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1. Introdução  

Os bagres amazônicos (Siluriformes), também conhecidos como peixes “lisos” ou de “couro”, representam cerca de 

55% da captura total de peixes na região amazônica, Batista e Alves-Gomes (2006). A dourada (Brachyplatystoma 

rousseauxii) destaca-se por ser a espécie mais pescada entre as espécies de bagres migradores mais exploradas 

na Amazônia, possuindo ampla distribuição na bacia amazônica, ultrapassa corredeiras e é encontrada em 
cabeceiras de muitos tributários (Barthem e Goulding 1997). A piraíba (Brachyplatystoma filamentosum) é um bagre 
da Família Pimelodidae e Possui uma ampla distribuição na Bacia Amazônica, presente entre os canais dos rios 
principais, incluindo os tributários de águas brancas, preta e clara, nos lagos de várzeas e na parte de água doce da 
foz amazônica (Barthem e Goulding 1997).  
Por possuir duas espécies conhecidas (B.filamentosum e B.capapretum), as piraíbas são diferenciadas através da 
dentição da pré-maxila e formato da nadadeira caudal, o que é dificultado pelo fato de muitos exemplares de piraíba 
chegarem descabeçados aos portos de desembarque pesqueiro (Lundberg e Akama 2005; Petrere Jr et al. 2005). 
Huergo et al. (2011) conseguiram a diferenciação molecular destas duas espécies de piraíba com base no 
sequenciamento da região controle do DNA mitocondrial de amostras coletadas ao longo da Amazônia Brasileira. 
Estes autores estipularam, com base na identificação molecular que a frequência média de captura das espécies 
pela pesca comercial e verificaram que 670 toneladas de B. capapretum podem ter sido capturadas como B. 
filamentosum nos anos de 2001 e 2004 em nove regiões da amazônia brasileira. 
Em estudos de populações A região controle do genoma mitocondrial é freqüentemente usada devido à alta 
variabilidade em suas sequências de nucleotídeos (Pereira, 2000). Com isso, em decorrência da dificuldade de 
identificação desses peixes nas feiras, frigoríficos e portos, além do fato desses peixes chegarem descabeçados, 
este projeto propôs discriminar geneticamente indivíduos de piraíba (B.filamentosum), piraíba preta (B. capapretum) 
e dourada (B. rousseauxii) de cinco localidades da Amazônia Brasileira (Belém, Tabatinga, Rio Madeira, Rio Branco 
e Tefé). 
 
2. Material e Métodos 

Foram utilizados 76 exemplares (entre 11 a 20/por localidade) de “piraíba” (Brachyplatystoma filamentosum ou 
Brachyplatystoma capapretum) para correta discriminação além de 6 a 20 indivíduos distribuídos entre outas três 
espécies de Brachyplatystoma. Os exemplares foram amostrados entre os anos de 2005 a 2012, provenientes de 
cinco regiões da bacia amazônica (Belém, Tefé, Tabatinga, rio Madeira e rio Branco). 
Uma sequência de DNA consenso completa da região controle do DNA mitocondrial foi obtida para três espécies de 
Brachyplatystoma a partir de sequências disponíveis em bancos públicos (GenBank) e no banco de dados do projeto 
PIRADA (Huergo 2009; Batista 2010; Formiga-Aquino 2004; Rodrigues 2009). Para a seleção das enzimas e 
construção dos mapas de restrição enzimática foi utilizado o programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al. 2003) através 

das sequências consenso obtidas. Foi observado o sítio de corte de cada enzima, com o intuito de se checar sítios 
conservados para cada espécie, permitindo assim a correta identificação. 
Foram utilizadas amostras de DNA extraídas e previamente sequenciadas do banco tecidos de pesquisa do projeto 
PIRADA/INPA (Manejo e Conservação dos Grandes Bagres Migradores) referente a cinco espécies de bagres 
amazônicos para teste das enzimas de restrição. O teste para validação das enzimas foi realizado em quatro 
indivíduos por espécie, para comparação com os padrões de bandas do mapa de restrição gerado pelo programa 
NEBcutter V2.0 (Vincze et al. 2003). Posteriormente foi utilizado cerca de 50 indivíduos de piraiba extraídas com o 
método que utiliza Fenol-Clorofórmio com modificações (Sambrook et al.1989).  
Para amplificação da região controle foram utilizados os primers de PCR FTTP (Batista, 2010) e F12R (Sivasundar 
et al. 2001). O protocolo para a reação de PCR seguido foi conforme descrito em Batista e Alves-Gomes (2006). As 
digestões foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante totalizando um volume final de reação de 10μL. 
Os produtos gerados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% submetidos a 80 V por 1h e 30 
minutos e corados por GelRed (Biotium). O tamanho dos fragmentos foi comparado com marcador de bandas 
conhecidas Ladder 1kb plus (Sinapse Biotecnologia).  
 
 
 
 



II Congresso de Iniciação Científica PIBIC/CNPq - PAIC/FAPEAM                                                     Manaus – 2013 
 
 

3. Resultados e Discussão 
Foram testadas cinco enzimas de restrição de corte e temperatura de reação específica (Eco RV, Hae III, Alu I, Bfa I 
e Pci I), com base no mapa virtual de restrição gerado pelo do programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al. 2003). Foi 

comparado o perfil de clivagem de cada enzima selecionada, mantendo apenas estas com corte em sítios 
conservados para cada espécie. A partir do perfil de clivagem da enzima Alu I, foi possível discriminar 
Brachyplatysoma capapretum das demais espécies. Com o perfil gerado para Hae III, foi possível discriminar 
indivíduos de B. rousseauxii das demais duas espécies.  A enzima Pci I diferenciou indivíduos de B. capapretum das 
demais duas espécies B. rousseauxii e B.filamentosum. As diferenças dos fragmentos gerados pela enzima Bfa I 
permitiu discriminar B. filamentosum, B. capapretum e B. rousseauxii. O perfil gerado para Eco RV permite uma 
diferenciação de B. capapretum das demais espécies.  
O número de amostras com região controle amplificadas em cada uma das cinco espécies de Brachyplatystoma 

testadas e dessas a quantidade que foi clivada com cada uma das cinco enzimas de restrição testadas estão 
apresentadas na tabela 1. Das 76 amostras de “piraíba” foi possível identificar 46 exemplares referentes às duas 
espécies, sendo 09 como B. capapretum e 37 como B. filamentosum (Tabela 02). O maior número de B. capapretum 
foi encontrado em Tabatinga e de B. filamentosum em Rio Branco.  

 
 
Tabela 01. Panorama geral de cinco enzimas de restrição selecionadas, para realização do teste por digestão 
enzimática com as espécies Brachyplatystoma capapretum, B. filamentosum e B. rousseauxii, mostrando quantidade 

de amostras clivadas por cada enzima. 
Espécies  N°. PCR 

amplificado 
Alu I Hae III Bfa I EcoRV   Pci I 

B. filamentosum 15 12 14 3 3                  4 

B. capapretum 19 18 18 4 4 4 

B. rousseauxii 20 12 13 4 4 3 

Total 54 42 45 11 11 11 

 
 
Tabela 02. Panorama de discriminação molecular por digestão enzimática entre Brachyplatystoma capapretum e B. 
filamentosum, oriundas de cinco localidades estudadas. 

Local N°. 
PCR 

N°. PCR 
amplificado 

Alu I Bfa I Eco RV Pci I Bc* Bf* 

Belém 20 07 06 0 01 0 2 5 
Tefé 14 04 04 0 0 0 2 2 
Rio Madeira 11 11 - 06 07 07 2 9 
Rio Branco 15 12 - 10 11 12 - 12 
Tabatinga 16 12 12 - - - 3 9 

Total 76 46 22 16 19 19 9 37 

* Número de indivíduos identificados como Bc (Brachyplatystoma capapretum) e Bf  (B. filamentosum). 
Os nºs nas colunas se referem às amostras que foram digeridas por enzima e localidade. 
0 amostras que não foram digeridas 
- não possuem amostras dessas localidades nessas enzimas 

 
 
Usando essa abordagem de enzima de restrição como método rápido para identificação de espécies Cocolin et al. 
(2000) usaram seis espécies de peixes marinhos afim de evitar a fraude através da substituição de espécies 
comercializadas. As espécies Umbrina Cirrhosa e Dentex são peixes de menor valor e seriam substituídos por 
robalo e dourada. Dessa forma utilizaram a técnica com enzima de restrição em que foi possível encontrar duas 
enzimas (Hae lII e Nla III) que tiveram padrões de bandas descriminantes para todas as cinco espécies estudadas.  
No presente estudo em que espécies de bagres são comercializadas como uma única espécie foi possivel obter pelo 
menos cinco endonucleases descriminantes entre três espécies de Brachyplatystoma: B. rousseauxii, B. capapretum 
e B. filamentosum. Em que quatro delas foram descriminantes para as espécies de piraíba em foram possíveis 
identificar 09 B. capapretum e 37 B. filamentosum entre os 40 indivíduos amostrados e comercializados como uma 
única espécie de piraíba em cinco pontos de desembarque pesqueiro na Amazônia brasileira. 
 
4. Conclusão  

Os marcadores moleculares obtidos neste trabalho, através das técnicas de PCR-RFLP mostraram-se eficientes 
para uma identificação rápida e confiável das espécies de “piraiba” e dourada já que as Cinco enzimas utilizadas 
apresentaram-se descriminantes entre as três espécies: uma para Brachyplatystoma rousseauxii (HAE III), uma para 
B. filamentosum (Bfa I), e três para Brachyplatystoma capapretum (Pci I, Eco RV e Alu I). Dessa forma, pode-se 
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dizer que foi obtido um kit de identificação molecular para as três espécies de Brachyplatystoma, contendo cinco 
endonucleases, como produto biotecnológico no presente estudo. 
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