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RESUMO

A identificacdo em nivel de espécie de materiais bioldégicos € fundamental para
diversas areas das ciéncias naturais. Assim, o uso da técnica DNA barcoding na
distincdo de taxons constitui uma ferramenta bastante empregada atualmente como
apoio a taxonomia tradicional, especialmente na deteccdo de espécies cripticas.
Considerando a utilizacdo do DNA barcoding como um sistema global de
identificacdo e descoberta de espécies, 0 presente estudo objetivou gerar uma
biblioteca referéncia de sequéncias barcoding para os peixes da bacia do Rio
Itapecuru, Maranh&@o. A amostragem foi constituida de espécimes coletados no alto,
meédio e baixo curso da bacia do rio Itapecuru. Nas andlises genéticas, o DNA total
foi isolado utilizando-se o protocolo de fenol-cloroférmio e os fragmentos do gene
mitocondrial COI amplificados através da técnica de PCR com posterior
sequenciamento. As 440 sequéncias geradas neste estudo corresponderam a 64
espécies, 59 géneros, 31 familias e 10 ordens. Das espécies analisadas, 92,19%
puderam ser identificadas pela abordagem do DNA barcoding, com baixo indice de
média divergéncia genética intraespecifica de 0,80% e agrupamentos coesos para
os valores de bootstrap. No entanto as espécies Anableps anableps, Gymnotus
carapo, Sciades couma, Pseudaucheipterus nodosus e Leporinus piau apresentaram
uma divergéncia genética media maior que 3% e formaram subclados, com
evidéncia de diferenciacao sugerindo uma andlise mais apurada para determinar se
ocorreu erro de identificacdo de amostras relativamente semelhantes ou até mesmo
existéncia de diversidade criptica. A utilizacdo do fragmento do gene COIl como DNA
barcoding permitiu o estudo de um grande numero de exemplares, bem como

possibilitou identificar e discriminar espécies proximamente relacionadas.

Palavras-chaves: Peixes, Cédigo de barras, Citocromo oxidase |, COI.
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1 INTRODUCAO
1.1 DNA barcoding

A identificacdo em nivel de espécie de materiais biolégicos é fundamental
para diversas areas das ciéncias naturais, assim, os dados morfolégicos
historicamente foram os primeiros a serem utilizadas na identificacdo de espécies,
com o desenvolvimento de novos métodos de estudos, novas metodologias foram se
tornando disponiveis para o estudo da biodiversidade e, no fim da década de 70 e
inicio de 80 (AVISE, 1994) as investigacdes com DNA mitocondrial passaram a ser
um dos principais métodos na diferenciagdo de espécies.

Desde o inicio do século XXI uma técnica chamada “cédigos de barra de
DNA” (DNA barcoding), que visa uma identificagdo padronizada e em grande escala
de todas as formas de vida, vem ganhando muita atencdo dos taxonomistas
mundialmente e constituindo uma ferramenta bastante empregada como apoio a
taxonomia tradicional, principalmente na deteccéo de espécies cripticas (MOLBO et
al., 2003; HEBERT et al., 2004).

A criagdo do "Consortium for the Barcode of Life" (CBOL -

www.barcoding.si.edu) em 2004 teve como objetivo auxiliar no desenvolvimento de

um sistema capaz de identificar as espécies do planeta por meio de um pequeno
fragmento de DNA. A estratégia utilizada é conhecida como “DNA barcoding” ou
"codigo de barras do DNA" (HEBERT et al., 2003; BLAXTER, 2004) e pode-se
afirmar que a funcéo essencial do codigo de barras baseado no DNA consiste em
identificar corretamente um individuo dentro de uma espécie, ou indicar que a
amostra pertence a uma espécie ainda ndo descrita.

O DNA barcoding consiste em uma regidao de 648 pares de bases do
gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (posi¢cdes 58-705 no final da porgéo 5’) tendo
como premissa o fato de que toda espécie deve apresentar um ‘cédigo de barras’
anico, onde a variacdo interespecifica € bem mais elevada que a intraespecifica
(HEBERT et al., 2003). E uma sequéncia curta que pode ser obtida de um modo
relativamente rapido e barato. Em animais, esse fragmento tem se mostrado eficaz
na identificacdo de diversas espécies como aves, borboletas, peixes, moscas e
muitos outros grupos (HEBERT et al., 2003; IVANOVA et al., 2007; HUBERT et al.,
2008; WARD et al., 2008). Neste sentido, a estratégia dos DNA barcoding adquiriu
propor¢cao cada vez mais globalizada e culminou com o langcamento oficial, em

setembro de 2010, do projeto iBOL (International Barcode of Life Project) que


http://www.barcoding.si.edu/
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objetiva expandir a geracdo de dados de cddigos de barra de DNA para todos os
eucariotos.

Outros segmentos génicos também foram sugeridos para esse mesmo
fim, como os genes mitocondriais rRNA 16S e Citocromo b (VENCES et al., 2005),
porém, por questdes de padronizacdo e por apresentar um melhor desempenho, o
fragmento do gene COI foi adotado como sequéncia padrao pelo CBOL.

No entanto, esta abordagem tem sofrido algumas criticas, como em casos
de hibridacdo e divergéncia muito recente (onde as substituicbes acumuladas nao
seriam suficientes para diferenciar as espécies) (DAWNAY et al., 2007; SONG et al.,
2008; WARD et al.,, 2009b). Outro ponto € a presenca de "NUMTs" (Nuclear
Mitochondrial Pseudogenes), ou seja, a integracdo do genoma mitocondrial no
genoma nuclear por uma duplicacdo podendo levar a uma possivel amplificacdo de
ambas as copias do gene devido a conservacao das regides flanqueadoras. Neste
caso, ambas as cépias do gene COI poderiam ser amplificadas, ou ainda, somente a
copia nuclear.

A amplificacdo da regido nuclear de uma interagdo com 0 genoma
mitocondrial pode levar a ambiguidade de resultados e alocacdo errdnea da
sequéncia, de forma que a cépia nuclear estd sobre outras pressdes seletivas,
podendo acumular mais substituicbes do que a cépia original e grupos entédo
poderiam ser formados somente com coOpias de pseudogenes levando a uma
superestimacdo de numero de espécies. Estas sequéncias sao facilmente
visualizadas devido a presenca de indels, mutacdes pontuais e presenca de stop
cédons (SONG et al., 2008; WARD et al., 2009b). Para Becker et al. (2011), essas
criticas sdo pormenores, sendo muito mais preocupante a identificacdo errbnea dos
espécimes que levariam a complicacdes posteriores de identificacdo via DNA
barcoding. Contudo, até o momento a regido escolhida mostrou grande capacidade
em discriminar espécies e em revelar diversidade criptica (WAUGH, 2007; FREZAL,;
LEBLOIS, 2008; BAKER et al., 2009; BECKER et al., 2011).

Em relagéo aos peixes, a abordagem do DNA barcoding tem si mostrado
positiva, no entanto, esse grupo, ainda tem muito o que ser conhecido. No que diz
respeito a ictiofauna de agua doce da Ameérica do Sul considerada a mais rica de
todo o planeta, compreende cerca de 6.000 espécies conhecidas com uma riqueza
estimada em 8.000, sendo para muitas destas espécies dificil compreender os

processos que originaram em suas diferenciacoes devido a reduzida variabilidade
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morfolégica (SCHAEFER 1998; REIS et al., 2003; TURNER et. al., 2004). Segundo
Vari e Malabarba (1998) de 30-40% da fauna piscicola neotropicais ainda néo foi
descrito, e para Brasil, cerca de 25% das espécies de peixes de agua doce estao
descritas, com mais de 3.261 espécies conhecidas. (LEWINSOHN; PRADO, 2005).
Esta riqueza tem atraido muito atengdo da comunidade cientifica e muitos trabalhos
voltados para identificagdo molecular vém sendo realizados no Brasil (SANTOS,
2007; CARVALHO et al., 2008; ORTIZ, 2010; HENRIQUES, 2010; CARVALHO et
al., 2011; RIBEIRO et al., 2012; PEREIRA et al., 2013).

1.2 Bacia do Rio Itapecuru

Conforme estudos realizados por Feitosa (1983, p.l21), no Maranhao
encontram-se as seguintes bacias hidrograficas: Gurupi, Itapecuru, Mearim, Munim,
Pamaiba, Tocantins e Turiacu. Sendo a bacia do Rio Itapecuru a segunda maior e
genuinamente maranhense com importancia histérica para o estado.

A bacia hidrogréfica do rio Itapecuru situa-se na parte centro-leste do
Estado do Maranhao, entre as coordenadas 2°51’ a 6°56’ latitude Sul e 43°02’ a
43°58 Longitude Oeste, com uma area de 52.972,1 Km?, que corresponde & cerca
de 16% das terras do estado. Limita-se a sul e leste com a bacia do rio Parnaiba
através da serra do Itapecuru, chapada do Azeitdo e outras pequenas elevacoes, a
Oeste e Sudoeste com a bacia do Mearim e a Nordeste com a bacia do rio Munim
(ALCANTARA, 2004).

O rio que define a bacia tem sua nascente nas fronteiras dos municipios
do Mirador, Grajal e Sdo Raimundo das Mangabeiras na encosta setentrional da
Serra da Croeira, desaguando 1.450 Km depois no Oceano Atlantico, na Baia de
S&o0 José, a leste da llha de Sao Luis (FEITOSA, 1983).

Bezerra (1984) o caracteriza como alto, médio e baixo Itapecuru. Alto
Itapecuru, compreende o trecho entre a nascente, na serra de Croeiras até a cidade
de Colinas, numa extenséao de aproximadamente 250 km. Médio Itapecuru, inicia-se
no municipio de Colinas e vai até o municipio de Caxias, num percurso de
aproximadamente 230 km. O baixo curso estende-se de Caxias até a foz do
Itapecuru, na Baia do Arraial, corresponde ao baixo curso que tem aproximadamente
360 km.

No rio Itapecuru, como na grande maioria dos rios sul-americanos poucos
estudos sobre a fauna de peixes (LOWE-MCCONNELL, 1999), principalmente

quanto a sua biodiversidade. No rio Itapecuru, um inventario da ictiofauna do trecho
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inferior realizado por Piorski et al. (1998) foram identificados 42 espécies de peixes
pertencentes a 13 familias e 36 géneros. Em outro levantamento nos trés trechos da
bacia, Barros et al. (2011) coletaram 1.563 espécimes, representando 69 espécies,
65 géneros, 29 familias e 10 ordens. Characiformes, com 24 espécies e Siluriformes
com 25, foram as ordens mais ricas em numero de espécies. Characidae, com 13
espécies, Loricariidae com sete, Cichlidae, Pimelodidae, e Auchenipteridae, todas
representadas com cinco espécies, foram as familias mais ricas.

Nesta perspectiva, esta abordagem vem auxiliar a identificacdo de
espécimes, sobretudo os cripticos, cujos caracteres morfolégicos diagnésticos sejam
inexistentes ou de dificil visualizacdo (HEBERT et al. 2003). Portanto, neste estudo
sequéncias do genoma mitocondrial COI foram utilizadas para criacdo de um banco
de dados de referéncia ligados a colecbes cientificas, e a metadados biologicos
como uma ferramenta poderosa e imprescindivel para o conhecimento,
monitoramento, fiscalizacdo, identificacdo, bioprospeccdo da fauna piscicola da
Bacia do Rio Itapecuru, até entdo pouco estudadas. Assim, os resultados gerados
irdo certamente dar subsidios para o desenvolvimento de planos de conservacéo e
para o crescimento da atuacdo da genética forense em crimes contra este

ecossistema.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
Gerar dados moleculares utilizando fragmento do gene COI (DNA
barcoding) para espécies de peixes da bacia do rio Itapecuru/MA.
2.2 Especificos

eGerar sequéncias de DNA barcoding de diferentes espécies de peixes
analisados contribuindo para o cumprimento das metas estipuladas para a Rede de
DNA barcoding da ictiofauna do Brasil;

e Estimar a divergéncia genética em espécies de peixes a partir de sequéncias
do gene mitocondrial COI e verificar a capacidade da técnica DNA barcoding em
identificar e discriminar espécies proximamente relacionadas;

¢ Depositar sequéncias de DNA barcoding e informacdes associadas (dados de
coleta e procedéncia dos espécimes e imagens) na rede de DNA barcoding da
ictiofauna do Brasil;

e Analisar os dados de forma integrada e comparativa, caracterizando padroes
de variabilidade e conteddo informativo do gene COIl para os diferentes tdxons

envolvidos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Area de Coleta

As coletas ocorreram nos cursos e afluentes da bacia hidrografica do rio
Itapecuru situado na regido centro-leste do estado do Maranhdo (Figura 1),
realizadas mediante a autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovéaveis de n. 02012.004159/2006.

51°0'W 50°0'W 49°0'W 48°0'W 47°0'W 46°0'W 45°0'W 44°0'W 43°0'W 42°0'W 41°0'W 40°0'W
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Figura 1. Mapa da Bacia do rio Itapecuru, Maranhdo modificado de Barros et al. (2011) por Limeira
Filho. Ponto roxo: Itapecuru-Mirim; cinza: Rosario; laranja: Aldeias Altas; verde: Caxias; branca: APA
do Inhamum; azul: Governador Eugénio Barros; amarelo: Colinas; vermelho: Mirador.

3.2 Amostragem

Foi amostrado um total de 1969 espécimes. Estes foram coletados no
alto, médio e baixo curso da bacia do rio Itapecuru utilizando redes de arrasto,
malhadeiras de varios milimetros e tarrafas durante oito expedi¢cfes (Cada uma com
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duragdo de cinco dias nos trechos situados em Rosario, Caxias, Area de
Preservacdo do Inhamum, Aldeias Altas, Governador Eugénio Barros, Mirador e
Colinas). As identificacbes morfolégicas foram realizadas utilizando chaves
taxondémicas com posterior confirmacao por especialistas.

Os espécimes testemunhos foram depositados na colecdo Zooldgica do
Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo/MZUSP (vouchers 104552-
104603/110825-110829) assim como na colecdo do Museu de Zoologia da
Universidade Estadual do Londrina/MZUEL (vouchers 10534-10451), o restante dos
espécimes encontra-se depositado no Laboratério de Genética e Biologia Molecular.

As sequéncias consenso de 296 amostras (distribuida em oito ordens)
com seus eletroferogramas originais (forward e reverse) ja estdo depositadas no
banco de dados da plataforma BOLDSystems dentro do projeto “DNA Barcode of
fishes from Itapecuru River Basin” como os codigos ITAPEITAPEOO1-14/ITAPE296-
15 como informagdes de vouchers, identificador, taxonomia, coletores, data de
coleta, instituicdo de estoque. Este projeto faz parte do The Brazilian Barcode of Life
Consortium/projeto 9-DNA Barcoding of Brazilian Ichthyofauna da campanha Fish
Barcode of Life (FishBOL) usando o marcador COI-P5 (Figura 2).

O BOLDSystems ¢é uma plataforma de bioinformatica que fornece dados
para analises de sequéncias barcoding, sequéncias parciais de DNA do gene COl,
esta plataforma foi criada com a padronizacdo de um fragmento genémico para
identificacdo de espécies. Hoje esta plataforma conta com mais de 230 mil espécies
e mais de 3,7 milhdes de sequéncias depositadas (Acesso em FEVEREIRO/2015).
Em relagcdo aos peixes, o programa FishBOL (http://www.fishbol.org), uma
campanha internacional com o intuito de sequenciar todos os peixes, atualmente
contém 14,950 espécies com sequéncias barcoding e 170,487 sequéncias
depositadas (Acesso em FEVEREIRO/2015) de acesso livre a comunidade cientifica
como também a populacdo em geral, em que amostras estudadas podem ser
checadas quanto a similaridade com amostras depositadas na plataforma auxiliando
estudos que visam a obtencdo de uma identificacdo molecular confirmando a
identificagdo morfolégica ou refutando, ou ainda indicando possibilidade de uma

nova especie.
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3.3 Analises genética

Para extracdo de DNA total foi usado protocolo de fenol cloroférmio

modificado de Sambrook e Russel (2001) ou aplicando a metodologia com placa de
fibra de vidro seguindo as instrucbes do fabricante (IVANOVA et al.,2006). O

protocolo de fenol cloroférmio adaptado para microtubos de 1,5 ml consiste das

seguintes etapas:

Adicionar 20 mg de tecido muscular em um microtubo de 1,5 ml;

Adicionar 600 pl de tamp&o de lise 5 ul de RNAse. Incubar por 40 minutos a
37° C na estufa;

Adicionar 15 pl de proteinase K e agitar delicadamente os tubos em um
agitador, a uma temperatura de 55° C por 30 minutos; deixar esfriar até a
temperatura ambiente;

Adicionar 700 pl de fenol-cloroférmio-alcool-isoamil a uma concentracdo de
25:24:1, para precipitacdo de proteinas. Os tubos serdo agitados
delicadamente por cerca de 10 minutos;

Centrifugar a 10.000 rota¢des por minutos (rpm) por 10 minutos;

Transferir cuidadosamente a camada superior formada ap6s a centrifugacéo
para um novo tubo de 1,5 mi;

Adicionar 700 pl de clorofémio-alcool-isoamilico a uma concentragéo de 24:1
e agitar delicadamente por 10 minutos;

Centrifugar a 10.000 rpm por mais 10 minutos;

Transferir a camada sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mi;

Adicionar 100 pl de acetato de sodio (AcNa) 3M pH 4.8 e 700 pl de
isopropanol (100%) para precipitacdo do DNA. A mistura serd agitada
gentilmente até a visualizacdo da nuvem de DNA,;

A mistura sera congelada a uma temperatura de -20° por no minimo uma
hora;

Apo6s o congelamento, a mistura sera centrifugada por 10 minutos a 10.000
rom. Descartar o material sobrenadante cuidadosamente para nédo perder o

pellet de DNA precipitado;
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e Adicionar 200 pl de etanol a 70% e centrifugar por 5 minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente para nao perder o pellet de
DNA;

e Colocar o tubo aberto na estufa a 37° C por cerca de 30 minutos, para a
completa evaporacédo do alcool,

e Adicionar 25 pl de agua de injecao para hidratar;

O DNA foi visualizado em gel de agarose a 1% (50mg de agarose/50ml
de tampao de TBE 1X) em uma proporcéo de 3ul do tampéao (azul de bromofenol e
xilenocianol) para 5 pl de DNA.

3.4 Amplificagbes via PCR (Reagcdo em Cadeia da Polimerase)

Para a identificacdo molecular das espécies foi amplificado uma
sequéncia parcial do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI) de 650 pares de
bases (pb), empregando a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
usando as combinacdes de primers:

COI F1: 5-TCAACCAACCACAAAGACATTGCCAC- 3’ (WARD et al., 2005) e
COIR1: 5 - TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA — 3 (WARD et al., 2005).
COI L6252-Asn: 5’- AAGGCGGGGAAAGCCCCGGCAG - 3’ (MELO et al., 2011) e
COI H7271-COXIl: 5TCCTATGTAGCCGAATGGTTCTTTT -3’ (MELO et al., 2011).

As reacfes de PCR seguiram o seguinte perfil em um volume final de
25pl: 1pl de DNA (250 ng/pl), 0.25pl de cada um dos primers Forward e Reverse
(200 ng/pl), 2,5ul tampéo (10X); 4ul de DNTPs (1,25 M), 0,5ul MgCl, (50 mM), 0,2ul
Taq DNA polimerase (5U/ul) e agua de injecdo para completar o volume final da
reacao.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well
(Applied Biosystems) seguindo-se para a primeira combinacdo de primers: A
amplificacdo constituiram de 35 ciclos e seguira 0s seguintes parametros:
Inicialmente 5 minutos a 94°C para desnaturacdo; 30 segundos a 56°C para
hibridizagdo; depois 1 minuto a 94°C para desnaturacédo; 1 minuto a 72°C para
extensdo. Ao final da reacdo uma extensao de 7 minutos a 72°C.

Para a segunda combinacdo de primers, a PCR constituiu de uma
desnaturacao inicial de 5 minutos a 96°C, 35 ciclos de 96°C por 45 segundos para
desnaturacdo, 45 segundos a 54°C para hibridizagdo, 1 minuto a 72°C para

extensao. Ao final uma etapa de extensdo de 1 minuto a 72°C.
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Os produtos das reacbes de PCR foram submetidos a checagem de
amplificacdo em gel de agarose 1% em uma proporcao de 3ul do tampéo (azul de
bromofenol e xilenocianol) para 5 pl de DNA.

3.5 Purificacdo das amostras amplificadas

Apos a amplificacdo e corrida das amostras em gel de agarose, 0S
produtos da PCR foram purificados com o kit “ExoSap-IT” (USB Corporation)
conforme recomendacdes do fabricante.

3.6 Reacédo de Sequenciamento

Os produtos purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento
de DNA segundo o método de Sanger et al. (1977) realizada com o Kit “Big Dye
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). A reacéo
consistiu de um volume final de 10pl: 1,5pl do produto amplificado, 2ul de primer
(Forward ou Reverse, 0,8 pmol/ul), 1ul de Big Dye, 1,5u de Tampéo 5X para
sequenciamento (kit Big Dye) e 4l de agua de injecao para completar o volume da
reacao.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em uma placa com 96
pocos, utilizando-se um termociclador e um programa com 0s seguintes ciclos: 35
ciclos de 96°C por 60 segundos, 96°C por 15 segundos, 60°C por quatro minutos.
Os primers utilizados na reacdo de sequenciamento foram os mesmos utilizados na
reacdo de PCR para amplificacdo dos produtos e presentes na tabela 2. Ambas as
direcbes (5' e 3') foram sequenciadas conforme exigéncia para o deposito de
sequéncias barcoding na plataforma BoldSystems.

3.7 Precipitagcdo em EDTA/etanol

Apds a reacdo de sequéncia, as amostras foram precipitadas para a
retirar do excesso de reagentes ndo incorporados. O protocolo para precipitacdo da
reacao de sequéncia constitui das seguintes etapas:

e Submeter a placa a um spin (centrifuga de placa);

e Adicionar 2,5ul de EDTA (125 mM);

e Vedar a placa e submeter a um spin;

e Adicionar 30ul de Etanol 100%;

e Vedar a placa e misturar invertendo 4-5x;

e Envolver a placa em papel aluminio e deixar em repouso a temperatura

ambiente por 15 minutos (centrifuga refrigerada 4° C);
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e Centrifugar a 4.000 rpm por 30 minutos;
e Inverter bruscamente a placa para descartar o alcool e secar sobre o papel
absorvente;
e Centrifugar a placa invertida por 15 segundos a 1.150 rpm;
e Adicionar 30ul de Etanol a 70%;
e Vedar a placa;
e Centrifugar a 3.440 rpm por 15 segundos (centrifuga refrigerada 4° C);
e Inverter bruscamente para descartar o alcool e secar sobre o papel
absorvente;
e Centrifugar a placa invertida por 1 minuto a 1.150 rpm;
e Deixar a placa na estufa a 37° C por aproximadamente 10 minutos para
evaporar o excesso de alcool;
3.8 Sequenciamento
Apoés a precipitacdo em cada amostra foi adicionado 10ul de formamida
Hi-Di (Applied Biosystems), seguindo de uma etapa de desnaturacdo das amostras a
95°C por dois minutos. Em seguida as amostras foram analisadas em sequenciador
de DNA automatico, modelo ABI 3500/ Life Technologies.
3.9 Andlises dos dados
As sequéncias geradas nas direcdes forward e reverse foram editadas e
alinhadas através do programa BIOEDIT, versdo 7.0.5.2, (HALL, 1999). O
alinhamento foi inspecionado visualmente para identificacdo de qualquer erro, que
foi corrigido. O programa GENEIOUS versdo 4.8.5 (Biomatters) foi utilizado na
obtencdo de sequéncias consenso e verificacdo de presenca de stop cddons
conforme exigéncia para validacdo da sequéncia barcoding junto ao BoldSystems.
Os valores de distancias genéticas intra e interespecificas foram
calculados, utilizando-se o modelo de substituicdo Kimura-2-parameter (K2P)
(KIMURA, 1980). Os dendrogramas foram analisados pelo método de Neighbor-
Joining (SAITOU e NEI, 1987) usando o programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013).
A significancia dos agrupamentos foi estimada pela andalise de bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985). As plataformas informaticas BoldSystems e Blast foram
utilizadas para verificar o percentual de similaridade das amostras usadas neste

estudos com as que se encontram depositadas, como mostra o0 anexo A.



24



25

4 RESULTADOS

Para os processos moleculares (isolamento do DNA, amplificacdo e/ou
sequenciamento) 440 das 1969 espécimes amostradas foram bem sucedidas nas
etapas laboratoriais resultando em biblioteca de dados correspondendo a 64
espécies pertencentes a 59 géneros, 31 familias e 10 ordens (Tabela 1), cujas
sequéncias ndo revelaram a presenca de stop cddons sugerindo a auséncia de
pseudogenes nuclear mitocondrial (NUMTSs) apontando que todos os fragmentos
correspondem a regido funcional do gene COIl. As ordens Characiformes e
Siluriformes apresentaram um maior numero de espécies e ordens Mugiliformes,
Beloniformes e Pleuronectiformes foram representadas por uma espécie cada. Os
dendrogramas obtidos podem ser visto nas figuras de 3 a 7 mostrando que as
espécies formaram clados apoiados com valores de bootstrap superiores a 95%.

Os fragmentos sequenciados possuem 628 pares de bases (pb), dos
quais 212 eram sitios conservados e 416 pb mostraram-se variaveis. O contetdo de
GC observado para o fragmento apresentou uma média de 46,1%.

Das 64 espécies analisadas, 40 foram representadas por um numero de
espécimes igual ou maior que cinco, as demais espécies (24) tiveram uma
representatividade inferior a cinco espécimes por tdxon. No entanto, todas as
amostras foram incorporadas na analise como principio da compreensao de suas
identidades a partir de dados genéticos.

Aplicando o corte de 2 e 3% como é inferido em literatura para peixes
neotropicais, foram identificadas 59 espécies pela abordagem do DNA barcoding,
dos quais seis sao representadas por um espécime (singletons) e representando
9,37% das espécies identificadas. Cinco espécies (7,81%) revelaram valores de
distancias entre seus espécimes com variacdo acima do percentual de delimitacéo
de espécie, com médias superiores a 3% (Anexo B, C e D). Este resultado confirma
a identificacéo atribuida por caracteres morfolégicos em 92,19% das espécies, com

baixos indices de divergéncia genética intraespecifica.
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Tabela 1. Sumario dos taxons coletados na Bacia do Rio Itapecuru utilizadas nesse estudo com o
gene COI.

Taxons
Ordem Familia Numero de géneros Numero de espécies

Siluriformes Heptapteridae 3
Ariidae
Auchenipteridae
Doradidae
Pimelodidae

Trychomycteridae
Loricariidae
Characiformes Prochilodontidae

Cynodontidae
Characidae
Lebiasinidae
Serrasalmidae
Curimatidae

Acestrorhynchidae
Erythrinidae
Anostomidae
Hemiodontidae
Gymnotiformes Sternopygidae

A AN 2, WD A mwWw A NRANN

Gymnotidae
Apteronotidae
Rhamphichtyidae
Perciformes Scianidae

Centropomidae
Cichlidae

Mugiliformes Mugilidae
Clupeiformes Engraulidae
Cyprinodontiformes Rivulidae
Anablepidae
Synbranchiformes  Synbranchidae
Beloniformes Belonidae

LU U LS I G Ny |, IR U @ ) SRS G |\, L U U I U U O I N U &' I SO W ¢ ) TS U U ¢ RS SRS ) BN G RN ¢ ) BN\ S

[ O U UL U (. U U © ) = Y \'C I N N N

Pleuronectiformes Anchiridae

Total

a
©
(=]
=N




27

100 Hoplias malabaricus(41)

1 004 Roeboides sazimai (05)

30 100} Charax sp (07)
100, cynedongibbus (02)

100 Metynnis maculatus (02)

100, colossome macropomus (02)

700‘ Myloplussp (17)

29 100, serrasaimus rhombeus (05)

100 Pygocentrus nattereri (17)

1 100 Hemigrammus guyanesis (03)

1 DD} Psetrogaster rhomboides (09)

a Curimatamacrops (03)

0
| Steindachnerina notonata (21)
100

4 Triportheus signatus (04)

100
| Prochilodus lacustris (13)
:

00/

Leporinus piau (35)
1 004 Bryconops sp (08)
34 =‘ Schizodon dissimilis (08)
100
1 00‘4_‘ Nannostumus becford (05)
33

3 00{ Acestrorhynchus cf lacutris (06)

Hemiodus agenteus (01)

0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 3. Dendrograma colapsado de Neighbor-Joining com 1000 réplicas de bootstrap das
sequéncias do gene COI para 21 espécies de Characiformes coletadas na Bacia do Rio Itapecuru,
MA. Os nimeros entre parénteses representam a quantidade de espécimes utilizadas por espécie.



ﬂ{ L 00} Hemisorubim platyrhinchos (08)
{ Pimeledus blochii (07)

13 100

Auchenipterus menezesi (01)

1 00} Pseudoplatystoma cf punctifer (06)
4 37

1 00} Sorubimlima (08)

1 00; Pimelodus omatus (08)

2 100{ Hypostormus sp (08)
99 __-‘ Hexanematichthys couma (08)
Amphiarius rugispinis (01)
] ?‘ | Trichomycterus sp (02)
10(}‘
100| Trachelyopterus galeatus (14)
100

Pseudauchenipterus nodosus (02)
100

4 Pimelodellaparnahybae (05)

Rhamdia quelen (02
00~ quelen (02)

100, Pimelodella sp (06)

100 g Loricariasp (04)

Loricariichthys acutus (02)

100 100 .
_—-_— Platydoras brachylecis (07)
100

{Hassarafﬁnis (07)

1=

59
96
«Ageneiosusinermis (03)
91

{Ageneiosus ucayalensis (06)

100

007 006 005 004 003 002 001 000

Figura 4. Dendrograma colapsado de Neighbor-Joining com 1000 réplicas de bootstrap das
sequéncias do gene para 21 espécies de Siluriformes coletadas na Bacia do Rio Itapecuru, MA. Os
nameros entre parénteses representam a quantidade de espécimes utilizadas por espécie.

56 L 00{ Plagioscion squamosissimus (10)
100} Geophaguspamaibae (04)

Orechromis nileticus (01)

57 1004 Ciclasoma orientale (04)

[42]

3 004 Aequidens tetramerus (05)

001 Pachypopsfourcroi (05)

00} Apistograma sp (07)

00{ Centropomus parallelus (05)

y 004 Crenicichla menezesi (08)

0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 5. Dendrograma colapsado de Neighbor-Joining com 1000 réplicas de bootstrap das
sequéncias do gene COI para 9 espécies de Perciformes coletadas na Bacia do Rio ltapecuru, MA.
Os numeros entre parénteses representam a quantidade de espécimes utilizadas por espécie.
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1 00| Rhamphichthys marmoratus (10)

97

- Sternopygus macrurus (07)

100
Gymnotus carapo (02)

—
G

Apteronotuscfalbifrons (02)
100

0.06 0.04

0.00

Figura 6. Dendrograma colapsado de Neighbor-Joining com 1000 réplicas de bootstrap de
sequéncias do gene COI para 4 espécies de Gymnotiformes coletadas na Bacia do Rio Itapecuru,
MA. Os nimeros entre parénteses representam a quantidade de espécimes utilizadas por espécie.

1 00{ Mugil incilis (08)

ﬁ{

-y Apionichthys dumerili (04)

19

100
Sinbranchus sp (01)

100, Sinbranchus marmoratus (06)

55

100 o Rivulus sp (05)

Anableps anableps (06,
o7 2 ps (06)
Anchoviellasp (01)

1 00__ Strongylura marina (02)

23

Anchoviellalepidentostole (11
1004 P (11)

0.08 0.08 0.04

0.00

Figura 7. Dendrograma colapsado de Neighbor-Joining com 1000 réplicas bootstrap de sequéncias
do gene COI para espécies de Mugiliformes, Synbranchyformes, Cyprinodontiformes, Clupeiformes,
Beloniformes e Pleuronectiformes coletadas na Bacia do Rio Itapecuru, MA. Os numeros entre
parénteses representam a quantidade de espécimes utilizadas por espécie.
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O valor médio de distancia genética intraespecifica revelado para todas
as espécies foi de 0,80% com uma variacdo de 0 a 8,09% (excluindo singletons)
como mostra a tabela 2, esse valor é inferior 30X que a média interespecifica
(25,63%). Observou-se ainda uma elevacao das distancias genéticas a medida que

aumenta as categorias taxonémicas.

Tabela 2. Médias das Distancias genéticas (Kimura 2 Parametros) com desvio padrdo dentro de
diferentes niveis taxondmicos (excluindo singletons) dos peixes analisados da Bacia do Rio Itapecuru,
MA.

Médias de Distancias Genéticas

Desvio

Comparagao N° Minima Média Maxima Padrao
Intraespecie 58 0 0,80 8,09 0,002
Interespécie 64 447 25,63 45,58 0,023
Intragénero 4 2,65 5,13 8,70 0,006
Intergénero 59 4,47 25,75 45,58 0,023
Intrafamilia 12 5,29 11,69 21,94 0,010
Interfamilia 31 8,14 21,18 41,44 0,022
Intraordem 7 3,02 10,65 23,74 0,011
Interordem 10 19,01 26,77 29,94 0,019

Espécies identificadas como Anableps anableps (LINNAEUS,1758),
Gymnotus carapo (LINNAEUS, 1758), Pseudauchenipterus nodosus (BLOCH,
1794), Hexanematichthys couma (VALENCIENNES, 1840) e Leporinus piau
(FOWLER, 1941) revelaram entre seus espécimes distancias genéticas superiores a
3% (Tabela 3). Para esses casos foram observados agrupamentos dos espécimes
com formacao de subclados, sugerindo a existéncia de diversidade na Bacia do rio
Itapecuru, onde caracteres morfoldgicos sozinhos ndo foram capazes de elucidar o
status taxonémico de alguns grupos, levando em muitos casos a erros de

identificacéo (Figuras 8 e 9).
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A) B)
ANAB 5 Anableps anableps Anablepidae Cyprinodontiformes Baixo ltapecuru
45”{ ANAB 6 Anableps anableps Anablepidae Cyprinodontiformes Baixo ltapecuru GYM 3 Gymnotus carapo Gymnotidae Médio ltapecuru
ANAB 2 Anableps anableps Anablepidae Cyprinodontiformes Baixo ltapecuru ﬂ GYM 08 Gymnotus carapo Gymnotidae Médio ltapecuru
o0 ANABQ9 L Anableps anableps Anablepidae Cyprinodontiformes Baixo ltapecuru
100] ANAB11 L Anableps anableps Anablepidae Cyprinodontiformes Baixo ltapecuru

100- ANAB10 L Anableps anableps Anablepidae Cyprinodontiformes Baixo

) 100 |ARI 01 Hexanematichthys couma Ariidae Médio Itapecuru
ARI 4 Hexanematichthys couma Ariidae Baixo Itapecuru

100 ARI 5 Hexanematichthys couma Ariidae Baixo Itapecuru
J‘: PSEUD 01 H Pseudauchenipterus nodosus Auchenipteridae = ARI 2 Hexanematichthys couma Ariidae Baixo Itapecuru
PSEUD 02 H Pseudatichenipterus nodosus Auchenipteridae ARI 06 Hexanematichthys couma Ariidae Baixo Itapecuru

% ARI 07 Hexanematichthys couma Ariidae Baixo ltapecuru

1001 ARI 08 Hexanematichthys couma Ariidae Baixo Itapecuru
ARI 10Hexanematichthys couma Ariidae Baixo Itapecuru

Figura 8. Dendrogramas de Neighbor-Joining com 1000 réplicas de bootstrap das sequéncias de COI
de quatro espécies que apresentaram medias de distancias genéticas intraespecificas (Kimura 2
parametros) superiores a 3%. A) Espécie Anableps anableps; B) Espécie Gymnotus carapo; C)
Espécie Pseudauchenipterus nodosus e D) Espécie Hexanematichthys couma.

Anableps anableps, conhecida como tralhoto, apresentou elevado valor
de divergéncia entre seus espécimes, com variacdo de 0 a 11,61% (Tabela 3)
formando dois clados (Figura 8A). Para este taxon evidenciou-se valor superior ao
citado como limite de delimitacdo de espécie, apontando para ocorréncia de mais de
uma espécie identificadas como A. anableps para o baixo Itapecuru.

As duas de amostras Gymnotus carapo (Figura 8B) agruparam com
100% de bootstrap e com distancia genética de 8,09% (Tabela 3) quando
submetidas a analise de identificacdo por indice de similaridade no BLAST e
BOLDSystems. Uma mostrou 97,91% similar a Gymnotus chaviro e 97,87% com
Gymnotus pantanal, enquanto que a outra amostra mostrou-se similar com G.
carapo com indices que variaram de 98,55 a 99,19%. Estes dados reforcam a
necessidade de incorporacdo de mais exemplares na analise para essa espécie,
assim como nova checagem por especialistas levando em consideragéo nao apenas
caracteres externos como também a informacéo genética o que também se aplica as
amostras identificadas como Pseudauchenipterus nodosus representada por dois
espécimes em que mostrou divergéncia de 3,67% (Figura 8C e Tabela 3) estas ndo
apresentaram similaridades significativas quando analisadas nas plataformas BLAST
e BOLSystems.



Tabela 3. Distancias genéticas (Kimura 2 Parametros) de amostras que apresentaram medias intraespecificas superior a 3% em diferentes taxons dos
peixes da bacia do Rio Itapecuru, MA.

Espécie Distancia intraespecifica (%)
Numero de Distancia inter- Distancia intra-

Minima Média Maxima subclados subclados (%) subclados (%)
Anableps anableps 0 6,56 11,61 2 5,89 a 11,61 0a6,30
Gymnotus carapo - 8,09 - 2 8,09 -
Pseudauchenipterus nodosus - 3,67 - 2 3,67 -
Hexanematichthys couma 0 3,23 5,96 2 4,12 a 5,96 0a4,50
Leporinus piau® 0 3,68 4,00 2 3,51 a4,00 0a0,11

*= 0s valores correspondem ao subclado constituido pela maioria das amostras de Leporinus piau, excluindo o espécime que ficou fora do agrupamento.
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As amostras de Hexanematichthys couma agruparam com 100% de
bootstrap com a formacao de dois subclados com distancia genética variando de 0 a
5,96% (Figura 8D e Tabela 3) com media de 3,23%. Quando analisadas as
amostras por constituicdo de clado, as amostras que constituiram o primeiro clado
apresentaram distancia genética de 0%, enquanto que as amostras do segundo
clado revelaram distancia genética de 0 a 4,50% com média de 1,76%. Essa
elevada divergéncia reflete a necessidade de concatenacdo de informacdes
morfologicas e genéticas na determinacdo do status especifico para minimizar as
constantes revisdes taxondomicas.

Leporinus piau revelou um padrdo de diferenciacdo genética com uma
média de distancia genética de 1,67% (Anexo B), uma vez que as que a maioria das
amostras constituiram um clado subdivido em dois subclados, a distancia entre eles
variou de 0 a 4% e média de 3,68%. Uma amostra ndo mostrou similaridade com
nenhuma outra ficando de fora do agrupamento (Figura 9) divergindo das demais em
11,53 a 12,98% com média de 11,33%. Quando analisadas médias dentro de cada
subclado, o primeiro subclado mostrou uma divergéncia intra-subclado de 0%, para
0 segundo subclado foi evidenciado uma divergéncia variando de 0 a 0,48 (dado néo
mostrado) com média de 0,11% (Tabela 3).
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LEP 5 Leporinus piau Anostomidae Baixo ltapecuru
LEP 17 Leponnus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEF 3 Leponinus piau Anostomidae Baixo ltapecuru
LEP 16 L eponinus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 4 [ eporinus piau Anostomidae Baixo ltapecuru
LEP 08 Leponnus piau Anostomidae Médio ltapecuru
LEP 47 L eponnus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 25 Leporinus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 21 Leporinus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 49 [ eponnus piau Anostomidae Meédio ltapecuru
LEP 45 Leporinus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 18 Leponnus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 20 Leporinus piau Anostomidae Alto ltapecuru

LEFP 15 Leponinus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 46 [ eporinus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 11 Leponnus piau Anostomidae Médio ltapecuru
LEP 01Lepornus piau Anostomidae Baixo ltapecury
LEP 7 Leporinus piau Anostomidae Médio ltapecuru
LEP 2 [ eporinus piau Anostomidae Baixo ltapecuru
” LEP 06 Leporinus piau Anostomidae Baixo ltapecuru

LEP 53 Leporinus piau Anostomidae Médio ltapecuru

PIAU 8 Leporinus prau LEP 89 Anostomidae Baixo ltapecuru
LEP 23 [ eporinus piau Anostomidae Alto ltapecuru

*l prav 4 Leporinus piau LEP 88 Anostomidae Baixo ltapecuru

LEP 12 [ eporinus piau Anostomidae Médio ltapecuru
LEP 48 [ eponnus piau Anostomidae Médio ltapecuru
100 LEP 80 Leponinus piau Anostomidae Baio ltapecuru

- LEP 30 Leponinus piau Anostomidae Alto ltapecuru
LEP 66 Leporinus piau Anostomidae Baixo ltapecuru

. LEP 61 Leponnus piau Anostomidae Baixo ltapecuru

pr LEP 51 Leponinus piau Anostomidae Médio ltapecuru

LEP 62 Leponinus piau Anostomidae Baixo ltapecuru

LEP 105 Leponnus piau Anostomidae Medio ltapecuru

LEF 13 Leporinus piau Anostomidae Média ltapecuru

Figura 9. Dendrograma de Neighbor-Joining com 1000 réplicas de bootstrap das sequéncias
Leporinus piau que mesmo apresentando média de distancia genética intraespecifica (Kimura 2
Parametro) inferior a 2% revelaram um valor alto quando comparado sequéncia par a par.
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4.1 ESPECIES QUE PASSARAM POR REVISAO

A espécie H. couma além de mostrar distancias entre seus espécimes,
neste estudo foi adotado a nova nomenclatura. Em 2003, Marceniuk e Ferraris
reconheceram o0 género Sciades validado por Castro-Aguirre et al. (1999) e o
consideraram como sindnimo sénior do género Hexanematichthys. No ano seguinte
Kailola (2004) baseado em exames de espécies-tipo, reconheceu o género Sciades e
acrescenta ao género sete espécies dentre elas Hexanemathichthys couma. Logo a
nomenclatura vélida para a espécie referida por Barros et al. (2011) para Bacia do Rio
Itapecuru é Sciades couma e ndo H. couma.

A. rugispinis foi incluida no género Arius por Taylor e Menezes (1977)
permanecendo por anos, em 2004 foi removida para o género Notarius por Betancur e
Acero. No entanto, caracteristicas como auséncia de bifurcacdo na regido caudal da
linha lateral, auséncia de dentes associados com processo vomer, entre outros
caracteres levaram Marceniuk e Menezes (2007) a criagdo do género Amphiarus e
adicao de A. rugispinis neste género. O Parauchenipterus é considerado por Ferraris
(2003) como um género sindnimo de Trachelyopterus e relaciona as espécies do
género Parauchenipterus dentro desde ultimo. Com isso adotamos as novas
nomenclaturas para espécies como sugerido pelos autores, uma vez que estas ja se

encontram atualizadas no FishBase (www.fishbase.com).



http://www.fishbase.com/
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento da estratégia DNA barcoding tem como funcao
essencial a identificacdo correta de um individuo dentro de uma espécie. Contudo, o
gene COI também vem sendo usado com bastante frequéncia em estudos
filogenéticos e filogeograficos por apresentar regibes varidveis suficientes para
andlises de grupos taxonomicamente relacionados (SAHLS; NYBLOM,
2000;HEBERT et al., 2003; BLAXTER, 2004), principalmente para crustaceos e
moluscos (COX, 2001; HEBERT, 2003; HARRISSON, 2004, TESKE et al., 2007),
assim como em trabalhos filogeograficos de peixes (BRYKOV et al., 2003).

Apéds passar mais de uma década da hipétese de Hebert et al. (2003) de
qgue um fragmento de DNA (COI) seria capaz de identificar uma espécie, diversos
valores de corte baseados em distancias intraespecificas foram propostos para
delimitacdo do nivel de espécie, como por exemplo, de 1% (RATNASINGHAM;
HEBERT, 2007), valores 10x da média intraespecifica (HEBERT et al., 2004),
barcoding gap (MEYER; PAULAY, 2005). No entanto, os valores de limite do nivel de
espécie, 2% e 3% sdo comumente adotados em estudos de peixes neotropicais
(LARA et al., 2010; CARVALHO et al., 2011, MABRAGANA et al., 2011; PEREIRA et
al., 2011a; PEREIRA et al., 2011b; PEREIRA et al., 2013; HUBERT et al., 2015), com
isso também foram adotados neste estudo evidenciando 59 espécies confirmacéo a
identificacdo morfolégica.

Em nossos resultados, a média de distancia genética intraespecifica foi
significativamente inferior a interespecifica, o que ressalta a precisdo da técnica, uma
Vez que seu sucesso baseia-se nessa diferenca, caracterizando o barcoding gap.

Para A. anableps, uma espécie estuarina-residente, em estudos sobre
estruturacdo genética de suas populacdes na costa norte e nordeste amazonica do
Brasil mostrou uma alta divergéncia genética entre suas populacées apontando
quatro linhagens mitocondriais distintas relacionadas a quatro regides biogeograficas
também distintas. Segundo os autores a estruturacdo das populacdes se deve a
acontecimentos do Holoceno que representaram um forte impacto sobre os habitats
costeiros, limitando conectividade e promovendo a divergéncia genética de varias
espécies fazendo dos estuarios uma barreira para fluxo genético entre populacdes de
muitas espécies como A. anableps (WATANABE et al.,2014).

No estudo de Watanabe et al. (2014), a populagéo da baia de S&o Marcos

(Maranh&o) constituiu a linhagem Caeté-Parnaiba com significativo fluxo génico entre
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as populacdes. Neste cenario, a elucidacao da alta distancia genética em A. anableps
do baixo Itapecuru depende o0 aumento do numero amostral bem como a utilizacdo de
mais marcadores genéticos que confirmem que de fato se trata de uma espécie (em
diferenciacédo) ou trata-se de espécies distintas que foram identificadas como sendo
uma so.

Em G. carapo, além de mostrar uma alta divergéncia entre as duas
amostras, um espécime revelou similaridade com G. pantanal quando analisadas no
BLAST e BOLD o que torna ainda mais dificil inferir qualquer resposta, tendo em vista
que sao espécies de identificacdo complexa e pela pequena quantidade de amostras
usadas em nosso trabalho. Henriques (2010) observou que, de quatro espécies do
género (Gymnotus pantherinus, Gymnotus sylvius, Gymnotus carapo e Gymnotus
inaequilabiatus) somente G. pantherinus constitui um clado definido, as demais
espécies evidenciaram uma sobreposicdo. Vale ressaltar que as espécies do género
Gymnotus sdo de dificil identificacdo por conta da grande similaridade morfolégica
levando a inferéncias taxonémicas errbneas, o que pode ser a razdo da sobreposicdo
observada.

A separacdo de espécimes de A. couma em subclados com altos valores
de bootstrap e distancias superiores a 3%, assim como A. anableps, reflete a
necessidade de uma adequacgéo nos processos de identificacdo reunindo informacdes
morfolégicas e moleculares na determinacéo do status especifico para minimizar esta
problematica.

Altas distancias reveladas entre espécimes identificados como L. piau
separando-os em dois grupos também foram reveladas no estudo de Fraga et al.
(2014) usando um fragmento do gene mitocondrial rRNA 16S. Estes autores
analisando amostras de L. piau da Bacia do Rio Itapecuru encontraram 10 hapl6tipos
com uma variacao de 0,2 a 1,9% de divergéncia genética, sugerindo que esta espécie
esteja passando por um processo de diferenciacdo genética, porém, ainda sem
estruturacdo populacional. Chiari e Sodré (1999) estudando a variabilidade genética
de cinco espécies da familia Anostomidae (Schizodon intermedius, Schizodon
nasutus, Leporinus friderici, Leporinus elongatus e Leporinus obtusidens) do Rio
Tibagi com uso de sete sistemas de proteinas (isoenzimas) verificou alta taxa
polimorfismo variando de 16,7 (S. intermedius) a 36,9% (L. friderici) indicando um
elevado indice de diferenciagdo. Olivatti et al. (2011) fazendo caracterizagéo de L.

friderici com marcadores microssatélites revelou altos valores de heterozigosidade



38

(0,54) e diversidade genética (0,750) corroborando a hip6tese de diferenciagdo em
peixes do género Leporinus.

Leporinus € um dos géneros da familia Anostomidae com maior numero de
espécies validas (GARAVELLO; BRITSKI, 2003). Por outro lado, as espécies deste
género constantemente tem passado por revisbes decorrentes das relagdes
ecolédgicas e taxondmicas pouco esclarecidas, provavelmente havendo um numero
incerto de espécies descritas (KRINSKI; MIYAZAWA, 2013). Portanto, inferéncias de
dados moleculares podem auxiliar a taxonomia tradicional na resolucédo de incertezas
taxondmicas dentro deste grupo.

Em todos os casos destacam-se a necessidade de uma interacdo de
abordagens de diferentes caracteres, moleculares, morfolégicos e/ou dados de
isolamento reprodutivo, com intuito de obter respostas mais consistentes da
existéncia de possiveis linhagens coespecifica ou tratar-se de novas espécies até
entdo nao confirmadas (DAYRAT, 2005).

A identificacdo das espécies de peixes para a Bacia do Rio Itapecuru
atraves da ferramenta de DNA barcoding € imperativa ndo somente pela importancia
referente ao conhecimento cientifico, mas também na quantificacdo da exploracéo de
populacdes naturais, fiscalizacdo do comercio, podendo minimizar fraudes e
substituicdo de espécies em transacfes comerciais, principalmente as protegidas,
bem como na certificacdo de produtos processados que venham ser comercializados
(CARVALHO et al., 2008; SMITH et al., 2008). O sucesso dessa ferramenta baseia-se
na diferenca entre as divergéncias genéticas intra e interespecificas (HEBERT et al.,
2003; HEBERT et al., 2004; MEYER e PAULAY, 2005).

Neste estudo, foi confirmada a eficiéncia do gene COI como cddigo de
barras de DNA, pois em analises de um grande numero de exemplares estudados foi
possivel a identificacdo e discriminacdo de mais 90% das espécies estudadas para a
Bacia do Rio Itapecuru, assim como em outros trabalhos em que peixes de agua doce
puderam ser identificados pela abordagem do DNA barcoding (HUBERT et al., 2008;
CARVALHO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2013; BELLAFRONTE et al., 2013; ). Vale
ressaltar que para cinco espécies analisadas neste estudos néo foram inferidos dados
de sua ocorréncia para Bacia do Rio Itapecuru no levantamento de Barros et al.
(2011).

Considerando que esta bacia, a exemplo das demais bacias hidrogréaficas

brasileiras apresenta um alto grau de endemismo ictiofaunistico, sendo importante o
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conhecimento sobre a ocorréncia das espécies antes mesmo que estas venham
desaparecer, uma vez que os rios do Maranhdo estdo sob fortes acdes antrépicas

gue acarretam inUmeras alteracdes/destruicdo dos ecossistemas aquaticos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados confirmam que um grande numero de espécies pode ser
separado pelas analises de DNA barcoding, como foi proposto por Hebert et al.
(2003), uma vez que:

¢ Identificaram e discriminaram sem ambiguidade a maioria das espécies
de peixes estudadas;

e Mais de 90% das espécies, as distancias genéticas intraespecificas
confirmaram a identificacdo de espécies reconhecidas por caracteristicas
morfolégicas com valores de inferiores a 3%. No entanto, para as espécies Sciades
couma, Gymnotus carapo, Anableps anableps, Pseudauchenipterus nodosus e
Leporinus piau torna-se necessario a utilizacdo de outros marcadores e aumento do
namero amostral para inferéncias sobre suas taxonomias;

e A geracao da biblioteca de dados de DNA barcoding de espécies da
Bacia do Rio Itapecuru evidencia a ocorréncia de pelo menos 59 espécies
identificadas tanto pela taxonomia morfolégica como pela molecular.

e As sequéncias barcoding geradas e depositadas no BOLD séao
importantes para consolidacao da técnica como um sistema global de identificacdo

da biodiversidade, servindo como apoio para estudos futuros.
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Anexo A. Percentual de Similaridade das espécies da bacia do Rio Itapecuru, MA com espécies

presentes no BoldSystems e Blast.

Identificacao

Ordem Cédigo Taxondmica Molecular: BOLD/BLAST
Characiformes ACES Acestrorhynchus cf lacutris Acestrorhynchus sp (99.82)
Acestrorhynchus cf. falcatus (99.62)
SARD Triportheus signatus Triportheus signatus (98.76)
Triportheus nematurus (98.76)
COR Charax sp Charax gibbosus (98.84)
PIAB Bryconops sp Bryconops affinis (99.2)
CuT Prochilodus lacustris Prochilodus nigricans (99.67)
Prochilodus rubrotaeniatus (99.5)
Prochilodus lineatus (98.84)
Prochilodus costatus (98.48)
PIB Serrasalmus rhombeus Serrasalmus rhombeus (99.35)
PIR Pygocentrus nattereri Pygocentrus nattereri (99.11)
TAMB Colossoma macropomum Colossoma macropomum (100)
PACU Metynnis maculatus Metynnis maculatus (99.68)
TRA Hoplias malabaricus Hoplias malabaricus (97.44)
LEP Leporinus piau Leporinus sp04 (99.49)
Leporinus venerei (99.15)
Leporinus sp15 (99.15)
Leporinus sp06 (100)
Leporinus friderici (99.52)
Leporinus sp10 (99.2)
Leporinus elongatus (98.83)
SCH Schizodon dissimilis Schizodon sp03 (99.15)
BRAN Psectrogaster rhomboides Psectrogaster rutiloides (97.4)
Curimata macrops Curimata cyprinoides (98.33)
Siluriformes MANDI Pimelodella sp Pimelodella vittata (99.49)
RHA Rhamdia quelen Rhamdia quelen (97.81)
ARU Arius rugispinis Notarius rugispinnis (99.69)
AUCH Auchenipterus menezesi Auchenipterus osteomystax (99)
AUCH/AGEN Ageneiosus ucayalensis Ageneiosus ucayalensis (99.83)
AUCH/AGEN Ageneiosus inermis Ageneiosus inermis (98.8)
AUCH/PAR Trachelyopterus galeatus Trachelyopterus galeatus (99.18)
CORRO Platydoras brachylecis Platydoras costatus (97.12)
MDOU Pimelodus blochii Pimelodus blochii (97.63)
FASC Pseudoplatystoma cf punctifer Pseudoplatystoma fasciatum (98.71)
PATO Sorubim lima Sorubim lima (97.78)
BODO Hypostomus sp Hypostomus boulengeri (97)
Perciformes CORV Plagioscion squamosissimus Plagioscion squamosissimus (99.85)
CENT Centropomus parallelus Centropomus parallelus (100)
CREN Crenicichla menezesi Crenicichla menezesi (98.96)
CICH Oreochromis niloticus Oreochromis niloticus (100)
CARA Geophagus parnaibe Prochilodus nigricans (99.6)
Aequidens tetramerus Cichlasoma bimaculatum (98.42)
Aequidens tetramerus (98.1)
Cichlasoma orientale Cichlasoma orientale (99.83)
Gymnotiformes STER Sternopygus macrurus Sternopygus sp (97.7)
Sternopygus macrurus (97.22)
GYM Gymnotus carapo Gymnotus carapo (99.19)
Gymnotus chaviro (97.89)
Gymnotus pantanal (97.85)
APTE Apteronotus cf albifrons Apteronotus cf. albifrons (99.29)
Apteronotus albifrons (99.22)
TUBI Rhamphichthys marmoratus Rhamphichthys rostratus (98)
Clupeiformes ANCH Anchoviella sp Prochilodus nigricans (99.03)
Anchoviella lepidentostole Anchoviella lepidentostole (99.67)
Beloniformes BEL Strongyrula marina Hoplias malabaricus (98.13)
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Anexo B. Médias de distancias genéticas (Kimura 2 Parametro) interespecifico (abaixo da diagonal) e intraespecifica (diagonal) da ordem Siluriformes da

bacia do Rio Itapecuru, MA.

Espécies Médias Distancias genética (%)
1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1.Pimelodella sp 0,06
2.Amphiarius ruspispinis 18,56 -
3.Sciades couma 21,54 12,27 03,23
4.Achenipterus menezesi 22,19 19,26 18,83 -
5.Ageneiosus ucayalensis 20,71 18,33 21,06 17,13 0,67
6.Ageneiosus inermis 18,43 17,24 20,07 19,63 08,20 0,13
7.Trachelyopterus galeatus 18,80 17,57 16,10 17,73 18,40 16,00 0,18
8.Pseudauchenipterus nodosus 21,57 22,33 23,02 23,23 25,71 23,25 21,66 03,67
9.Hassar affinis 20,07 18,70 21,71 21,47 18,74 16,74 21,24 26,11 0,05
10.Platydoras brachylecis 21,35 19,44 21,67 21,79 18,84 19,32 21,92 24,82 16,39 01,09
11.Pimedodus blochii 20,11 20,45 22,31 18,07 18,35 18,63 18,27 27,45 20,46 21,00 0,11
12.Pimelodus ornatus 22,39 21,72 2356 22,69 22,01 20,44 19,95 26,33 22,06 23,59 16,22 0
13.Pseudoplatystoma cf punctifer 19,50 20,72 18,86 19,68 20,71 18,89 19,22 24,18 18,30 20,35 14,32 18,03 0,13
14.Sorubim lima 19,12 20,03 20,02 22,08 21,42 20,70 18,26 28,27 22,08 24,40 15,57 20,26 12,66 0
15.Hemisorubim platyrhynchos 22,47 20,96 20,75 21,93 23,35 21,51 21,45 26,91 20,88 23,37 1563 19,97 15,77 1850 O
16.Rhamdia quelen 14,82 19,23 20,72 20,15 20,12 18,22 18,35 23,44 21,67 21,13 18,83 21,39 17,78 1850 19,02 0,76
17.Pimelodella parnahybae 11,55 20,64 22,27 20,66 21,18 19,65 19,35 23,20 22,15 23,72 20,68 23,71 17,51 19,33 21,08 13,26 0,08
18.Trichomycterus sp 21,94 19,06 20,95 22,00 21,76 20,36 19,44 23,97 20,82 22,09 20,95 23,18 21,11 21,61 22,23 23,22 23,30 0,19
19.Hypostomus sp 20,69 22,42 21,94 23,70 25,79 22,65 21,23 27,04 22,13 27,64 20,15 22,34 21,29 22,16 21,11 22,44 24,23 24,07 0,05
20.Loricaria sp 19,94 20,75 22,38 24,94 24,19 22,30 23,91 26,06 24,05 25,92 22,40 22,64 21,86 23,39 24,39 21,40 20,82 22,89 20,45 01,35
21Loricariichthys acutus 18,33 20,09 18,73 22,27 21,58 19,45 21,09 24,04 20,62 21,27 20,95 21,45 17,94 22,27 22,37 20,59 19,69 22,06 16,50 10,87 0,19
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Anexo C. Médias de distancias genéticas (Kimura 2 Parametro) interespecifico (abaixo da diagonal) e intraespecifica (diagonal) da ordem Characiformes

da bacia do Rio Itapecuru, MA.

Espécies Média de Distancia genética (%)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1.Prochilodus lacustris 0
2.Cynodon gibbus 1952 0
3.Triportheus signatus 21,50 23,83 01,18
4.Serralmus rhombeus 20,32 20,87 23,86 0
5.Pygocentrus nattereri 19,76 21,11 22,89 04,25 0,59
6.Colossome macropomus 21,04 21,72 2525 18,20 1857 O
7.Psetrogaster rhomboides 19,78 23,53 26,41 23,64 23,59 20,38 0
8.Curimata macrops 19,54 23,52 25,61 23,71 23,76 21,56 14,95 0,51
9.Myloplus sp 19,32 20,04 25,17 16,26 14,68 17,74 21,24 21,19 0,15
10.Metynnis maculatus 17,52 20,40 22,26 14,39 1512 16,84 21,09 24,18 17,86 0
11.Charax sp 20,29 24,08 22,10 22,28 22,24 22,13 23,80 25,97 23,39 22,85 O
12.Roeboides sazimai 20,44 18,72 21,63 22,53 21,66 24,83 23,04 23,82 24,38 22,85 11,89 0,65
13.Bryconops sp 23,36 25,55 23,91 23,32 23,24 22,49 24,15 27,12 23,55 2505 24,54 24,24 0,62
14.Nonnostumus becford 23,15 24,30 25,05 23,25 23,34 2595 23,74 28,38 24,46 2591 22,76 21,27 23,23 02,08
15.Steindacherina notonota 21,20 27,04 24,12 21,09 20,71 22,02 14,25 18,95 23,10 20,52 24,19 27,32 2567 23,72 0,14
16.Hemigrammus guyanesis 18,66 21,50 23,33 20,64 22,27 23,37 18,34 19,83 21,62 21,18 21,27 20,06 22,41 24,20 19,98 01,54
17.Acestrorhynchus cf lacutris 23,80 29,33 26,59 26,14 2543 2552 26,21 29,55 24,51 28,27 2504 26,31 2571 24,84 2623 2563 0,7
18.Hoplias malabaricus 21,01 19,79 24,25 22,35 22,63 21,74 20,92 24,41 21,50 19,64 21,05 19,20 23,80 25,30 22,70 21,02 2595 0,43
19.Hemiodus agenteus 35,73 41,27 39,94 37,06 3580 41,27 38,45 37,91 36,60 37,95 39,36 38,75 39,29 39,66 38,97 35,63 39,19 36,73 -
20.Leporinus piau 16,21 20,60 22,17 18,29 17,78 20,87 18,35 18,74 18,91 18,59 21,70 21,08 22,91 22,90 19,89 18,35 24,72 21,50 32,36 01,67
21.Schizodon dissimilis 20,44 23,05 24,33 20,70 20,68 22,72 20,67 22,82 20,21 20,48 24,37 23,84 23,05 24,21 22,03 21,24 26,07 24,5 36,74 14,90 01,27




Anexo D. Médias de distancias genéticas (Kimura 2 Parametro) interespecifico (abaixo da diagonal) e intraespecifica (diagonal) das ordens
Gymnotiformes, Perciformes, Mugiliformes,Clupeiformes, Cyprinodontiformes, Synbranchiformes e Pleuronechitiformes da bacia do Rio Itapecuru, MA.

Espécies Média de Distancia genética
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1.Sternopygus macrurus 0,6
2.Gymnotus carapo 21,42 08,09
3.Apteronotus cf albifrons 23,16 22,47 0,19
4.Rhamphichthys marmoratus 24,84 24,80 28,10 O
5.Plagioscion squamosissimus 26,06 25,74 28,99 27,50 0,04
6.Pachypops fourcroi 27,17 25,43 29,48 26,21 19,19 0,11
7.Centropomus parallelus 26,72 24,28 29,53 30,87 26,52 24,79 0,11
8.Crenicichla menezesi 31,64 29,93 33,26 35,89 32,44 28,26 29,20 0,43
9.0rechromis niloticus 27,32 25,01 26,64 23,14 24,36 25,34 24,78 28,54 -
10.Geophagus parnaibae 22,91 23,15 29,81 24,24 22,00 26,85 25,01 30,46 22,69 O
11.Aequidens tetramerus 24,10 26,18 30,21 26,74 26,39 24,64 26,44 27,50 20,17 27,99 0,69
12.Cichlasoma orientale 24,89 22,78 30,35 25,76 25,55 24,87 28,11 25,80 22,35 26,87 14,46 0,19
13.Apistogramma sp 27,83 25,98 26,62 27,50 30,85 30,45 27,19 29,74 25,34 25,10 25,39 27,78 -
14.Mugil incilis 29,15 25,54 28,95 27,70 20,53 21,09 28,63 30,79 22,01 22,36 27,95 25,73 30,89 0,14
15.Achoviella sp 26,37 23,10 31,33 29,11 24,85 27,46 27,32 32,48 25,02 20,12 29,58 28,43 30,85 25,67 -
16.Anchoviella lepidentostole 27,51 23,31 31,15 28,98 24,16 29,76 28,27 30,03 26,25 24,12 28,68 26,85 31,14 26,82 14,51 0,73
17.Rivulus sp 28,10 27,06 31,24 27,41 29,78 28,31 27,87 30,88 29,02 26,15 26,20 28,87 30,08 29,06 26,42 29,15 0,15
18.Anableps anableps 27,85 28,52 31,91 32,84 28,63 29,56 27,74 3520 26,21 28,74 25,82 29,67 30,29 29,56 27,09 31,13 26,61 06,56
19.Synbranchus sp 30,89 25,90 31,59 28,08 27,37 26,58 26,77 29,83 23,22 27,63 27,32 27,70 28,91 27,90 27,50 26,23 27,53 30,72 -
20.Sinbranchus marmoratus 29,92 26,67 30,94 30,23 28,73 27,22 29,06 34,04 25,35 26,48 27,97 29,74 31,86 29,13 26,65 29,91 27,88 29,22 10,71 0,08
21.Strongylura marina 24,31 25,25 28,55 27,78 24,53 22,44 24,12 29,86 26,26 22,00 26,34 24,20 29,75 25,19 25,66 24,26 28,47 28,04 28,20 28,19 01,14

22.Apionichthys dumerili 26,28 23,38 28,61 26,11 25,03 24,51 22,97 30,19 24,28 23,65 28,10 27,22 30,40 24,72 22,30 25,71 24,94 28,24 24,91 25,73 26,07 01,5
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