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INTRODUCAO

Os bagres da Ordem Siluriformes, com mais de 3100 espécies distribuidas em 36 familias (Ferraris 2007) contém
cerca de 10% de todas as espécies de peixes do mundo. Dentro da Ordem estd a familia Loricariidae, representante
com maior nimero de espécies, mais de 830 descritas (Lujan et al. 2012), os representantes dessa familia
apresentam as seguintes caracteristicas morfoldgicas: boca em posicio ventral em forma de ventosa, corpo coberto
por placas 6sseas, achatado na posigao dorso-ventral. Sao de hdbito sedentdrio, habitando regides bentdnicas de
rios, cachoeiras e lagos, muitas espécies sio detritivoras e de hdbito noturno (Soares et al. 2008). Areas de
corredeiras vém sendo constantemente afetadas, devido a constru¢io de hidrelétricas, provocando alteragdes que
direta ou indiretamente prejudicam a ictiofauna de determinada regiio, fazendo com que muitas vezes nio se
tenha um controle de quantas e quais espécies existam neste ecossistema. Neste sentido estd previsto a construgao
de um empreendimento hidrelétrico no rio Araguaia, na drea das corredeiras de Santa Isabel. Outra problemdtica é
que muitas espécies de loricarideos sio comercializadas no mercado de peixes ornamentais sem que haja uma
correta identificagao para fins de fiscaliza¢io, exportagao e comércio, uma vez que hd a possibilidade de entre os
individuos haver espécies cripticas. Uma solu¢io para a problemdtica exposta acima é uma ferramenta sugerida por
Hebert et al. (2003) denominada de “DNA barcode” ou cédigo de barras de DNA, em que um pequeno
fragmento, padronizado para vertebrados ¢ utilizado, o Citocromo Oxidase subunidade I (COI) do genoma
mitocondrial. O gene COI codifica parte de uma enzima terminal da cadeia respiratéria da mitocdndria. O COI ¢
um gene fécil de ser amplificado em qualquer estdgio de vida dos animais e, por ser um gene mitocondrial, é
vantajoso por possuir evolugao ripida (ambiente oxidativo), auséncia de introns, heranga haploide, exposigao
limitada para recombinagao. O principal pressuposto para efetividade do DNA Barcoding é de que as divergéncias
intraespecificas sempre sejam menores que as interespecificas, o que se chama de barcoding gap. Em um trabalho
iniciado em 2013 que envolve a identificagio molecular de exemplares distribuidos em 19 espécies, gerou até o
momento cbdigo de barras de DNA para 10 espécies. A presente proposta tem o objetivo de complementar a
geracao do cédigo de barras para até tamanho amostral de cinco individuos/espécie bem como para as demais nove
espécies, com isso o objetivo deste trabalho foi: Gerar cédigo de barras de DNA de peixes da Familia Loricariidae
(Siluriformes) amostradas no rio Araguaia, e utilizd-los na identificagio molecular destas espécies, a partir de

sequéncias do gene mitocondrial Citocromo oxidase subunidade I (COI) do DNA mitocondrial.

MATERIAL E METODOS

Foram amostrados entre 2 a 14 individuos de cada espécie de loricarideos provenientes de ambientes de cachoeiras
e corredeiras da Amazdnia Brasileira. A coleta ocorreu em cinco pontos: 1-Pedral de Itaipava, 2- Pedral de Sao
Miguel, 3- Pedral do Remanso dos Botos, 4- Pedral de Santa Isabel, 5- Pedral de Sao Bento. A extragio de DNA
foi feita utilizando o Kit de extracdo de DNA Wizard (Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante. O
DNA extraido foi submetido & eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com Gel Red (Biotium) em

compara¢do com marcador de peso molecular para quantificagio do DNA. A amplificagio do DNA extraido foi
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realizada pela técnica de PCR (Rea¢do da Polimerase em Cadeia), contendo os seguintes reagentes: Tampaol0X,
Cloreto de Magnésio; DNTPs; Taq DNA Polimerase e dgua milli-Q; DNA total do espécime. Para a amplificagao
foram utilizados 5 pM dos primers iniciadores na reagdo que se localizam adjacentes ao gene COI do DNA
mitocondrial. Em cada iniciador foi inserido uma cauda M13 para o sequenciamento. Os primers iniciadores tém
as seguintes sequéncias: COI Fish F2: GTA AAA CGA CCA GTT TRT GGR GC 3’ e COI Fish R1: 5 TAC
TTG GGG TGC CRA AGA AYC AC 3’ (Ward et al. 2005) na qual foi utilizado o seguinte perfil de temperatura:
37 °C por 30 minutos, 80 °C por 15 minutos e 10 °C por 1 minuto ou até o inicio da préxima fase. O produto
amplificado foi verificado em eletroforese em gel de agarose 1% corado com Gel Red (Biotium) por comparagio
com o marcador LOW MASS DNA LADDER (Invitrogen). A purificagdo foi realizada usando o kit ExoSAP-it o
qual corresponde as enzimas Exonuclease I e Fosfatase alcalina de camario com o seguinte protocolo: O produto
de ExoSAP foi diluido em 4gua Milli-Q na proporgao 1:3 e adicionado na amostra, sendo 1 pl para cada 5pl de
produto de PCR. Em seguida o material foi levado ao termociclador com o seguinte perfil de temperatura: 37 °C
por 30 minutos, 80 °C por 15 minutos e 10 °C por 1 minuto ou até o inicio da préxima fase. O produto de PCR
purificado foi sequenciado com o kit de sequenciamento Big Dye 3.11, (Life Biotechnologies). Logo apés, foi
realizada a leitura dos fragmentos no sequenciador automdtico de DNA ABI 3130xl (Life Technologies) nas

condi¢oes de injecdo e corrida recomendadas pelo fabricante obtendo-se a sequéncia nucleotidica do gene COL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido para este trabalho um total de 110 sequéncias do gene COI Citocromo oxidase subunidade I do
genoma mitocondrial, incluindo as amostras de (Azevedo 2014), divididas em 19 espécies (Tabela 1). As quais
foram analisadas com o auxilio dos programas CHROMAS 2.31 (www.technelysium.com.au/ chromas.html) e
editas no BIOEDIT (Hall 1999). Dentre as localidades, a que apresentou maior quantidade de individuos
coletados, Remanso dos Botos com N total = 72 ¢ a menor Sao Miguel com N total = 21. Quanto ao total de
sequéncias obtidas por espécie: B. niveatus, H. plecostomus e Lasiancistrus sp., apresentaram um n maior de
sequéncias geradas.

Para determinagio de grupos especificos, foi utilizado o método de agrupamento de vizinhos (Neighbour-Joining,
NJ) (Saitou e Nei 1987) pelo modelo Kimura-2-parameter (K2P) (Kimura 1980) para corrigir distincias
nucleotidicas, e a confiabilidade de cada né, estimada pelo método de bootstrap 1000 réplicas (Feilsentsein 1985).
A drvore de agrupamento entre vizinhos foi feita em duas etapas: a priori com todas as 19 espécies, observou-se que
17 espécies agruparam-se em clados distintos, sendo que as espécies: Hartia sp., os individuos ficaram distribuidos
ao longo da drvore, e Panaque nigrolineatus, um dos individuos agrupou-se com a espécie B. niveatus. Uma 4rvore
a posteriori foi construida com 17 espécies, pois duas espécies apresentaram altos valores de distincia
intraespecifica, ficando como grupo externo. Observou-se que as 17 espécies agruparam-se em clados distintos.

O resultado do cédlculo da distdncia intraespecifica demonstrou valores abaixo de 3% para 14 espécies, as espécies
que apresentaram valores acima de 3% foram respectivamente: B. niveatus (3,55%); B. sp. 2 (4,35%); Hartia sp.
(13,45%); Spatuloricaria sp. (7,57%) e Panaque nigrolineatus (10,32%), as demais espécies apresentaram valores
inferiores a 3%. Em relagdo a distancia interespecifica 18 espécies apresentaram valores acima de 3%, sendo apenas
as distAncias entre B. sp 2 e B. sp 3 que apresentou valor abaixo de 3%. De acordo com a proposta do DNA
barcode, distincias genéticas acima de 3,0% podem ser consideradas espécies diferentes, entretanto este valor, nio
vem necessariamente a ser um valor de corte, levando-se em conta outros fatores para designagio de uma nova

espécie.
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Tabela 1. Tabela de espécies de loricarideos com nimero de amostras coletadas por localidade € o niimero total

de sequéncias de COI obtidas por espécie.

Espécie Itaipava  Santa  Remanso Sio Sio Ne de Sequéncias
Isabel  dos Botos Bento Miguel de COI obtido
Bariancistrus niveatus 9 3 1 0 1 14
Bariancistrus sp. 2 2 5 2 0 0 8
Bariancistrus sp. 3 1 4 4 4 0 6
Hartia sp. 2 6 0 4 2 8
Hypostomus aff. plecostomus 2 8 22 1 0 11
Hypostomus faveolus 0 2 7 0 0 6
Lasiancistrus sp 1 9 11 4 5 11
Leporacanthicus sp. 0 0 0 2 1 3
Oligancistrus sp. 8 1 1 8 7 9
Panaque nigrolineatus 0 0 0 2 0 2
Parancistrus aurantiacus 5 0 0 0 0 5
Peckoltia oligospila 16 3 0 4 2 4
Peckoltia vitata 0 0 3 0 1 2
Pseudacanthicus sp. 2 1 2 0 0 4
Rineloricaria castroi 2 1 0 0 0 2
Rineloricaria aff. lanceolata 0 0 1 1 0 2
Rineloricaria phoxocefala 0 0 2 0 0 2
Spatuloricaria sp. 0 0 2 7 1 5
Squaliforma emarginata 2 15 15 0 2 6
Total Geral 35 55 72 37 21 110

Além das andlises realizadas neste trabalho foi feita uma consulta a banco de dados de sequéncias publicas (BOLD
e GENBANK) foram consultados para inferir a porcentagem de similaridade entre espécies e confirmar a
identificagao morfolégica das mesmas. (Tabela 2). Foram encontradas sequéncias similares para 14 espécies na
plataforma BOLD- Barcode of Life Data Systems e 2 espécies no GENBANK. No total a sequéncia de trés
espécies (Hypostomus faveolus, Rineloricaria castroi e Squaliforma emarginata) nao foi encontrada tanto no
BOLD quanto no GENBANK, contribuindo assim para o banco de dados publico.

Tabela 2. Tabela com espécies da familia Loricariidae comparadas com espécies de banco de dados publico ¢ o

percentual de similaridade entre as mesmas.

Espécie Espécie Bold ou Genbank % Similaridade
B. niveatus B. niveatus 100%
B.sp2 B. niveatus 100%
B.sp3 B. niveatus 100%
Hartia sp. Harttia loricariformis 88%
Hypostomus plecostomus Hypostomus plecostomus 95,87%
Lasiancistrus sp. Lasiancistrus schomburgkii 96%
Leporacanthicus sp. Leporacanthicus joselimai 98,49%
Oligancistrus sp. Oligancistrus punctatissimus 98,97%
Panaque nigrolineatus Panaque nigrolineatus 97,59%
Parancistrus aurantiacus Parancistrus aurantiacus 98%
Pseudacanthicus sp. Pseudacanthicus sp 125 99,24%
Peckoltia oligospila Peckoltia oligospila 96%
Peckoltia vitata Peckoltia vitata 97,72%
Rineloricaria lanceolata Rineloricaria lanceolata 99,24%
Rineloricaria phoxocefala Rineloricaria phoxocefala 96,95%
Spatuloricaria sp. Spatuloricaria sp. 88%
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CONCLUSAO

Com os resultados obtidos pode-se comprovar a validagdo da metodologia do DNA Barcode para identificacao
genética de pelo menos quatorze espécies da Familia Loricariidae, a partir do fragmento Citocromo Oxidase
subunidade I (COI).

Além disso, este estudo contribuird com trés espécies para o banco de dados ptblico. Apesar da sua eficiéncia para
identificar espécies, sabe-se também que os resultados podem ser afetados por fatores como niimero amostral,
diversidade intraespecifica, estrutura populacional, entre outros fatores. Sugere-se uma revisio morfoldgica para as

espécies que apresentaram valores acima ou abaixo do proposto pela metodologia do DNA barcode.
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