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1. Introducéo

O rio Amazonas forma a maior bacia hidrografica do mundo, contendo a maior diversidade de peixes de
agua doce do planeta, estimando-se uma quantidade de 5000 espécies (Vari e Malabarba 1998).

Com o decorrer dos anos, a regiao Norte passou a ser uma importante fonte de recursos pesqueiros para
o0 pais, se destacando das demais regides.

A importancia da pesca na Amazénia deve-se a trés fatores: o consumo da populagéo ribeirinha residente
na varzea amazonica, que geralmente ndo entra nas estatisticas do governo; o consumo da populagdo
dos centros urbanos regionais, que tem no pescado uma consideravel fonte de proteinas; e o consumo do
setor industrial (McGrath et al. 1998; Oliveira e Cunha 2000).

Os grupos de peixes, mas comercializados na Amazonia, podem ser divididas em dois grandes grupos:
peixes de escamas, os representantes dos Characiformes, Osteoglossiformes, Perciformes e lupeiformes,
e peixes lisos, os bagres da ordem Siluriformes (Barthem e Goulding 1997; Lowe-Mcconnel 1999).

Os bagres em geral (Siluriformes), também conhecidos como peixes “lisos” ou de “couro” representam
cerca de 55% da captura total de peixes na regido. Dentro deste percentual, 95% da captura é feita em
cima de cinco espécies da Familia Pimelodidae (FAO-COPESCAL 2000).

Existem problemas na utilizagdo dos recursos pesqueiros na regido. Um dos mais frequentes esta na
identificacdo para fins de fiscalizagdo, exportacdo e comércio (Santos e Santos 1997).

De acordo com as publicacdes do IBGE (1993, 1994), ndo ha existéncia de dados estatisticos e
informagbes cientificas sobre a pesca nos diagnésticos econdmicos, informes ecolégicos ou até
publica¢@es turisticas sobre a regiéo.

Uma opcédo de resolugdo para esta questdo baseia-se em uma ferramenta sugerida denominada “DNA
Barcode”, ou cédigo de barras de DNA (Hebert et al. 2003). Esta ferramenta prop8e a utilizagdo de um
gene mitocondrial, Citocromo Oxidase Subunidade | (COIl), que faz parte do complexo génico codante de
proteinas transmembranares, envolvidas no transporte elétrico e catélise da cadeia respiratéria de
organismos eucariotos, sendo esta trabalhada em estudos de populacédo, variabilidade genética e
filogenia.

O presente estudo visou, sob o ponto de vista genético, identificar 26 espécies da Familia Pimelodidae,
duas da familia Auchenipteridae, uma Doradidae, uma Callichthyidae, uma Loricariidae e uma da Ariidae
(Siluriformes), totalizando 32 espécies de Siluriformes de valor comercial na Amazbnia brasileira,
utilizando as sequéncias nucleotidicas do gene mitocondrial COIl, e assim verificar a sua eficiéncia na
identificacéo.

2. Material e Métodos

Foram analisados 362 exemplares (entre 1a 42/espécie) distribuidos em 32 espécies amostradas em 26
localidades da Amazédnia (Figura 01) . Foram adicionadas nas andlises cinco espécies retiradas do
GenBank.

N° Localidade
1 Belém

2 Tocantins

3 Itaipava

4 Altamira

5 Santarém

6 Oriximina

7 Nhamunda
8 Borba

9 Manicoré
10 Humaita
11 Porto velho
12 Guajara Mirim
13 Rondénia
14 Iranduba
15 Manaus

16 Boa vista
17 [S&o Gabriel da Cachoeira
18 Manacapuru
19 Labrea

20 Coari

21 Tefé

22 Eirunepé
23 Cruzeiro do Sul
24 Amana

25 Tabatinga
26 Leticia

Figura 01 — Localizacdo dos 26 pontos de coleta de 362 exemplares das 32 espécies de peixes
(Siluriformes) de valor comercial para obtencdo do cédigo de barras de DNA.
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O material biol6gico foi conservado em alcool 95% e depositado na Colegdo de Recursos Genéticos do
INPA. A extracdo de DNA foi feita seguindo o protocolo com Fenol-Cloroférmio (Sambrook et al. 1989).

A amplificagdo do material extraido foi realizada seguindo as condi¢des de concentragédo de reagentes e
de termociclagem descrito em Ortiz (2010). Foram utilizados como iniciadores os primers descritos por
Ward et al. (2005). O sequenciamento de DNA foi realizado com o kit BigDye 3.1® Terminator v3.1
(Applied Biosystems) e os primers M13 e primer R3 de acordo com Platt et al. (2007). O produto da
reacdo de sequenciamento foi eletroinjetado no analisador automatico de DNA ABI 3130xI DNA
Analyzer (Applied Biosystems). Apés obtida a matriz alinhada e editada, foi gerada uma arvore de
distancia genética utilizando o algoritmo de Neighbour-joining juntamente com o modelo de evolugdo
molecular Kimura-2-parametros. Essas estimativas foram geradas com o auxilio do programa MEGA 5.0
(Tamura et al. 2007).

3. Resultados e Discusséo

Foi gerada uma matriz com 371 sequéncias representando as 32 espécies, 23 géneros e 6 familias da
ordem Siluriformes. A composicdo média das bases nitrogenadas adenina (A), timina (T), citosina (C) e
guanina (G) da citocromo oxidase | foi de 26.7%, 27,9%, 27.3% e 18% respectivamente.

Todos os haplétipos obtidos foram comparados com espécies provenientes do BOLD. Um total de 9
espécies (Arius parkeri; Brachyplatysoma juruense; B. capapretum; B. tigrium; Calophysus macropterus;
Hypophthalmus marginatus; H. fimbriatus; H. edentatus e Leiarius marmoratus) ndo apresentaram
compatibilidade com as sequéncias do BOLD. Sendo entdo consideradas como o primeiro registro para o
banco de Dados publicos em questéo.

Foi possivel distinguir algumas espécies com essa ferramenta. Trachelyopterus.sp apresentou
semelhanca de 99,06 % com T. galeatus. A espécie Hemisorubim sp apresentou um baixa porcentagem
de semelhanca com H. platyrhynchos, 94%. A distancia entre as duas espécies foi de 6% caracterizando
ser outra espécie do mesmo Género. Faz-se necessario analisar o voucher das espécies para ter uma
maior confiabilidade nos dados encontrados.

Um total de 71 haplétipos (1-11 individuos/ espécie) estava presentes nas 32 espécies. Onze (P
hemiliopterus, A parkeri, S planiceps, P notatus, B tigrinum, B platynemum, B juruense, B capapretum, B
rousseauxii, He litorale, P sturio) ndo apresentaram variagdo intraespecifica e foram agrupados sob um
Unico haplétipo de sua propria espécie (Figura 02).

Todos os exemplares da mesma espécie foram agrupados conforme a &rvore NJ gerada com o0s
haplétipos (figura 02). Houve desvios de 20 espécimes representantes de duas espécies do género
Hypophthalmus (H. marginatus e H. edentatus). Foi observado a formag&o de um clado caracterizando o
género em questdo, porém houve a formacgéo de clados (morfotipos) bem distintos em cada uma das
duas espécies citadas anteriormente, todos eles apoiados por altos valores de bootstrap (98-100%).
Todos os morfotipos apresentaram uma baixa divergéncia intraespecifica, variado de 0,00% H.
marginatus morfotipo 1, até 0,60% H. edentatus morfotipo 2. Com excesséo do H. edentatus morfotipo 1
todos os clados apresentaram um alta divergéncia interespecifica variando de 10% H. marginatus
morfotipo 1 e H. margninatus morfotipo 2, até 1% H. edentatus morfotipo 1 e H. edentatus morfotipo 3,
sugerindo a presenca de pelo menos duas novas espécies no género.

Além disso, analises morfolégicas de H. edentatus e H. marginatus sugerem que essas duas espécies
sejam subdivididas em dois grupos cada uma, e que a espécie H. oremaculatus, de ocorréncia restrita a
bacia do Parand, seria na verdade um dos subgrupos de H. edentatus (Braga 2009).

A média de distancia genética foi de 0,11%, 9,62% e 20,90% sendo espécie, género e familia
respectivamente discriminando 96 % das espécies. Estes valores sdo consistentes com aqueles
encontrados na literatura. Valdez-Moreno et al. (2009) avaliaram os peixes de agua doce do México e
Guatemala e encontraram valores médios K2P de 0,45% (da mesma espécie) e 5,1% (congéneres),
discriminando 93% das espécies. Lara et al. (2010) avaliaram os peixes de agua doce de Cuba e
encontrou valores médios de 0,6% (da mesma espécie) e 9,1% (congénere), discriminando 96% das
espécies, enquanto Ward et al. (2009) analisaram os valores da divergéncia de espécies de peixes de
1088 disponivel em BOLD e encontrou valores médios K2P de 0,3% (coespecifico) e 8,4% (congéneres),
discriminando cerca de 97,5% das espécies. Keskin et al (2013) trabalhando com espécies de peixe da
Turquia, encontrou valores de 0,32 (coespecifico) e 9,62(congénere). Estes valores sdo semelhantes,
com aqueles encontrado no presente estudo, mostrando que tais valores pode ser um padréo para as
espécies de peixes. A menor distancia genética média interespecifica foi de 1%, observada entre
Pterygoplichlhys pardalis e P. dijusntivus e a maior foi de 30%, observada entre B. juruense e Callichthys
L. pectorale. A distancia média intraespecifica variou de 0,0% (B. filamentosum) a 1,58% (H. fimbriatus).
Segundo Ward et al. (2009) a proposta do DNA Barcode prop8e que as divergéncias intraespecificas
devem ser < 2% e a interespecificas devem ser > 2%.

O valor interespecifico das duas espécies em questao do género Pterygoplichlhys se mostrou muito baixo
para serem duas espécies distintas. Em estudos feitos por Si-Min Lin (2011) foi observado uma baixa
divergéncia interespecifica entre Pterygoplichlhys pardalis e P. dijusntivus, 0,91.

Uma possivel causa da porcentagem baixa entre congéneres é de que as espécies sdo jovens e que
possivelmente ainda compartilha haplétipos e ainda n&o tiveram muito tempo de evolugdo para separar
geneticamente uma da outra.
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Figura 02 Arvore Neighbour-joining, incluindo todos os haplétipos das 36 espécies pertencentes a 6
familias da ordem. Foram destacados para melhor visualizacdo o género Hypophthalmus, incluindo os
morfotipos formados e a 11 espécies que devidamente enumeradas que apresentaram apenas um
haplétipo.
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4. Concluséo
Os resultados confirmam a eficacia do uso da metodologia de cédigo de barras para ajudar a calibrar o
nosso conhecimento tradicional da diversidade de espécies e para melhorar a nossa capacidade de
identificar esta fauna megadiversa.

Foi possivel 96,0% das espécies analisadas concordando com a andlise taxondmica e morfoldgica. Além
disso, este estudo também mostrou a poténcia da utilizagdo de cédigo de barras sequéncias para
identificar espécies com baixa divergéncia interespecifica utilizando apenas a abordagem divergéncia
genética.

Foi observado que o Género Hypophthalmus possa ter pelo menos 2 novas espécies, sendo necessario a

revisao do grupo.
Finalmente, nosso estudo faz uma contribuicdo importante para a ictiofauna da bacia amazénica,
colaborando para o conhecimento e facilitando o manejo e a preservacéo das espécies estudadas.
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