxondmico eficaz,
agrupando com perfeicao géneros naturais (Cichla, Prochilodus, Symphysodon) e exp0s a
complexidade de grupos parafiléticos (Astyanax) (Rossini, 2015; Soto, 2016; Teran et al.,
2020).

A maior contribuicao desta analise reside na resolu¢ao em nivel de espécie, onde o COI
confirmou sua voca¢do como ferramenta de DNA barcoding para a maioria das linhagens.
Contudo, a analise revelou exceg¢des pontuais caracterizadas pela auséncia de divergéncia
genética, especificamente no complexo de Corydoras (C. julii, C. trilineatus e C. sterbai) e
entre as espécies do género Orestias (O. laucaensis e O. chungarensis), onde o alinhamento das
sequéncias resultou em haplotipos idénticos. Nestes casos especificos, o marcador nao
apresentou variabilidade nucleotidica suficiente para discriminar os taxons. Em suma, os
resultados permitem concluir que o gene COI ¢ a ferramenta de escolha para diagndsticos
taxondmicos recentes, mas possui limitagdes para inferéncias filogenéticas profundas nesta

ictiofauna.

Tree scale: 0.1 ——mM—

Figura4— Reconstrugéo filogenética das 133 espécies analisadas baseada no gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase I (COI).
A arvore foi construida pelo método de Neighbor-Joining (NJ) utilizando o modelo evolutivo de Kimura 2-parametros (K2P),
com suporte estatistico de bootstrap calculado a partir de 1000 réplicas. As analises foram conduzidas no software MEGA e a
edicdo grafica realizada no iTOL. As cores dos clados distinguem as ordens taxondmicas identificadas: Characiformes,
Siluriformes, , Cichliformes, Cyprinodontiformes, Gobiiformes, e Myliobatiformes.
A barra de escala (0.1) indica a distancia genética (niimero de substitui¢oes de bases por sitio). Fonte: Autoral, 2025.
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A comparacao entre as arvores filogenéticas geradas pelos marcadores ribossomais (125
e 16S) e pelo marcador codificador de proteina (COI) revelou uma clara dicotomia funcional
relacionada as diferentes taxas evolutivas de cada gene. Observou-se um trade-off
(compromisso) entre a resolucao basal profunda e a discriminagdo terminal especifica.

As andlises filogenéticas em nivel de ordem, considerando os representantes de
Characiformes,  Siluriformes, = Gymnotiformes,  Cichliformes, = Cyprinodontiformes,
Gobiiformes, Osteoglossiformes e Myliobatiformes, evidenciaram diferengcas marcantes no
desempenho dos marcadores mitocondriais 12S, 16S e COI quanto a recuperagdo do
monofiletismo dos grupos analisados.

De forma geral, o gene 16S apresentou o melhor desempenho filogenético nesse nivel
taxondmico, recuperando de maneira consistente e completa todos os representantes
corretamente agrupados em suas respectivas ordens. A topologia obtida indicou monofiletismo
total para todas as ordens analisadas, demonstrando que esse marcador possui sinal filogenético
adequado e maior estabilidade para inferéncias em niveis taxonomicos mais elevados. Em
contraste, o gene 12S ndo recuperou o monofiletismo total de todas as ordens. Das 34 espécies
incluidas na andlise, apenas uma, Megalechis thoracata (Siluriformes), foi posicionada como
grupo externo em relagdo a sua ordem, resultando em uma incongruéncia pontual na topologia.
Ainda assim, o 128 apresentou desempenho intermedidrio, mantendo o agrupamento correto da
maioria dos tdxons em nivel ordinal.

Esses resultados mostram a capacidade desses genes em resgatar espécies em niveis
mais profundos, corroborando com Chan et al. (2022), em seus estudos de identificacdo de
trematodos, utilizando os marcadores ribossomais e Azevedo et al. (2008), que em seu estudo
filogenético da ordem Pleuronectiformes utilizando os genes mitocondriais 12S e 16S rRNA
demonstrou que esses marcadores sao eficientes para recuperar o monofiletismo de diversas
familias de peixes. Além de corroboram com os resultados de Jafar et al. (2024).

O gene COI apresentou o desempenho mais limitado para andlises em nivel de ordem,
promovendo uma fragmentagdo acentuada dos agrupamentos. Esse marcador ndo foi capaz de
recuperar de forma consistente o monofiletismo das ordens analisadas, dispersando
representantes ao longo da arvore filogenética. Especificamente para a ordem
Cyprinodontiformes, tanto o 12S quanto o COI falharam em recuperar a monofilia total das
espécies. No caso do 128, representantes da familia Rivulidae foram posicionados como grupo
externo, enquanto o COI alocou representantes da familia Poeciliidae fora do agrupamento
esperado. Adicionalmente, o COI também ndo conseguiu agrupar corretamente os individuos

pertencentes as ordens Gymnotiformes e Characiformes, refor¢cando sua menor eficiéncia para
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inferéncias filogenéticas em niveis taxondmicos superiores, também evidenciado por Vences et
al. (2005), em sua avaliagdo de desempenho do gene 16S em relagdo ao COI, para a
identificacao de anfibios.

De modo integrado, os resultados demonstram que, para analises filogenéticas em nivel
de ordem, o 16S ¢é o marcador mais robusto e confidvel, seguido pelo 12S, que apresenta
desempenho intermedidrio, enquanto o COI se mostra menos adequado para a recuperagao do
monofiletismo ordinal. Esses padrdes fundamentam a apresentacdo detalhada dos resultados a
seguir, nos quais as relagdes filogenéticas sdo discutidas individualmente para cada ordem
analisada.

De maneira mais detalhada, para a os Characiformes, o marcador 12S demonstrou ser
eficiente na separacao de niveis taxondmico superiores, permitindo a distingdo entre familias
dentro da ordem. No resgate da familia Prochilodontidae, o gene 12S ndo agrupou de maneira
robusta todos os representantes da familia, uma vez que Ichthyoelephas longirostris foi
resgatado como grupo externo em relagdo as espécies de Prochilodus, que inclusive
apresentaram agrupamento consistente. A analise baseada no gene 16S manteve a separacao
entre os taxons e apresentou melhor resolucao interna dentro de Prochilodontidae, destacando
Ichthyoelephas longirostris como um ramo distinto, porém agrupado de acordo com sua
familia. O COI refor¢ou esse padrdao, promovendo uma discriminacdo mais precisa entre as
espécies de Prochilodus e confirmando sua elevada capacidade de resolugdo em nivel
especifico, tanto em vertebrados como em invertebrados (Lv et al., 2014; Guo et al., 2022).

Para a familia Serrasalmidae, os trés marcadores recuperaram agrupamentos coerentes
entre os géneros analisados. As espécies de Piaractus formaram clados bem definidos,
principalmente nos marcadores COI e 16S, uma vez que o gene 12S se demonstrou incapaz de
distinguir as duas unidades biolégicas. Mylopus rubripinnis e Metynnis hypsauchen
apresentaram associagdo consistente, enquanto Pygocentrus nattereri se posicionou como o
tdxon mais divergente dentro da familia. Embora o 12S e o 16S tenham sido eficientes na
separagdo genérica, o COI apresentou maior detalhamento das relagdes internas, evidenciando
com maior clareza as distingdes interespecificas (Ribeiro, 2012).

Na familia Anostomidae, observou-se elevada congruéncia entre as topologias geradas
pelos genes 12S e 16S. Leporinus piavussu, Leporinus elongatus € Megaleporinus obtusidens
agruparam-se de forma consistente, enquanto Abramites hypselonotus apresentou posicao mais
divergente, atuando como ramo externo dentro da familia. O marcador COI refinou esse padrao,
proporcionando uma separa¢ao mais clara entre os géneros ¢ maior defini¢ao das relagdes entre

as espécies analisadas, corroborando assim com Ramirez et al. (2017).
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Para a familia Erythrinidae, representada pelas espécies Hoplias intermedius e Hoplias
malabaricus, os trés marcadores apresentaram resultados altamente congruentes. Em todas as
analises, as espécies formaram um tnico clado bem definido. Envolvendo a familia Bryconidae,
o marcador 12S ndo obteve total eficiéncia no agrupamento familiar, com Chalceus
macrolepidotus posicionando-se no entrelace da familia. Observou-se maior proximidade entre
Brycon orbignyanus e Brycon nattereri, enquanto Brycon henni e Salminus brasiliensis
ocuparam posi¢oes mais divergentes. O gene 16S apresentou maior estabilidade nos
agrupamentos internos da familia, ao passo que o COI evidenciou a maior resolugio
filogenética, permitindo a distin¢do clara entre as espécies de Brycon e a separagdo consistente
de Salminus brasiliensis. No entanto, esse género vem apresentando incertezas taxonomicas de
acordo com estudos de identificagdo molecular (Machado et al., 2016).

A familia Stevardiidae nao foi recuperada como um clado monofilético em nenhuma
das analises. Os representantes Gephyrocharax atracaudatus € Knodus borki nao se agruparam
conjuntamente em nenhum dos genes avaliados, estando préximo ou dentro dos agrupamentos
da familia Acestrorhamphidae, demonstrando a complexidade desse grupo e recente irradiacao
evolutiva de alguns characiformes (Thomaz et al., 2015; Venegas-Rios, 2017; Melo et al.,
2024). No entanto, de maneira geral, o gene COI teve uma melhor resolugdo nos ramos
terminais, evidentemente demonstrado no género Hyphessobrycon, refletindo assim, seu alto
grau de variacdo para grupos maiores, € conserva¢cdo em nivel genérico, contrastando com os
genes ribossomais (12s e 16s), que exibem alta taxa de conservagdo a niveis mais profundos,
principalmente o 12s.

De maneira integrada, os resultados obtidos para a ordem Characiformes demonstram
que o uso combinado dos marcadores 12S, 16S e COI ¢ fundamental para a compreensdo das
relagdes filogenéticas em diferentes niveis taxonomicos. Enquanto o 12S se mostrou mais
adequado para andlises em niveis superiores, o 16S apresentou desempenho robusto em varios
niveis, € o COI destacou-se como o marcador mais informativo para a discrimina¢do em nivel
especifico.

No que tange os Siluriformes, arvore baseada no gene 12S, observou-se um
agrupamento consistente entre as espécies de Corydoras, formando clados bem definidos.
Entretanto, destaca-se a auséncia de Megalechis thoracata nessa analise, o que limita o resgate
mais amplo dentro da familia Callichthyidae. Apesar disso, o gene 12S apresentou boa
capacidade de recuperar relagdes filogenéticas proximas, sendo eficiente para distinguir
espécies congenéricas, embora com resolucao moderada em alguns nds mais profundos.

A filogenia obtida a partir do gene 16S apresentou maior robustez em comparagao ao
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125, com melhor suporte e maior resolugdo dos ramos internos. Diferentemente do observado
no 128, Megalechis thoracata foi incluida nessa andlise e posicionou-se de forma consistente
como grupo externo em relacao as espécies de Corydoras, corroborando a separagao entre os
géneros dentro de Callichthyidae. Esse resultado reforga a utilidade do 16S para inferéncias
filogenéticas em niveis interespecificos e intergenéricos (Shimabukuro-Dias et al., 2004).

Por fim, a arvore construida com o gene COI apresentou um padrdo geral semelhante
ao do 128, com auséncia de Megalechis thoracata, resultando na mesma limitacao observada
anteriormente. Ainda assim, o COI demonstrou alta capacidade discriminatoria entre as
espécies de Corydoras, com ramos bem delimitados, o que ¢ esperado devido ao seu amplo uso
em estudos de identificagdo molecular e DNA barcoding. Contudo, algumas relagdes
filogenéticas mais profundas mostraram-se menos estaveis quando comparadas ao 16S.

De forma geral, os resultados indicam que, embora os trés marcadores recuperem
padrdes coerentes de relacionamento entre as espécies analisadas, o gene 16S apresentou o
melhor desempenho filogenético, especialmente pela inclusdao de Megalechis thoracata e pela
maior resolu¢do dos clados. Ja os genes 12S e COI mostraram-se eficientes para discriminagao
entre espécies de Corydoras, porém com limitagdes associadas a auséncia de taxons externos e
a resolugdo de relagdes mais profundas, chegando a formar politomias, sendo incapaz de
distinguir espécies muito proximas.

As espécies da familia Loricariidae, Pimelodiidae e Pseudopimelodidae apresentaram
agrupamento consistente nos trés marcadores analisados (12S, 16S e COI). Os genes
ribossomais 12S e 16S demonstraram maior estabilidade topoldgica, formando clados bem
definidos e coerentes com a classificagdo taxondmica da familia. O gene COI, embora tenha
apresentado rearranjos internos na topologia, manteve a delimitagdo da familia, indicando
capacidade de agrupamento em nivel familiar, reforcando a complexa relagao desses grupos e
a capacidade dos genes em agrupar bem os individuos dessas familias (Sullivan et al., 2013;
Lujan et al., 2015; Limeira-Filho et al., 2024; Silva et al., 2024).

Nesta mesma ordem, outras familias menos representativas como, Auchenipteridae e
Doradidae, apresentaram diferencas no resgate a depender do marcador, onde a primeira, foi
agrupada em monofiletismo pelo marcador 128 e a segunda nao, comportamento observado de
maneira inversa para os outros dois marcadores. Estudos moleculares mostram a eficicia desses
genes na resolucdo desses grupos (Arce et al., 2013; Calegari et al., 2019).

Nos Cichliformes, o marcador ribossomal 12S apresentou agrupamento consistente em
nivel genérico, recuperando dois clados bem definidos correspondentes aos géneros

Symphysodon e Cichla, evidenciando boa capacidade de delimitacdo genérica. Contudo, a
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resolugdo em nivel interespecifico foi limitada, com arranjos internos pouco informativos e
auséncia de separacdo clara entre espécies dentro de cada género. De maneira semelhante, o
gene ribossomal 16S demonstrou alta estabilidade topoldgica em niveis taxonOmicos
superiores, recuperando a monofilia desses géneros. A topologia observada mostrou-se
amplamente congruente com a obtida para o 12S, refor¢ando a robustez dos marcadores
ribossomais para o resgate de relagdes filogenéticas em nivel genérico. Entretanto, assim como
observado para o 12S, o 16S apresentou baixa resolu¢ao em nivel especifico, com rearranjos
internos e pouca defini¢do entre espécies congenéricas.

Em contraste, o gene COI apresentou menor estabilidade topoldgica geral, caracterizada
por rearranjos mais evidentes na organizacdo interna dos clados. Apesar disso, o marcador
manteve a capacidade de recuperagdo dos géneros como grupos distintos, preservando a
monofilia de Cichla e Symphysodon. Observou-se, entretanto, maior variagdo na posi¢ao
relativa das espécies dentro de cada clado, indicando menor coeréncia filogenética em niveis
mais profundos quando comparado aos genes ribossomais. Esses resultados evidenciam que,
embora o COI seja eficiente para identificacao e delimitagdo taxondmica em niveis mais
superficiais, seu desempenho para reconstrucdes filogenéticas mais estaveis ¢ inferior ao
observado para os marcadores 12S e 16S. Assim, reforcando que existe uma grande
complexidade filogenética desse grupo desde muito tempo (Smith et al., 2008; Lopez-
Fernandez et al., 2010; Pereira, 2016; Almeida, 2022).

Para a ordem Cyprinodontiformes, embora ndo sendo resgatada com maestria por
alguns marcadores, o marcador 12S apresentou agrupamento consistente em nivel de familia,
recuperando Cyprinodontidae como um clado monofilético bem definido, com as espécies do
género Orestias agrupadas de forma exclusiva. Porém, sem capacidade de resolucdo em niveis
mais superficiais. Formando grupo irmao dos Cyprinodontideos, Poeciliidae e Fundulidae
também foram bem recuperadas. As espécies pertencentes a Rivulidae também foram
recuperadas em outro clado, indicando boa capacidade do marcador para delimitacdo familiar.
Ainda assim, o 12S demonstrou bom desempenho para o resgate de linhagens mais profundas
dentro da ordem. O 16S por sua vez, apresentou melhor resolugdo para todas as familias, com
alta estabilidade topoldgica e recuperacao clara do clado Cyprinodontidae, mantendo o género
Orestias como monofilético e com especifica limitagdo na resolucao de espécies desse grupo.
A familia Rivulidae também foi recuperada como um agrupamento coerente. As familias
Poeciliidae e Fundulidae também foram recuperadas. Em contraste, o
gene COI apresentou maior variabilidade topoldgica, com rearranjos mais evidentes entre os

clados familiares. Apesar disso, Cyprinodontidae foi novamente recuperada como monofilética,
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preservando o agrupamento exclusivo das espécies de Orestias, até apresentando incapacidade
de resolucao entre espécies bastante proximas. A Rivulidae manteve-se parcialmente agrupada,
embora com maior dispersdo relativa entre seus representantes, estando bastante proxima de
Fundulidae. A familia Poeciliidae, com Poeciliopsis monacha e Xiphophorus milleri foi
recuperada em um clado distinto dos outros acima. Assim, fica evidente que as familias da
ordem Cyprinodontiformes (peixes do fundo), possuem representantes que acumulam bastantes
diferengas genéticas e outros possuem alto grau de semelhanga em seus genes, de maneira

dificil de resolver suas reais relagdes filogenéticas (Morales et al., 2024).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo atingiu seus objetivos ao avaliar a complementaridade entre os genes
mitocondriais 12S rRNA, 16S rRNA e COI, culminando na compila¢do de um banco de dados
curado e padronizado, capaz de subsidiar analises moleculares voltadas a identificacdo e ao
estudo da ictiofauna neotropical. Apesar desse avango, foi evidenciada uma expressiva lacuna
amostral para a regido, caracterizando um Darwinian shortfall, uma vez que apenas 133
espécies possuem genoma mitocondrial completo disponivel em bases publicas. Esse cenario
evidencia que, mesmo diante do crescimento das iniciativas de sequenciamento molecular, a
diversidade genética da ictiofauna neotropical ainda permanece sub-representada, ressaltando
a necessidade de ampliagao dos esforgos de sequenciamento e curadoria de dados para essa
megadiversa regido.

No que se refere ao desenho de primers, o gene 16S rRNA destacou-se pela maior
robustez estrutural e pelo elevado grau de conservacdo em regides de anelamento,
possibilitando a elaboracao de primers universais com alta eficiéncia e potencial de aplicagao
em diferentes grupos taxonomicos. Em contraste, o gene 12S rRNA apresentou maior
variabilidade nas regides analisadas, refletida na elevada taxa de mismatches observada entre
primers e sequéncias alvo. Embora essa caracteristica represente um desafio para a
universalidade dos primers, o gene mantém elevado potencial de aplicacdo, especialmente em
estudos baseados em DNA metabarcoding e environmental DNA, devido ao reduzido tamanho
dos fragmentos amplificados. Nesse contexto, a utilizacdo de primers altamente degenerados
surge como estratégia necessaria para contornar a variabilidade interespecifica e ampliar o
espectro de detec¢@o taxonomica.

Do ponto de vista filogenético, os resultados obtidos reforgam a importancia da
integracdo entre diferentes marcadores moleculares para uma reconstrucdo mais robusta das
relagdes evolutivas. Os genes ribossomais demonstraram maior capacidade de recuperacio de
agrupamentos taxondmicos em niveis hierarquicos superiores, como ordens e familias, com
destaque para o 16S rRNA, que apresentou maior consisténcia na recuperagao desses clados.
Por outro lado, o gene COI, amplamente utilizado em iniciativas de DNA barcoding, apresentou
limitagdes na resolucdo de alguns agrupamentos em niveis taxondmicos mais profundos,
especialmente no nivel ordinal e em determinadas familias. Entretanto, manteve desempenho
superior na delimitacdo de espécies, evidenciando sua elevada sensibilidade para detectar
variagdes genéticas interespecificas. Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que

nenhuma regido génica isoladamente ¢ capaz de atender plenamente a todas as demandas
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analiticas relacionadas a identificagdo e a inferéncia filogenética.

Conclui-se, portanto, que a abordagem mais eficiente para o estudo e a identificagao da
ictiofauna neotropical reside na utilizacdo complementar dos marcadores. Nesse cenario, o gene
16S rRNA destaca-se como marcador robusto para a resolu¢ao taxondmica em niveis superiores
e para a recuperagdo de agrupamentos filogenéticos consistentes, enquanto o COI permanece
como ferramenta fundamental para a delimitacao especifica e identificacdo de espécies. Assim,
a integracao desses marcadores representa uma estratégia metodologica promissora para
ampliar a acuracia taxonomica, fortalecer inferéncias filogenéticas e contribuir para o avango

do conhecimento sobre a diversidade genética dos peixes neotropicais.
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APENDICE A —Lista das espécies de peixes de dgua doce da regido Neotropical incluidas nas analises moleculares. Sdo apresentadas apenas espécies com sequéncias completas do DNA
mitocondrial, incluindo os genes COI (Citocromo ¢ oxidase subunidade I), 12S rRNA e 16S rRNA, disponiveis integralmente no GenBank. A tabela informa, para cada espécie, o nimero de acesso
no GenBank, a classificagdo taxondmica (ordem e familia), o nome cientifico, o autor e ano de descrigdo, a distribuigdo geografica conhecida e o status de conservagao segundo a Unido Internacional

para a Conservacdo da Natureza (IUCN).

(Continua)
Genbank Order Family Species Author Occurrence IUCN
>NC 026195.1 Characiformes Acestrorhamphidae Grundulusbogotensis Humboldt, 1821 South America: Magdalena River basin. LC
>NC _027946.1 Characiformes Acestrorhamphidae Hemigrammusbleheri Géry & Mahnert, 1986 South America: Negro and Meta River basins. LC
>NC 031380.1 Characiformes Acestrorhamphidae Astyanaxparanae Eigenmann, 1914 South America: Brazil. LC
>NC _044969.1 Characiformes Acestrorhamphidae Oligosarcusargenteus Giinther, 1864 South America: Rio Doce and Rio das Velhas LC
basins.
>NC _044970.1 Characiformes Acestrorhamphidae Astyanaxgiton - Eigenmann, 1908 South America: Paraiba do Sur River LC
Deuterodon giton basinandcoastalstreamsof Espirito Santo and
Rio de Janeiro, Brazil.
>NC_050876.1 Characiformes Acestrorhamphidae | Hyphessobryconherbertaxel Géry, 1961 South America: Paraguay River basin. LC
rodi
>NC _051983.1 Characiformes Acestrorhamphidae Nematobryconpalmeri Eigenmann, 1911 South America: Atrato and San Juan River DD
basins.
>NC _053756.1 Characiformes Acestrorhamphidae Astyanax lacustres Liitken, 1875 South America: easternBrazil. LC
>NC 053757.1 Characiformes Acestrorhamphidae Psalidodonrivularis Litken, 1875 South America: Sao Francisco River basin.
>NC_053758.1 Characiformes Acestrorhamphidae Psalidodonfasciatus Cuvier, 1819 South America: mostfreshwaterbasinsfrom LC
Mexico to Argentina.
>NC_053878.1 Characiformes Acestrothamphidae | Hyphessobryconmegalopter Eigenmann, 1915 South America: Upper Paraguay and Guaporé LC
us River basins.
>NC _056781.1 Characiformes Acestrothamphidae | Moenkhausiasanctaefilome Steindachner, 1907 South America: Paranaiba, Sdo Francisco, LC
nae upperParana, Paraguay amd Uruguay River
basins.
>NC _056797.1 Characiformes Acestrorhamphidae Moenkhausiacostae Steindachner, 1907 South America: Sao Francisco and Itapicuru LC
rivers.
>NC 057100.1 Characiformes Acestrorhamphidae Thayeriaboehlkei Weitzman, 1957 South America: upperAmazon River basin in LC
Peru and Araguaia River in Brazil.
>NC _057167.1 Characiformes Acestrorhamphidae Inpaichthyskerri Géry & Junk, 1977 South America: Aripuand River, upper LC

Madeira River basin, Mato Grosso, Brazil.
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>NC _066989.1 Characiformes Acestrorhamphidae Hyphessobrycon Zarske & Géry, 1998 South America: LC
amapaenses knownonlyfromthetypelocality, Amapa,
Brazil.
>NC_066990.1 Characiformes Acestrorhamphidae Hyphessobryconsocolofi Weitzman, 1977 South America: Negro River basin. LC
>NC _066993.1 Characiformes Acestrorhamphidae Hemigrammusocellifer Steindachner, 1882 South America: Rivers ofGuyana, Suriname, LC
French Guiana, andAmazonbasin in Braziland
Peru.
>NC_066994.1 Characiformes Acestrorhamphidae Hyphessobryconanisitsi/ Eigenmann, 1907 South America: Parana and Uruguay River LC
Psalidodonanisitsi basins.
>NC_022724.1 Characiformes Acestrorhamphidae Hasemania nana Liitken, 1875 South America: Sdo Francisco River basin in LC
Minas Gerais, Brazil.
>NC _053759.1 Characiformes Acestrorhamphidae Astyanaxaltiparanae Garutti & Britski, 2000 South America: upper Parana River basin. LC
>NC_025767.1 Characiformes Anostomidae Leporinuspiavussu Britski, Birindelli & Garavello, South America: endemictotheupper Rio LC
2012 Parana, Brazil.
>NC_024941.1 Characiformes Bryconidae Salminus brasiliensis Cuvier, 1816 South America: Parana, Paraguay, and LC
Uruguay River basins; Laguna dos Patos
drainage, upperChaparéand Mamoré River
basin in Bolivia. Occurrence in
theremainingAmazon River highlydoubtful.
>NC 015801.1 Characiformes Chilodontidae Chiloduspunctatus Miiller & Troschel, 1844 South America: Amazon River basin, Apeu LC
River, Para State, Guyana, Suriname, and
western Orinoco River basin.
>NC 033860.1 Characiformes Erythrinidae Hopliasintermedius Giinther, 1864 South America: Brazil. LC
>NC _015816.1 Characiformes Hemiodontidae Hemiodopsisgracilis Giinther, 1864 South America: Negro, Tapajos, Madeira, LC
Solimdes, Amazon, and Orinoco River basins.
>NC_015750.1 Characiformes Lebiasinidae Piabucinaastrigata Regan, 1903 South America: northern Ecuador LC

andsouthernColombiawestofthe Andes.
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>NC 025950.1 Characiformes Prochilodontidae Ichthyoelephaslongirostris Steindachner, 1879 South America: Cauca-Magdalena River basin VU
in Colombia.
>NC _015840.1 Characiformes Serrasalmidae Pygocentrusnattereri Kner, 1858 South America: Amazon River basin, LC
Paraguay-Parana River basin,
northeasternBraziliancoastalriversandEssequib
o River basin. Reportedfromthe Uruguay
River, Brazil
>NC _024940.1 Characiformes Serrasalmidae Piaractusmesopotamicus Holmberg, 1887 South America: Paraguay-Parana River basin. NT
>NC 025315.2 Characiformes Serrasalmidae Piaractusbrachypomus Cuvier, 1818 South America: Amazonand Orinoco River LC
basins. Reportedfrom Argentina
>NC 039113.1 Characiformes Serrasalmidae Metynnishypsauchen Miiller & Troschel, 1844 South America: Amazonand Paraguay River LC
basins, north Guiana Shield rivers.

>NC 039115.1 Characiformes Serrasalmidae Myloplusrubripinnis Miiller & Troschel, 1844 South America: Amazonand Orinoco River LC

basins; northandeastern Guiana Shield rivers.
>NC _070390.1 Characiformes Stevardiidae Knodusborki Zarske, 2008 South America: Iquitos, Peru. DD
>NC _042882.1 Characiformes Stevardiidae Gephyrocharaxatracaudatu Meek & Hildebrand, 1912 Central America: Panama, Province Cerro- LC

N Azul andformer Canal Zone, Frijoles River
basin.
>NC _066992.1 Characiformes Acestrorhamphidae Pristellamaxillaris Ulrey, 1894 South America: Amazon, Orinoco, LC
andcoastalriverdrainagesofthe Guianas.
>NC _080887.1 Characiformes Acestrothamphidae | Hyphessobryconheterorhab Ulrey, 1894 South America: lowerAmazon River basin. LC
dus

>NC 028279.1 Characiformes Acestrorhamphidae Paracheirodoninnesi Myers, 1936 South America: LC

Blackwaterorclearwaterstreamtributariesofthe

Solimdes River.

>NC 034281.1 Characiformes Anostomidae Leporinuselongatus Valenciennes, 1850 South America: Knownonlyfromthe Rio LC

Jequitinhonha and Rio Pardo in Brazil. Record
from Sao Francisco River, thetypelocality in
the original description, seemstobeerroneous.
Reportedfrom Parana and La Plata basins
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>NC 034945.1 Characiformes Anostomidae Megaleporinusobtusidens Valenciennes, 1837 South America: Parana, La Plata and Sao LC
Francisco, Uruguay, Paraguay, Guaiba and
Parnaiba River basins
>NC _060323.1 Characiformes Anostomidae Abramiteshypselonotus Giinther, 1868 South America: Orinoco, Amazon, Paraguay, LC
andlower Parana River basins.
>NC_024938.1 Characiformes Bryconidae Bryconorbignyanus Valenciennes, 1850 South America: La Plata basin. EN
>NC_026873.1 Characiformes Bryconidae Bryconhenni Eigenmann, 1913 South America: Trans- LC
AndeanriverbasinsofColombia.
>NC _051927.1 Characiformes Bryconidae Bryconnattereri Giinther, 1864 South America: Upper Parana and Séo LC
Francisco River basins in Brazil.
>NC_004700.1 Characiformes Chalceidae Chalceusmacrolepidotus Cuvier, 1818 South America: Negro and Orinoco River LC
basinsandcoastalrivers in Guyana, Suriname,
andFrench Guiana.
>NC _025951.1 Characiformes Curimatidae Curimatamivartii Steindachner, 1878 South America: Magdalena, Cauca, San Jorge NT
andSinu River basins in Colombia.
>NC_015813.1 Characiformes Cynodontidae Hydrolycusscomberoides Cuvier, 1819 South America: Amazon River basin. LC
>NC _057531.1 Characiformes Erythrinidae Hopliasmalabaricus Bloch, 1794 Central and South America: Costa Rica to LC
Argentina in mostriversbasins.
>NC 024939.1 Characiformes Prochilodontidae Prochiloduslineatus Valenciennes, 1837 South America: Parana-Paraguay and Paraiba LC
do Sul River basins.
>NC _027689.1 Characiformes Prochilodontidae Prochilodusargenteus Spix & Agassiz, 1829 South America: endemicto Sao Francisco LC
River basin,
butintroducedintovariousriversofnortheasternB
razil.
>NC 037712.1 Characiformes Prochilodontidae Prochilodusvimboides Kner, 1859 South America: CoastalriversofBrazilfrom vu
Jequitinhonha River northwardsto Paraiba
River, easternportionsofupper Parand River
and Séao Francisco River basin.
>NC 037715.1 Characiformes Prochilodontidae Prochilodusharttii Steindachner, 1875 South America: Pardo and Jequitinhonha

River basins in Brazil.
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>NC_027690.1

Characiformes

Prochilodontidae

Prochiloduscostatus

Valenciennes, 1850

South America: endemictothe Sao Francisco
River basin,
butreportedtohavebeenintroducedintothe
Jequitinhonha River, Brazil.

LC

>NC_025671.1

Cichliformes

Cichlidae

Andinoacararivulatus

Giinther, 1860

South America: Pacific slopefromthe
Esmeraldas River in Ecuador tothe Tumbes
River in Peru.

LC

>NC_027965.1

Cichliformes

Cichlidae

Symphysodonharaldi

Schultz, 1960

South America: easternAmazon River,
lowerreachesofAmazon River
andaffluentseastoftheconfluenceofthe Negro
and Solimdes Rivers.

LC

>NC_033545.1

Cichliformes

Cichlidae

Geophagussteindachneri

Eigenmann & Hildebrand, 192
2

South America: Magdalena, Cauca andSinu
River basins in Colombia; Limén River (Lake
Maracaibo drainage) in Venezuela.

LC

>NC_033549.1

Cichliformes

Cichlidae

Retroculuslapidifer

Castelnau, 1855

South America: Amazon River basin, in the
Tocantins and Capim River basins, Brazil.

LC

>NC_030272.1

Cichliformes

Cichlidae

Cichlaocellaris

Bloch & Schneider, 1801

South America: Marowijnedrainage in
Suriname andFrench Guiana
totheEssequibodrainage in Guyana.

LC

>NC_009058.1

Cichliformes

Cichlidae

Astronotusocellatus

Agassiz, 1831

South America: western Amazonand Orinoco
basins. Introducedelsewhere.

LC

>NC_011168.1

Cichliformes

Cichlidae

Hypselecaratemporalis

Giinther, 1862

South America: Amazon River basin, in
theUcayaliandAmazon River drainages in
Peru, the Amazonas River drainage in
Colombia, theSolimdes-Amazon River in
Brazil, eastto Cameta, alsoriversof Amapa,
Brazil, andtheOyapock River basin in Brazil.

LC

>NC_026689.1

Cichliformes

Cichlidae

Symphysodondiscus

Heckel, 1840

South America: Amazon River basin in Brazil,
nearthemouthofthe Negro River, in thelower
Abacaxis River, and in thelower Trombetas

River.

LC

>NC_028182.1

Cichliformes

Cichlidae

Symphysodonaequifasciata

Pellegrin, 1904

South America: easternAmazon River,
lowerreachesofAmazon River
andaffluentseastoftheconfluenceofthe Negro
and Solimdes Rivers.

LC
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>NC_028723.1

Cichliformes

Cichlidae

Pterophyllumaltum

Pellegrin, 1903

South America: Amazon River basin, in
theupper Negro River drainage; Orinoco River
basin, in tributariesoftheupper Orinoco River
(IniridaandAtabaporivers) to Puerto
Ayacucho.

LC

>NC_031182.1

Cichliformes

Cichlidae

Thorichthys aureus

Giinther, 1862

Central America: Atlanticslopefrom Belize
(Golden Creek) to Honduras (Motagua River
basin).

DD

>NC _031183.1

Cichliformes

Cichlidae

Nannacara anémala

Regan, 1905

South America: Aruka River in
GuyanaeasttothelowerMarowijne River in
Suriname.

LC

>NC_031439.1

Cichliformes

Cichlidae

Mikrogeophagusramirezi

Myers & Harry, 1948

South America: Orinoco River basin, in
thellanosof Venezuela andColombia.

LC

>NC_033542.1

Cichliformes

Cichlidae

Chaetobranchopsisbitaeniat
us

Ahl, 1936/Steindachner, 1875

South America: Amazon River basin,
alongtheAmazon River fromthemouthorthe
Negro River to Maraj6 Island, and in Amapa,
Brazil.

LC

>NC_033543.1

Cichliformes

Cichlidae

Bujurquinamariae

Eigenmann, 1922

South America: Meta River basinofthe
Orinoco River basin, Colombia.

LC

>NC_033547.1

Cichliformes

Cichlidae

Andinoacarapulcher

Gill, 1858

Central and South America: Trinidad and
Venezuela.

LC

>NC_033548.1

Cichliformes

Cichlidae

Rocio octofasciata

Regan, 1903

North and Central America:
Atlanticslopefromsouthern Mexico
(Papaloapan River) to Honduras (Ulua River).

LC

>NC_033550.1

Cichliformes

Cichlidae

Uaruamphiacanthoides

Heckel, 1840

South America: Amazon River basin,
alongtheAmazon-Solimdes River
drainagefromthe Japura River tothe Tapajos
River, and in themiddleandlower Negro River
basin.

LC

>NC_033551.1

Cichliformes

Cichlidae

Cichlasomadimerus

Heckel, 1840

South America: Parana River basin, in the
Paraguay River drainage in Brazil, Boliviaand
Paraguay, andthe Parana River drainageof
Argentina.

LC

>NC_084242.1

Cichliformes

Cichlidae

Cichlapiquiti

Kullander & Ferreira, 2006

South America.

LC
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>NC_084243.1

Cichliformes

Cichlidae

Cichlamonoculus

Agassiz, 1831

South America: Rio Solimdes-Amazonas
alongthemainchannelandlowercoursesoftributa
ries; Peru, ColombiaandBrazil; including
Araguari
andlowerOyapockriversnorthoftheAmazon.
Probablymuch more widespread in
thelowlandAmazonbasin.

LC

>NC_084244.1

Cichliformes

Cichlidae

Cichlatemensis

Humboldt, 1821

South America: Amazon River basin in the
Negro and Uatuma River drainages; Orinoco
River basin in tributariesofthe Orinoco River

in Venezuela andColombia.

LC

>NC_086569.1

Cichliformes

Cichlidae

Thorichthysmeeki

Brind, 1918

Central America: Atlanticslope, in
theUsumacinta River drainage, the Belize
River drainage, andnear Progreso, in Mexico,
Guatemala and Belize.

LC

>NC_033552.1

Cichliformes

Cichlidae

Cryptoheroscutteri

Fowler, 1932

North America: Honduras and Guatemala.

LC

>NC_026535.1

Cichliformes

Cichlidae

Pterophyllumscalare

Schultze, 1823

South America: Amazon River basin, in Peru,
Colombia, andBrazil, alongtheUcayali,
Solim&es andAmazonrivers; riversof Amapa
(Brazil), Rio Oyapock in French Guiana;
Essequibo River in Guyana.

LC

>NC_026918.1

Cichliformes

Cichlidae

Parachromismanaguensis

Giinther, 1867

Central America: AtlanticslopefromtheUlua
River (Honduras) tothe Matina River (Costa
Rica).

LC

>NC_031440.1

Cichliformes

Cichlidae

Krobia guianensis

Regan, 1905

South America: Guianancoastaldrainages,
fromthe Demerara River in Guyana,
eastwardtotheCottica River in Suriname andto
Araguari riverbasin, Amapa, Brazil.

LC

>NC_033544.1

Cichliformes

Cichlidae

Aequidensmetae

Eigenmann, 1922

South America: Meta River in the Orinoco
River basin, Colombia.

LC

>NC_024835.1

Cichliformes

Cichlidae

Peteniasplendida

Giinther, 1862

Central America: AtlanticslopeofGrijalva
River toUsumacinta River (Mexico),
Usumacinta River (Guatemala), and Belize.

LC

>NC_027582.1

Cyprinodontiformes

Cyprinodontidae

Orestiasascotanensis

Parenti, 1984

South America: Ascotan Lake, Chile.

vu
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>NC _086630.1 | Cyprinodontiformes Cyprinodontidae Orestiaschungarensis Vila & Pinto, 1987 South America: Chungara Lake, Chile. CR
>NC 086631.1 | Cyprinodontiformes Cyprinodontidae Orestiaslaucaensis Arratia, 1982 South America: Lauca River basin in Chile. EN
>NC 063692.1 | Cyprinodontiformes Fundulidae Fundulus lima Vaillant, 1894 Central America: Mexico. EN
>NC _032074.1 | Cyprinodontiformes Poeciliidae Poeciliopsismonacha Miller, 1960 Central America: Mexico. EM
>NC 066829.1 | Cyprinodontiformes Poeciliidae Xiphophorusmilleri Rosen, 1960 Central America: Papaloapanecoregion in DD
Mexico.
>NC 028510.1 | Cyprinodontiformes Rivulidae Austrolebias charrua Costa &Cheffe, 2001 South America: Laguna dos Patos basin in NT
Brazil.
>NC _032387.1 | Cyprinodontiformes Rivulidae Kryptolebiashermaphroditu Costa, 2011 South America: southeasternBrazil. LC
s
>NC 088550.1 | Cyprinodontiformes Rivulidae Millerichthysrobustus Miller& Hubbs, 1974 Central America: EN
PapaloapanandCoatzacoalcosriverbasins in
Mexico.
>NC _036228.1 Gobiiformes Eleotridae Hemieleotrislatifasciata Meek&Hildebrand, 1912 Central and South America: San Juan delSur, LC
Nicaragua tosouthernColombiaonthe Pacific
drainage.
>NC _004692.1 Gymnotiformes Apteronotidae Apteronotusalbifions Linnaeus, 1766 South America: Venezuela to Paraguay and LC
Parana rivers. Also in theAmazonBasinof Peru
>NC _015078.1 Gymnotiformes Hypopomidae Brachyhypopomusoccidenta Regan, 1914 Central and South America: Magdalena, LC
lis Atrato, Catatumboand Pacific sloperivers.
>NC _036041.1 Myliobatiformes Potamotrygonidae Potamotrygonmagdalenae Duméril, 1865 South America: Magdalena and Atrato River NT
basins.
>NC _057097.1 Myliobatiformes Potamotrygonidae Potamotrygonorbignyi Castelnau, 1855 South America: Widespread in Amazonand LC
Orinoco River basinsand in river systems in
Suriname, GuyanaandFrench Guiana.
>NC_065055.1 Myliobatiformes Potamotrygonidae Potamotrygonfalkneri Castex & Maciel, 1963 South America: Parana-Paraguay River basin, DD
from Cuiaba and Piquiri rivers (amongothers)
tothe La Plata River.
>NC 010570.1 Osteoglossiformes Arapaimidae Arapaima gigas Schinz, 1822 South America: Amazon River basin. DD
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>NC _003095.1 Osteoglossiformes Osteoglossidae Osteoglossumbicirrhosum Cuvier, 1829 South America: Amazon River basin, LC
RupununiandOyapock Rivers.
>NC 015748.1 Siluriformes Auchenipteridae Centromochlusperugiae Steindachner, 1882 South America: Upper Amazon River basin. LC
>NC _063780.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorasaeneus Gill, 1858 South America: Colombiaand Trinidad to La LC
Plata River basineastofthe Andes.
>NC _077554.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorasconcolor Weitzman, 1961 South America: Orinoco River basin. NT
>NC _087759.1 Siluriformes Callichthyidae Scleromystaxbarbatus Quoy & Gaimard, 1824 South America: Coastaldrainagesfrom Rio de LC
Janeiro to Santa Catarina, Brazil.
>NC 015823.1 Siluriformes Diplomystidae Diplomystesnahuelbutaensi Arratia, 1987 South America: Bio-Bio River EN
N basinandLoncomilla River in Chile.
>NC 084459.1 Siluriformes Ictaluridae Prietellaphreatophila Carranza, 1954 wellsneartheSierra de Santa Rosa in Coahuila, vu
Mexico.
>NC 052710.1 Siluriformes Loricariidae Hypostomusancistroides Ihering, 1911 South America: Tieté River basin. LC
>NC 060468.1 Siluriformes Loricariidae Pterygoplichthyspardalis Castelnau, 1855 South America: Lower, LC
middleandupperAmazon River basin.
Introducedto countries outside its native range.
>NC 033859.1 Siluriformes Pimelodidae Pseudoplatystomareticulatu | Eigenmann & Eigenmann, 188 South America: Central Amazonand Parana LC
m 9 River in Argentina, Bolivia, Brazil, Paraguay
and Uruguay.
>NC_060300.1 Siluriformes Pimelodidae Sorubim lima Bloch & Schneider, 1801 South America: Amazon, Orinoco, Parana and LC
Parnaiba River basins. Syntopicwith S.
elongatus in the Orinoco basinandwith S.
elongatusand S. maniradii in
theupperAmazondrainageofBrazil, Ecuador,
Peru, andBolivia
>NC _066072.1 Siluriformes Pseudopimelodidae Pseudopimelodusschultzi Dahl, 1955 South America: Magdalena River basin, LC
Colombia.
>NC 015811.1 Siluriformes Aspredinidae Bunocephaluscoracoideus Cope, 1874 South America: Amazon River basin. LC
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>NC 026717.1 Siluriformes Auchenipteridae Ageneiosuspardalis Liitken, 1874 Central and South America: Lake Maracaibo LC

basinand Magdalena, Cauca, San Juan,

andTuira River basins.
>NC _004698.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorasrabauti La Monte, 1941 South America: Upper Amazon, Solimdes, LC
and Negro River basins.

>NC _048967.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorassterbai Knaack, 1962 South America: central BrazilandBolivia. LC
>NC 049095.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorasduplicareus Sands, 1995 South America: Upper Negro River basin. DD
>NC_049096.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorasarcuatus Elwin, 1938 South America: Upper Amazon River basin. LC
>NC 049098.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorastrilineatus Cope, 1872 South America: Central Amazon River basin; LC

PeruvianAmazonandcoastaldrainagesof

Suriname.
>NC_063781.1 Siluriformes Callichthyidae Corydoraspaleatus Jenyns, 1842 South America: Argentina, Brazil, and LC
Uruguay.
>NC _065338.1 Siluriformes Callichthyidae Corydoraspygmaeus Knaack, 1966 South America: Madeira River basin. LC
>NC 072073.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorascruziensis Knaack, 2002 South America: Madeira River basin in DD
Bolivia.
>NC 077553.1 Siluriformes Callichthyidae Corydorasjulii Steindachner, 1906 South America: Lower Amazon River LC
andcoastalrivers in northeasternBrazil.

>NC_087852.1 Siluriformes Callichthyidae Megalechisthoracata Valenciennes, 1840 South America: Amazon, Orinoco andupper LC

Paraguay River basins, as well as coastal

rivers of the Guianas andnorthernBrazil.
>NC _015745.1 Siluriformes Doradidae Amblydorasgonzalezi Fernandez-Yépez, 1968 América do Sul: Bacia do Rio Orinoco e LC

Canal Casiquiare.

>NC_028072. Siluriformes Loricariidae Hypoptopomaincognitum Aquino&Schaefer, 2010 South America: acrossthe central andlower LC

Rio Amazonas basin; including Rio Tocantins
basin. It istheonlyspeciesknown for
northeasterncoastalrivers.
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(Finalizou)
Genbank Order Family Species Author Occurrence IUCN
>NC _015747.1 Siluriformes Loricariidae Pterygoplichthysdisjunctivu Weber, 1991 South America: Madeira River basin. LC
K Introducedto countries outside its native range.
>NC _045188.1 Siluriformes Loricariidae Hypostomusfrancisci Liitken, 1874 South America: upper Sdo Francisco River LC
basin.
>NC 015797.1 Siluriformes Pimelodidae Pimeloduspictus Steindachner, 1876 South America: Amazonand Orinoco River LC
basins.
>NC 026211.1 Siluriformes Pimelodidae Sorubimcuspicaudus Littmann, Burr &Nass, 2000 South America: Lake Maracaib, Magdalena
andSinu River basins.
>NC 026526.1 Siluriformes Pimelodidae Pseudoplatystomamagdalen | Buitrago-Suarez&Burr, 2007 South America: Magdalena River drainage, EN
iatum including Cauca River in Colombia.
>NC_032695.1 Siluriformes Pimelodidae Pimelodusmaculatus Lacepede, 1803 South America: Parana and Sao Francisco LC
River basins.
>NC _026845.1 Siluriformes Pseudopimelodidae Lophiosilurusalexandri Steindachner, 1876 South America: Sao Francisco River basin, VU
Brazil.
>NC _051963.1 Siluriformes Loricariidae Ancistrustemminckii Valenciennes, 1840 South America: Saramacca, Suriname, and
Maroni River basins.
>NC_025585.1 Siluriformes Doradidae Platydorasarmatulus Valenciennes, 1840 South America: Parana River basin LC

Fonte:Autoral, 2025.

APENDICE B — Representatividade taxondmica das espécies de peixes de 4gua doce da regido Neotropical incluidas no estudo. A tabela apresenta a distribuigdo das espécies analisadas por ordem
e familia, indicando o numero total de espécies (SPECIES) amostradas em cada grupo taxondmico. As espécies listadas correspondem aquelas com sequéncias completas do DNA mitocondrial
disponiveis em bases publicas (GenBank), utilizadas nas analises moleculares. Essa organizacao evidencia o esfor¢co amostral e a diversidade taxondmica contemplada entre diferentes ordens de

peixes neotropicais.

(Continua)
ORDER FAMILY SPECIES
Characiformes Acestrorhamphidae 24
Characiformes Anostomidae
Characiformes Bryconidae
Characiformes Chilodontidae 1
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(Continua)
ORDER FAMILY SPECIES
Characiformes Erythrinidae 2
Characiformes Hemiodontidae 1
Characiformes Lebiasinidae 1
Characiformes Prochilodontidae 6
Characiformes Serrasalmidae 5
Characiformes Stevardiidae 2
Characiformes Chalceidae 1
Characiformes Curimatidae 1
Characiformes Cynodontidae 1
Cichliformes Cichlidae 29
Cyprinodontiformes Cyprinodontidae 3
Cyprinodontiformes Fundulidae 1
Cyprinodontiformes Poeciliidae 2
Cyprinodontiformes Rivulidae 3
Gobiiformes Eleotridae 1
Gymnotiformes Apteronotidae 1
Gymnotiformes Hypopomidae 1
Myliobatiformes Potamotrygonidae 3
Osteoglossiformes Arapaimidae 1
Osteoglossiformes Osteoglossidae 1
Siluriformes Auchenipteridae 2
Siluriformes Callichthyidae 13
Siluriformes Diplomystidae 1
Siluriformes Ictaluridae 1
Siluriformes Loricariidae 6
Siluriformes Pimelodidae 6
Siluriformes Pseudopimelodidae 2
Siluriformes Aspredinidae 1




99

(Finalizou)

ORDER

FAMILY

SPECIES

Siluriformes

Doradidae

2

Fonte: Autoral, 2025.
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