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RESUMO

A bacia Amazonica apresenta a maior diversidade ictica do Brasil. Dentre a ordem mais
abundante na regido esta incluida a Ordem Siluriformes. A Ordem Siluriformes apresenta uma
grande quantidade de espécies de peixes comercializadas na Amazoénia. A ferramenta molecular
DNA barcode é utilizada para a caracterizacdo de espécies em diversos tipos de animais,
inclusive em peixes, por meio do uso de um marcador mitocondrial, regido Citocromo Oxidase
I. O presente trabalho objetivou-se identificar maior nimero de espécies da Ordem
Siluriformes. Foram obtidas e analisadas 363 sequéncias do gene Citocromo Oxidase
subunidade | (COl), pertencentes a 33 espécies de 21 localidades da Amazoénia brasileira. As
33 espécies pertencentes a 22 género 7 familias da Ordem Siluriformes, apresentaram um total
de 129 haplétipos. Todas as sequencias foram submetidas aos bancos de dados publico
(GenBank e Bold). Cerca de 96% foram combinados com sequéncias das referidas espécies
esperadas, de acordo com a identificacdo morfolégica. A distancia genética K2P média
intraespecifica encontrada foi de 0,003, e a interespecifica foi de 0,13. A maioria das espécies
apresentaram baixos valores de divergéncia genética interespecifica (<2%), porém todas
puderam ser corretamente identificadas. O Codigode barra de DNA interage entre a Taxondmia
Cléassica e Molecular para uma identificacdo precisa das espécies. Os resultados do presente
trabalho demostraram que como ferramenta taxonémica, 0 DNA Barcode pode ser usado para

a identificacdo molecular de peixes da Ordem Siluriformes.

Palavras-chave: Siluriformes; DNA Barcode; DNA mitocondrial; Citocromo Oxidase
subunidade I.



ABSTRACT

The Amazon basin presents the greatest ictic diversity in Brazil. Among the most abundant
order in the region is the Order Siluriformes. The Order Siluriformes presents a great amount
of species of fish commercialized in the Amazon. The molecular tool DNA barcode is used for
the characterization of species in several types of animals, including in fish, through the use of
a mitochondrial marker, Cytochrome Oxidase | region. The present work aimed to identify
more species of Siluriformes Order. A total of 363 Cytochrome Oxidase subunit I (COI) gene
sequences were obtained and analyzed, belonging to 33 species from 21 Brazilian Amazonian
locations. The 33 species belonging to 22 genus 7 families of the Order Siluriformes, presented
a total of 129 haplotypes. All sequences were submitted to the public databases (GenBank and
Bold). About 96% were combined with sequences of said expected species, according to the
morphological identification. The intraspecific average K2P genetic distance found was 0.003,
and the interspecific genetic distance was 0,13. Most species had low interspecific genetic
divergence values (<2%), but all could be correctly identified. The DNA bar code interacts
between Classical and Molecular Taxonomy for an accurate identification of the species. The
results of the present work demonstrated that as a taxonomic tool, the DNA Barcoding can be

used for the molecular identification of fish of the Order Siluriformes.

Keywords: Siluriformes; DNA Barcoding; Mitochondrial DNA; Cytochrome Oxidase |

subunit.
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1 INTRODUCAO

Os peixes representam o grupo de maior biodiversidade dentre os vertebrados.
Atualmente estima-se que existem aproximadamente 33.600 espécies de peixes distribuidos no
mundo, tanto marinhos quanto de agua doce (FISHBASE, 2017). A regido Neotropical abriga
uma das maiores ictiofaunas continentais, com cerca de 4,164 espécies (REIS et al., 2003). Tal
riqueza para a regido Neotropical esta estimada na ordem de 8.000 espécies de peixes (VARI &
MALABARBA, 1998), e que ocorram entre 2.400 a 3.000 espécies na bacia amazonica
(LEVEQUE et al., 2008).

A Amazonia ocupa uma area de 6.112.000 Km? e inclui os paises: Equador, Colémbia,
Venezuela, Guianas, Peru, Bolivia e Brasil; compreendendo cerca de um terco de toda a América
do Sul, na qual abriga a maior bacia hidrografica do mundo (JUNK, et al., 2011). Neste vasto
territorio, os recursos hidricos em especial os peixes sdo de grande importancia. Tanto para
fornecer alimento como fonte de proteina, quanto de renda para 0s moradores locais, sustentando
uma captura anual de milhares de toneladas de pescado para a alimentacéo (FABRE & ALONSO
1998; GANDRA, 2010).

Dentre essa ampla variedade de espécies de peixes existentes na Amazénia. A Ordem
Siluriformes é grande e diversificada com muitos géneros e espécies de importancia ecoldgica e
economica (BARTHEM & GOULDING, 2007). Os Siluriformes compreendem o0s peixes
conhecidos como bagres, cascudos, mandis, peixe-gato ou peixes lisos. Sdo mais diversos e
amplamente distribuidos do grupo Ostariophysi, com 36 familias, 477 géneros e
aproximadamente 3.088 espécies (FERRARIS, 2007). Na regido Neotropical, os Siluriformes
estdo representados por 15 familias e 1.650 espécies validas, e estima-se que existam mais de
600 espécies ainda nao descritas (REIS et al., 2003).

A identificacdo taxondmica de espécies bioldgicas com base em caracteres morfologicos,
geralmente, € um processo lento que requer a analise por um especialista no taxon (HEBERT, et
al., 2003). Devido a duvidas taxonémicas e outros problemas de identificacdo de espécies, a
andlise de genes, € uma alternativa a se considerar para complementar a identificagdo
taxondmica. Diante da necessidade de prover rapidamente informacfes basicas sobre a
biodiversidade visando a conservacdo das espécies, foi adotada o método de identificacdo
molecular baseado em um marcador genético denominado de DNA Barcode ou codigo de barras
de DNA. O grande objetivo do DNA Barcode, é fornecer um método rapido, preciso e automatico

para identificacdo das espécies utilizando regies padronizadas do DNA (HEBERT, et al., 2003).
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O DNA Barcode tem sido eficiente na identificacdo de espécies em diferentes grupos
taxondmicos como peixes, aves, mamiferos, repteis, anfibios, invertebrados e fungos (WARD,
et al., 2005; PERREIRA, et al., 2013; HEBERT, et al 2004 a; CLARE, et al., 2007;
MEGANATHAN, et al., 2013; VENCES, et al., 2005; HEBERT, et al., 2004; ANDREAKIS, et
al., 2015).

Vem sendo utilizado para diversas aplicagdes bioldgicas, tais como identificacdo de
espécies cripticas, deteccdo de espécies invasoras no ecossistema, espécies recentemente
descritas, revisdes taxonémicas, deteccdo de cadeias alimentares como a relacdo predador-presa,
luta contra o comércio ilegal de espécies ameacadas de extin¢do e madeira extraida ilegalmente
(COSTION, et al., 2011).

Em peixes, DNA Barcode é uma ferramenta molecular poderosa para a identificacao
rapida e precisa, na descoberta de novas espécies, na deteccdo de fraude e substituicGes dos
produtos de pesca, na regulamentacdo de peixes comercializados ilegalmente e auxilia a
pesquisa, visando a conservacdo de espécies em risco (COSTA & CARVALHO, 2007
ASGHARIAN, et al, 2011; SMITH, et al, 2011; WARD, et al, 2008; BARBUTO, et al, 2010;
CARVALHO, et al., 2011; CAWTHORN, et al, 2012; ARDURA, et al., 2010; CARVALHO,
et al., 2008).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A bacia amazénica e Diversidade da Ictiofauna

A amazonia brasileira possui uma bacia hidrografica com cerca de 6.112.000 km?, cerca
de 68% de sua area de drenagem situa-se em territorio brasileiro que se estende por nove Estados:
Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Para, Ronddnia, Roraima, Tocantins e Maranh&o, sendo
o restante distribuido pelos paises do norte da América do Sul: Peru, Colémbia, Equador, Bolivia,
Venezuela, Guiana Inglesa, Guiana Francesa e Suriname (JUNK, et al., 2011).

Existem aproximadamente 33.600 espécies de peixes no mundo, representando pouco
mais da metade de todos os vertebrados conhecidos (FISHBASE, 2017). Destas, 13000 habitam
estritamente ambientes de 4gua doce (LEVEQUE, et al., 2008).

Nas regifes tropicais e subtropicais do globo terrestre hd maior abundancia de espécies
de peixes em relagdo as demais regides, sendo que na regido equatorial encontra-se a maior
diversidade ictiica existente (VARI & MALABARBA, 1998; LEVEQUE, et al., 2008). S&o
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descritas cerca de 4.164 espécies somente para a regido Neotropical (REIS, et al. 2003). Novas
espécies sdo descritas, anualmente, aumentando as estimativas da diversidade de espécies da
ictiofauna de agua doce neotropical. Desse modo, calcula-se que a fauna de peixes de agua doce
da Américas do Sul e Central cheguem, atualmente, a um total de 8000 espécies (VARI &
MALABARBA, 1998). Maioria dos peixes neotropicais da América do Sul pertence a cinco
grupos dominantes: Characiformes (1.500 espécies descritas, com expectativa para 2.000
espécies), Siluriformes (1.400 espécies com probabilidade para 2.000), Gymnotiformes (180
espécies), Cyprinodontiformes (400 espécies) e Perciformes (450 espécies) (LEVEQUE, et al.
2008).

A formacao da bacia amazonica foi um dos fatores responsaveis pela diversidade da fauna
de peixes de agua doce neotropical (VARI & MALABARBA, 1998). De acordo com Lévéque
et al. (2008), sdo estimadas aproximadamente 2.416 espécies, e destas 2.072 sdo endémicas da
regiao.

Segundo Buckup et al. (2007), o Brasil € lider em nimero de peixes de agua doce, com
cerca de 2.122 espécies catalogadas (21% das espécies do mundo). Na regido amazénica, tem
cerca de 1.300 espécies catalogadas (ANJOS, 2009).

Segundo Lowe-McConnell (1999), a alta diversidade ictica presente na Amazénia é
atribuida a fatores como: a idade e o tamanho do sistema de drenagem; a sucessao de hébitats
oferecidos pelos rios de meandro; os diversos nichos presentes nos rios de planicie e lagos
adjacentes; a alta proporcao da bacia em terras de nivel baixo; e a incorporacgdo de rios de outras

bacias que geram o intercambio de fauna.

2.2 A Ordem Siluriformes

Os Siluriformes, popularmente conhecidos como bagres, peixes lisos, cascudos, mandis
e peixe-gato, sdo 0s peixes mais amplamente distribuidos dentro da Superodem Ostariophysi. A
Ordem é composta por 36 familias, 477 géneros e 3.088 espécies (FERRARIS, 2007). Na regido
Neotropical, os Siluriformes estdo representados por 15 familias e 1.650 espécies validas, e
estima-se que existam mais de 600 espécies ainda ndo descritas (REIS, et al., 2003).

Os bagres compoem um dos grupos mais abundantes da ictiofauna neotropical, tém sua
distribuicdo geografica em todas as principais bacias hidrograficas da América do Sul, do centro
da Argentina até a Bacia do Orinoco e também se estendendo para a Coldmbia e o Panama (REIS,
et al., 2003; FERRARIS, 2007). Apesar da grande maioria dos peixes da Ordem Siluriformes
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ocorrer ambientes de agua doce, duas familias, Ariidae e Plostosidae, apresentam uma
representacdo significativa de espécies marinhas (NELSON, 2006).

Os peixes dessa Ordem habitam o fundo dos rios, permanecendo entre as rochas e a
vegetacdo (FERRARIS, 2007). Possuem formas e tamanhos extremamente variados, com habitos
predominantemente crepusculares e noturnos (FERRARIS, 2007). Além disso, VArios
representantes dessa Ordem realizam extensas migracGes incluindo areas distintas de criagéo,
alimentacdo e reproducédo a fim de realizar o seu ciclo de vida (BARTHEM e GOULDING,
1997).

Sdo caracterizados principalmente por ter o corpo envolto por pele espessa, a qual pode
estar total ou parcialmente coberta por placas 6sseas (BRITSKI, et al., 1988); nadadeiras raiadas
e bem separadas, sendo que o primeiro raio das nadadeiras dorsal e peitoral apresentam um
espinho forte e pungente; nadadeira adiposa encontra-se presente e €, em geral, bem
desenvolvida, e a nadadeira caudal assume formato variavel; presenca, geralmente, de trés pares
de barbilhdes sensitivos (MEES, 1974).

2.3 DNA Mitocondrial

A mitocondria possui um genoma préprio, denominado DNA mitocondrial (DNAmt)
(Fig.1). O genoma mitocondrial € uma molécula circular dupla fita, covalentemente fechada e
compacta, cujo tamanho varia de 15 ou 20 Kb. Cerca de 90% do genoma consiste em regides
codificantes, contendo 36 genes que codificam: dois genes para subunidade ribossémica (12S e
16S), vinte e dois para RNA transportadores (tRNA), trés para subunidades citocromo oxidase |
(COl), citocromo oxidase 11 (COII) e citocromo oxidase 111 (COIII), um para o citocromo b, dois
para subunidades ATPase (6 e 8) e sete para as subunidades da NADH desidrogenase, além da
regido controle (ndo condificante), constituindo-se em uma importante fonte de informagéo
genetica extra-nuclear (BILLINGTON & HERBERT, 1991).
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Figura 01. Genoma mitocondrial em vertebrados, destacando-se a regido do gene citocromo
oxidase subunidade | (COIl), adaptado de Pereira, (2000).

Segundo Galtier et al. (2009), o DNA mitocondrial tem sido o marcador molecular de
diversidade animal mais utilizado ao longo das Gltimas trés décadas. Tem sido alvo preferencial
para diagnostico molecular, pois oferece muitas vantagens em relacdo ao DNA nuclear, como:
1) possuir um elevado namero de cépias por célula; 2) apresentar diferencas de sequéncias entre
espécies proximas de 5 a 10 vezes maiores do que em genes nucleares; 3) possuir variacao
intraespecifica pequena na maioria das espécies animais; 4) ndo apresentar introns, o que facilita
a obtencdo da amplificagio de DNA mitocondrial; 5) possuir heranca predominantemente
materna e baixo polimorfismo ancestral (HEBERT, et al., 2003; STOECKLE, et al., 2005).

Recentemente, iniciou-se o emprego de uma ferramenta que utiliza uma regido do DNA
mitocondrial, 0 gene COIl como um marcador genético universal capaz de identificar espécies
animais de maneira padronizada e rapida, servindo como um cddigo de barras de DNA
(HEBERT, et al., 2003; HEBERT, et al., 2003b)

O COl foi escolhido por possuir sequéncias nucleotidicas conservadas interspecificamente
e variaveis quando se compara as mesmas espécies, possibilitando um estudo compartilhado
dessas sequéncias. Por ser um gene conservado em termos de sequéncias nucleoticas, o COI
permite desenvolver iniciadores (primers) universais com bastante sucesso (PALUMBI, 1996).
Outros segmentos génicos, também, tém sido sugeridos como DNA Barcode, como dos genes
mitocondriais 16S rRNA e Citocromo B (VENCES, et al., 2005). Porém por questdes de
padronizacéo e pelo seu aparente melhor desempenho, o CBOL (Consortium for the Barcode of

Life) adotou como sequéncia padrdo o fragmento do gene COI.
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2.4 O Cadigo de Barras do DNA

O método do DNA Barcode proposto por Herbert et al. (2003a), baseia-se no uso de uma
pequena sequéncia padronizada de aproximadamente 648 pares de bases da extremidade 5 do
gene mitocondrial COIl. Essa sequéncia nucleotidica do COIl seria suficiente para distinguir
individuos de uma mesma espécie, devido a variacdo genética entre espécies ser maior do que a

variacdo dentro das espécies. Sendo um sistema “bioidentificador”, semelhante aos codigos de

Figura 02. Analogia entre o DNA Barcode e o cédigo de barras convencional.

barras universais (Fig. 2).

Da mesma forma que sdo empregados os codigos de barras universal de produtos do
mercado, que emprega 10 numeros alternados em 11 posi¢Oes para gerar 100 bilhdes de
identificadores unicos. No DNA Barcode, ha até quatro possibilidades de combinacbes de
nucleotideos (adenina, timina, guanina, citosina) em cada posi¢do, mas com uma cadeia de sitios
mais longa de que 11 posicdes. A combinacdo de apenas 15 dessas posi¢des de nucleotideos, por
exemplo, criaria um bilhdo de cddigos Unicos, um nimero muito maior do que o de espécies
conhecidas, aproximadamente 15 milhdes. 1sso permite que cada taxon seja identificado por
apresentar uma sequéncia Unica de DNA Barcode (HEBERT, et al., 2003).

Entre as principais vantagens da utilizacdo deste método destacam-se: 1) a identificacdo
de espéecies mesmo a partir de pequenos fragmentos, em qualquer estagio de vida (ovos, larvas,
adultos); 2) a possibilidade de se distinguir espécies aparentemente semelhantes, como em
espécies cripticas; e 3) reducdo de ambiguidades gracas a identificacdo inequivoca das espécies
(STOECKLE, et al., 2005).

O método DNA Barcode pode contribuir, como vem sendo demonstrado em Varios
estudos, com a Taxonomia, Sistematica e Genética de Populacdes. Na Taxonomia o DNA
Barcode pode ser utilizado para identificar espécimes atipicos e contribuir para revisdo da

nomenclatura de varios grupos, assim como pode ser utilizado como método de rotina para
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auxiliar na identificacdo molecular de espécies. Na Sisteméatica 0 DNA Barcode pode servir
como ponto de partida para a selecdo de taxons e as sequéncias de DNA obtidas nos projetos de
DNA Barcode podem ser adicionadas ao conjunto de sequéncias utilizadas para elaboragéo de
filogenias. Na Genética de PopulacGes, pode fornecer um primeiro sinal sobre a extenséo e
natureza das divergéncias populacionais, o que facilitara os estudos comparativos da diversidade
de vérias espécies (HAJIBABAEI et al., 2007).

O DNA Barcode, ganhou muita relevancia por meio do “Consortium for the Barcode of
Life (CBOL) ” no ano de 2004, cuja meta € a criacdo de um banco de dados de codigos de barra,
sequéncias parciais de DNA do gene COl, da biodiversidade global, para facilitar o processo de
automacdo da identificacdo de espécies, e ja conta com mais de 120 organizacGes de 45 paises
(RATNASINGHAM & HEBERT, 2007).

Foi estabelecido um banco génico especializado em armazenar especificamente
sequencias do tipo de DNA Barcode, o BOLD (Barcode of Life Data System -—
www.barcodelife.org). Nesse banco de dados podem ser depositadas informagdes de coleta
(local, coletor, data), fotos de especimens (voucher) e a institui¢cdo onde estao depositados, dados
taxonémicos, informac6es moleculares (eletroferogramas das sequéncias) e protocolos e quais
primers foram utilizados. Para preencher esse banco de dados, tém sido utilizadas
preferencialmente amostras de espécies previamente identificadas, por taxonomistas
(RATNASINGHAM e HEBERT 2007).

Hebert et al. (2003) demonstram que as divergéncias nas sequencias de COI permitem a
discriminacdo regular de espécies proximadamente relacionadas em todos os filos (Annelida,
Chordata, Echinodermata, Nematoda, Platelminto, Artrépoda, Mollusca), com execdo de
cnidarios. Os primeiros estudos realizados com essa ferramenta foram extremamente
satisfatorios com um grau de resolucdo taxondmica maior que 95% (HEBERT, et al., 2003a,
2003b).

O DNA Barcode tem sido aplicado com sucesso em varios grupos de animais como
lepidopteras, peixes, anfibios, repteis, aves e mamiferos (HEBERT, et al., 2004b; HAJIBABAEI,
et al., 2006; WARD, et al., 2005; ZHANG & HANNER, 2011; VENCES, et al., 2005;
MEGANATHAN, et al.,, 2013; HEBERT, 2004 a; CLARE, et al., 2007). Apresentando
resultados satisfatorios na identificagdo de espécies cripticas (HEBERT, et al., 2004,
ALLCOCK, et al., 2010; LARA, et al., 2009;) ou de hibridos (CARVALHO, et al., 2008) e
também na autenticacdo de produtos alimenticios de origem animal, prevenindo fraudes na
rotulagem de alimentos (BARBUTO, et al., 2010; CARVALHO, et al., 2011).
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Apesar do sucesso do método em varios grupos, ha controvérsias no uso do DNAmt para
a identificagdo de espécies, por adotar uma Unica sequéncia como critério taxénomico, sendo que
um unico fragmento génico possui uma histdria Unica, sujeita a retencdo de polimorfismos
ancestrais (MORITZ e CICERO, 2004; MEYER e PAULAY, 2005). Este fato faz com que
espécies que divergiram recentemente em alguns casos ainda compartilhem os mesmos
haplétipos, o que torna dificil sua identificacdo (BLAXTER, 2004; MORITZ e CICERO, 2004;
HEBERT, et al., 2009; LUKHTANOQV, et al., 2009). Em hibridos, por exemplo, isso pode gerar
duvidas taxondmicas, devido ao fato de que o DNAmt tem origem apenas materna
(CARVALHO, et al., 2008).

A variacdo da taxa evolutiva, dentro e entre grupos de espécies relacionadas pode
ocasionar a sobreposicdo dos niveis de variacdo intra e interespecifica de alguns taxons,
dificultando a identificacdo de um individuo do grupo (MORITZ e CICERO, 2004). Quanto
maior for a sobreposicdo entre a variacdo genética dentro de uma espécie e a divergéncia que
separa espécies irmas, menor seré a precisao do Barcode (MEYER e PAULAY, 2005).

Hebert et al. (2004b), propdem que o principal pressuposto para a efetividade do DNA
Barcode é de que a diferenca genética interespecifica € 10 vezes maior do que intraespecifica.
H& um intervalo (“gap”) entre as variag¢des intra e interespecificas que garantem que os valores
das distancias intraespecificas sejam menores que os valores da distancia interespecifica. O
intervalo esperado entre os padrBes genéticos intraespecificos e interespecificos do DNAmt é
chamado de “barcode gap” (Fig. 3), dessa forma quanto maior for o intervalo entre esses padroes,
maior sera o sucesso da técnica (MEYER e PAULAY, 2005).

[l intraespecifica/ [Jinterespecifica/

Coalescente Especiagao
barcoding
"gap"
—
A.
Sobreposigao
B. Distancia genética

Figura 03. Esquema do barcode gap. A distribuicao da variacéo intraespecifica € mostrada em vermelho e
da interespecifica em amarelo. (A) Mundo ideal para DNA Barcode, com distribuicdes discretas e sem
sobreposi¢do. (B) uma verséo alternativa do mundo com significante sobreposicdo e sem gap (Modificado
de Meyer e Paulay, 2005).
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Meyer e Paulay (2005) confirmam que a sobreposi¢édo pode gerar falsos positivos e
negativos, indo contra o principal pressuposto para a efetividade do DNA Barcode, de que as
divergéncias intraespecificas sempre sejam menores que as interespecificas (HEBERT, et al.,
2004a; HEBERT, et al., 2004b). Somente o surgimento do gap ndo é garantia de uma nova
espécie, podendo ser erroneamente interpretado os tempos de divergéncia entre populacGes
recentemente isoladas com linhagens reprodutivamente isoladas (HICKERSON, et al., 2006).

Os maiores obstaculos encontrados na completa aplicacdo do DNA Barcode sdo: grupos
estreitamente relacionados, como espécies-irmds, hibridas, espécies que divergiram
recentemente e cripticas apresentam baixa divergéncia interespecifica podendo ocorrer
sobreposicdo das divergéncias (MORITZ e CICERO 2004; MEYER e PAULAY 2005;
STOECKLE, et al., 2005).

2.5 DNA Barcode em Peixes

Os primeiros resultados bem-sucedidos de DNA Barcode para peixes publicados por
Ward et al. (2005) incentivaram a criacdo do Fish Barcode of Life, o FISHBOL
(http://www.fishbol.org/), que é a iniciativa global em copilar uma biblioteca de sequéncias do
gene COl para todas as espécies de peixes do mundo. Futuramente, esperam-se colaboracgdes de
modo a enriquecer 0s bancos de dados existentes, com sequéncias que permitam identificar uma
gama maior de espécies (WARD, et al., 2005). Os beneficios da criacdo da plataforma online
incluem facilitar a identificacdo de espécies para todos os usuarios, incluindo taxonomistas;
destacando espécimes que representam uma grande expansdo de espécies conhecidas;
sinalizando espécies previamente ndo reconhecidas; e talvez o mais importante, permitindo
identificacdo em que os métodos tradicionais ndo séo aplicaveis (FISHBOL, 2015).

Desde entdo, 0 DNA Barcode esté sendo utilizado com sucesso na identificacdo de peixes,
com mais de 90% de acerto. Ward et al. (2005), ao analisar espécies de peixes australianos,
sequenciou uma regido de 655 pb do gene COlI, utilizando-se multiplas amostras e com isto,
gerou-se 754 sequéncias. Os autores concluem que o sequenciamento da regido do gene COI
pode ser utilizado como uma sequéncia de Barcode, possibilitando assim a identificacdo de
espécies no nivel molecular. Para peixes de agua doce, as distancias genéticas entre espécies
irmas foram superiores a distancia genética intraespecifica maxima, mostrando que o cédigo de

barras poderia discriminar 97% das espécies analisadas do rio Parana (DIAZ, et al., 2016). No
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estudo feito por Frantine-Silva, et al. (2015) para identificacdo de ovos e larvas de peixes o
sucesso de identificacdo foi de 99%.

Em peixes de interesse comercial foi observada uma grande divergéncia entre espécies,
com 100% de identificacdo para 21 espécies analizadas (ARDURA et al., 2010). Além disso, a
aplicacdo de codigo de barras de DNA revelou espécies cripticas de peixes ornamentais na
Amazonia brasileira (BENZAQUEM et al., 2015)

A validacdo e a eficacia do método do DNA Barcode para bagres foi demonstrado no
estudo de Ortiz (2010) em quatro espécies do género Pseudoplatystoma oriundas de localidades
da bacia amazonica, observando alta resolugéo na identificagdo. Carvalho et al. (2008) utilizaram
a técnica de DNA Barcode para a identificacdo de Surubim (Pseudoplatystoma spp.). Os autores
salientam que a utilizacdo de marcadores de DNAmt para hibridos apresenta limitacdes, mas
pode ser utilizada para indicacdo de pureza; sendo observado que surubins ditos puros na verdade
eram hibridos e o uso do DNAmt serviu para indicar a origem materna dos peixes hibridos.

No setor comercial, o COI esté sendo usado para a seguranca alimentar, com sucesso na
identificacdo de peixe processado, na deteccdo de substituicdo e casos de fraude comercial
(CARVALHO, et al., 2011; GALIMBERT]I, et al., 2013; BRITO, et al., 2015).

De forma geral, esses trabalhos apresentaram altas taxas de sucesso para identificacao de
peixes, sejam marinhos (WARD, et al., 2009; ZHANG & HANNER, 2011) ou de agua doce

(ORTIZ, 2010, ARDURA, et al., 2010) utilizando a regido 5’do gene COI. Até 0 momento o

DNA Barcode € a técnica universal de identificacdo genética de espécies e tem sido aplicada em
todo o mundo, com pelo menos 11358 espécies analisadas (FISHBOL, 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

» Gerar codigo de barras de DNA, para 0 maior nimero de espécies possiveis de bagres de
valor comercial (Ordem Siluriformes), da amazonia brasileira, e utilizad-los na
identificacdo molecular destas espécies.

3.2. Especificos

* Obter a sequéncia nucleotidica do gene mitocondrial COIl dos exemplares coletados
pertencentes a espécies da Ordem Siluriformes;

» Estimar a distancia genética entre as espécies;

» Gerar uma arvore de agrupamento dos vizinhos.
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Resumo

A Ordem Siluriformes é o segundo grupo de peixes mais abundante na regido Neotropical com grande
quantidade de espécies comercializadas na Amazonia. A ferramenta molecular DNA Barcode é utilizada
para a caracterizagdo de espécies, por meio do uso de um marcador mitocondrial, o Citocromo Oxidase .
O presente trabalho objetivou-se identificar 0 maior nimero de espécies da Ordem Siluriformes de
importancia comercial na Amazonia. Foram obtidas e analisadas 363 sequéncias do gene Citocromo
Oxidase subunidade | (COIl), pertencentes a 33 espécies de 21 localidades da Amaz6nia brasileira. As 33
espécies pertencentes a 22 géneros e 7 familias da Ordem Siluriformes, apresentaram um total de 129
hapl6tipos. Todas as sequéncias foram submetidas aos bancos de dados publico (GenBank e Bold),
ocorrendo até 96% de consenso entre a identificacdo tradicional e a molecular. A distancia genética K2P
média intraespecifica encontrada foi de 0,3, e a interespecifica foi de 0,13 %. A maioria das espécies
apresentaram baixos valores de divergéncia genética interespecifica (<2%), porém todas puderam ser
corretamente identificadas no nivel molecular. Os resultados da presente pesquisa demostraram que como
ferramenta taxondmica, o0 DNA Barcode pode ser usado para a identificagdo molecular de espécies. O
estudo contribuiu com novos cddigos de barras para 8 espécies de peixes da Ordem Siluriformes da
amazonia brasileira.

Palavras-chave: Siluriformes; DNA Barcode; DNA Mitocondrial; Citocromo Oxidase
subunidade I.

1. INTRODUCAO

A ordem Siluriformes é a segunda maior na regido neotropical, considerando o niumero
de espécies descritas, é composta por 36 familias, 477 géneros e 3.088 espécies distribuidas pelo
mundo (NELSON, 2006; FERRARIS, 2007). Os Siluriformes, popularmente conhecido como
bagres, sdo peixes encontrados em todos 0s continentes e em muitos paises sdo valorizados como
itens alimentares, na pesca esportiva e na ornamentacéo de aquério (NELSON, 2006). Os peixes
dessa Ordem habitam o fundo dos rios, permanecendo entre as rochas e a vegetacdo, com habitos
predominantemente crepusculares e noturnos (FERRARIS, 2007). Além disso, varios
representantes dessa Ordem realizam extensas migracdes incluindo areas distintas de criagéo,
alimentacéo e reproducdo a fim de realizar o seu ciclo de vida (BARTHEM & GOULDING,

1997). No entanto, devido a pressdo da pesca ndo regulamentada para venda comercial
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juntamente com outras ameagas humanas e ambientais, algumas espécies de bagres nativas estao
ameacadas (CORDOBA, et al., 2013). Diante de um cenério como este, com eminente perigo de
perda da biodiversidade, um método rapido e padronizado que auxilie na caracterizacdo da
diversidade bioldgica é essencial (HEBERT, et al., 2003a).

Para acelerar a descoberta de espécies, foi proposto o DNA Barcode ou "codigo de barra
de DNA", que consiste em um sistema Unico e universal com o objetivo de identificar todos os
organismos em nivel especifico, utilizando-se sequéncias de regides especificas do DNA
mitocondrial (HEBERT, et al., 2003b). Esse método tem sido aplicado a varios organismos, e
muitos trabalhos demostraram a eficécia para a identificacdo de espécies, como em borboletas,
aves, mamiferos, repteis e peixes (HEBERT, et al., 2004b; HEBERT, et al., 20042, CLARE, et
al., 2011; MEGANATHAN, et al., 2013; WARD, et al., 2005).

A aplicacdo do gene do citocromo oxidase | (COI) para identificacdo de espécies em
peixes desencadeou a iniciativa internacional para codigos de barras de todos os peixes (FISH-
BOL; www.fishbol.org) (WARD, et al., 2009). Esté sendo utilizado na identificagdo e filogenia,
em revisdes taxondmicas e para detectar espécies cripticas (LIMA, et al., 2016; WONG, et al,
2011; WARD, et al., 2009; PERREIRA, et al., 2013; BENZAQUEM, et al., 2015). Além disso,
0 DNA Barcode também tem aplicagdo na monitoracao de produtos de derivados de peixe para
a seguranca alimentar e na regulamentacao da exploracdo de espécies de peixes (CHANG, et al.,
2016; BRITO, et al., 2015: ARDURA, et al., 2010).

A identificacdo molecular de peixes em nivel de espécies esta acima de 92% (WARD, et
al., 2005; CARVALHO, et al., 2011; PERREIRA, et al., 2013), e o poder discriminatorio de
identificacdo foi de 93% em peixes de agua doce e 98% em espécies de peixes marinhos (WARD,
et al., 2009). Pois, no estudo de Hubert, et al. (2008) de peixes de agua doce ndo revelou
divergéncias intraspecificas ou interespecificas mais profundas do que em peixes marinhos,
concluindo que cddigo de barras é uma ferramenta poderosa para a discriminacdo de peixes de
agua doce.

Dada a importéncia biologica e econdmica dessa Ordem, o presente estudo visa gerar
cddigo de barras para espécies de bagres de valor comercial pertencentes a Ordem Siluriformes

da amazonia brasileira, e utiliza-los na identificacdo molecular dessas espécies.
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2.1 Amostragem
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Foram selecionados a priori entre uma a 10 amostras de 33 espécies de peixes

Siluriformes de valor comercial (Tabela 1), coletados em desembarques pesqueiros de 21 pontos

da amazonia brasileira nos anos de 2003 a 2015 (Fig. 4) (Licenca IBAMA 25890). Os individuos

foram indentificados no momento da coleta atraves da analise morfologica por taxonomistas e

alguns espécimes vouchers estdo depositados na Colecdo de Peixes do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia (INPA). Os tecidos musculares estdo armazenados em &lcool 95% e

depositados na Colecdo de Recursos Genéticos do INPA.

Localidades

©CoNOU A WNR|Z

Belém
Tocantins
Itaipava
Macapa
Santarém
Manicoré
Humaita
Porto velho
Guajara-Mirim
Manaus
Iranduba
Boa Vista
S&o gabriel da Cachoeira
manacapuru
Labrea
Coari
Tefé
Eirunepe
Tabatinga
Cruzeiro do Sul
Rio Branco

Figura 01- Localizacdo dos 21 pontos de coleta de exemplares de espécies de peixes

Siluriformes de valor comercial para obten¢&o do cddigo de barras de DNA.



Tabela 0l1.Localidades das espécies de bagres de valor comercial e numero de individuos amostrados para obtencéo do cédigo de barras de DNA.

Locais de coleta: Coari (Co), Manaus (Ma), Santarém (Sa), Iranduba (Ir), Tabatinga (Ta), Manicoré (Man), Tefé (Te), Belém (BI), Boa Vista (BV), 33
Eirunepé (Eir), Cruzeiro do Sul (CS), Humaita (Hu), Manicoré (Mn), Borba (Bo) Porto Velho (PV), Guajara Mirim (GM), Sdo Gabriel da Cachoeira
(SGC), Labrea (La), Altamira (Alt), Tocantins (To) e Itaipava (Ita).
Localidades
.. Rio Solimbes/Amazonas Guama|Branco| Jurua Madeira [Mamoré| Negro Purus Araguaia Ne
Ne Espécie Total
Nome comum Familia Co Ma Sa Ir Mana Ta Mac Te Bl BV |Eir CS[Mn Hu PV GM SGC La RB | Ita To
1 Ageineiosus inermis mandubé Auchenipteridae 1 1 1 3
2 Arius parkeri ariagu Ariidae 1 1 2
3 Brachyplatystoma capapretum filhote capapreta Pimelodidae 5 1 6
4 Brachyplatystoma juruense flamengo Pimelodidae 1 1
5 Brachyplatystoma Platynemum babdo Pimelodidae 1 2 2 5
6 Brachyplatystoma rousseauxii dourada Pimelodidae 1 2 1 4
7 Brachyplatystoma vaillantii piramutaba Pimelodidae 1 2 3
8 | Brachyplatystoma filamentosum piraiba, filhote Pimelodidae 1 2 1 7 1 12
9 Brachyplatystoma tigrinum dourada zebra Pimelodidae 2 2 4
10 Calophysus macropterus piracatinga Pimelodidae 1 1 2 1 7
11 Hypophthalmus edentatus mapara Pimelodidae 1 8 4 1 1 1 1 18
12 Hypophtalmus fimbriatus mapara Pimelodidae 3 1 4
13 Hypophthalmus marginatus mapara Pimelodidae 7 15 4 1 1 4 2 36
14 Hemisorubim platyrhynchos liro Pimelodidae 1 5 7
15 Hemisorubim sp. liro Pimelodidae 1 1
16 Hoplosternum littorale tamoata Callichthyidae 1 2 1 4
17 Leiarius marmoratus jandid, jundia Pimelodidae 1 1 2 1 1 2 8
18 Lithodoras sp. bacu Doradidae 1 1 2
19 Oxydoras niger cuiu cuiud Doradidae 1 1 1 2 1 1 2 9
20 | Phractocephalus hemioliopterus Pirarara Pimelodidae 5 2 7
21 Pimelodus blochii Mandi Pimelodidae 2 1 1 2 6
22 Pimelodina flavipinnis mandi-moela Pimelodidae 1 1
23 Pimelodella sp. chordo Heptapteridae 1 1
24 Pseudoplatystoma fasciatum surubim Pimelodidae 1 12 8 1 21 5 6 5 5 6 4 36 7 5 3 139
25 Pseudoplatystoma tigrinum caparari Pimelodidae 2 7 3 5 1 3 1 1 4 8 38
26 Pseudoplatystoma reticulatum cachara? Pimelodidae 3 3
27 Platynematichthys notatus Coroata Pimelodidae 1 1 1 3
28 Pterygoplichthys pardalis acari-bodd Loricariidae 1 1 2
29 Pirinanpus pirinampu piranambu, barba Pimelodidae 3 1 3 1 9
30 Sorubimichthys planiceps peixe lenha, chicote Pimelodidae 3 4
31 Sorubim lima bico de pato Pimelodidae 1 1 1 4
32 Trachelyopterus sp cangati ? Auchenipteridae 1 2
33 Zungaro zungaro Pacamon, jau Pimelodidae 1 1 1 1 4 8
Total 7 4 51 18 28 10 24 19| 28 21 |16 8 |5 3 20 14 7 56 | 15 5 8 363
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2.2 Extracao, amplificagéo e sequenciamento do DNA

O DNA Gendmico foi extraido pelo método fenol-cloroformio (SAMBROOK e
RUSSELL, 2001). A amplificacdo do gene mitocondrial COI foi realizada pela técnica de PCR
(Reacgéo em Cadeia da Polimerase), com volume final de 15 pl, utilizando 2 pl de 10 a 50 ng de
DNA e o0s seguintes reagentes: 1,5 uL de Tampdo 10X; 1,2 uL de Cloreto de Magnésio (MgClz)
a25mM; 3,0 uL de DNTPs a 1mM;1,5 pL de cada primer a 2uM 0,3/uL de Taq DNA Polimerase
a 5U/uL e agua milli-Q. Foram utilizados os primes BOL COIl F3: 5° TCA ACY AAT CAY
AAAGAT ATY GGC CAC 3’ e COI R3: 5 ACT TCY GGG TGR CCR AAR AAT CA 3’ na
PCR da maioria das amostras e uma combinacdo de primes FishF1, FishR1, FishF2, FishR2
(Mafish) para as demais amostras ndo amplificadas anteriormente, ambos modificados
(WARD, et al, 2005). A amplificacédo foi realizada em 35 ciclos com as seguintes temperaturas:
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 40 segundos e extenséo a 72°C por 1
minuto. Depois de amplificado, o produto da PCR foi verificado e quantificado em eletroforese
padrdo (100V por 1h) visualizado com gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium) por
comparagdo com o marcador Low Mass DNA Ladder (Invitrogen), e fotografado no
fotodocumentador.

Todos os produtos amplificados foram purificados usando polietilenoglicol 8000 (PEG)
e etanol (PAITHANKAR e PRASAD, 1991). As reacdes de sequenciamento nucleotidico foram
realizadas de acordo com Platt et al., (2007) usando o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (ThermoFisher). A eletroinjecdo de sequenciamento foi realizada no analisador de
DNA 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

2.3 Analise das Sequéncias Nucleotidicas

As sequéncias foram editadas e alinhadas nos programas SEQSCAPE versdo 2.7 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) e BIOEDIT 5.0.9 (HALL, 1999) e o alinhamento com o
programa ClustalW (THOMPSON, et al., 1994). Uma sequencia consenso para cada especime
foi obtida e em seguida submetida ao programa BLAST (ALTSCHUL, et al., 1997), para
confirmacgdo e comparacgdo da regido sequenciada com os dados disponiveis através do National
Center for Biotechnology Information (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), assim como
comparadas com os dados disponiveis no Portal Barcoding of Life Database (BOLD)
(RATNASINGHAM e HEBERT, 2007). Todas as sequéncias de DNA foram analisadas

utilizando o programa Mega v. 6 (TAMURA, et al., 2013) para verificar presenca ou auséncia
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de stop cdédon. A identificacdo dos haplotipos foi realizada usando DnaSP v5.0 (LIBRADO e
ROZAS, 2009).

O Ndmero de linhagens bioldgicas foram verificados com o auxilio da abordagem
Automatic Barcode Gap Discovery Method (ABGD). O ABGD detecta automaticamente as
diferencas significativas entre a divergéncia intra e interespecifica (Barcoding Gap) e define o
limite da distancia genética entre as divergéncias intra e interespecificas baseados no padrao par-
a-par da distancia genética (PUILLANDRE, et al., 2012). As analises no ABDG foram realizadas
na interface web (http: //www.abi.snv. jussieu.fr/public/abgd/) utilizando o modelo de Kimura-
2-Parédmetros (K2P) de substituigdo de bases (KIMURA, 1980). O limiar para a diversidade
intraespecifica (p-distancia) foi definido em um minimo de 0.001 e maximo de 0.1, sendo que 0
o valor padrdo do Barcoding Gap foi X = 1.0.

Apbs a delimitacdo dos grupos de espécies ou linhagens bioldgicas por meio do ABGD,
foram calculadas as distancias par-a-par e as distancias intra e interespecifica, com base no
modelo evolutivo de Kimura-2-Parametros e Bootstrap com 2.000 replicacGes para cada uma das
espécies com o uso do programa Mega v. 6 (TAMURA, et al., 2013).

Posteriormente, foi feita uma consulta ao banco de dados de sequéncias publicas (BOLD
e GENBANK) para inferir a porcentagem de similaridade entre espécies e confirmar a
identificacdo morfologica realizada.

3. RESULTADOS

Foi gerada uma matriz de dados contendo 363 sequéncias nucleotidicas com tamanho de
620 pares de bases, representando as 33 Espécies, 22 Géneros e 7 Familias de Siluriformes
existentes na amazonia. Foram realizadas analises para detectar possiveis codons de parada, mas
nenhum foi observado. As 33 espécies da ordem Siluriformes apresentaram 254 sitios constantes,
223 sitios informativos e 268 sitios variaveis.

A composicdo média das bases nitrogenadas adenina (A), timina (T), citosina (C) e
guanina (G) foi de 26,7%, 27,9%, 27,3% e 18% respectivamente. Um total de 129 hapl6tipos (1
a 95 para cada espécie) estavam presentes nas 33 espécies.

A identificacdo das espécies de peixes Siluriformes estudados com base nos bancos de
dados BOLD e GenBank é descrita na Tabela 02 (Anexol). O estudo ajudou na identificacéo
direta de 33 espécies que apresentaram similaridades especificas de espécies em ambos 0s bancos

de dados. A porcentagem de identificacdo das espécies variou de 93.57% a 100% de similaridade.
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Das 33 espécies identificadas, 8 espécies (Brachyplatysoma juruense; Brachyplatystoma
tigrinum; Hypophthalmus fimbriatus; Hypophthalmus edentatus; Hemisorubim sp; Pimelodina
flavipinis; Pimellodela sp; Platynematichthys notatus) ndo possuiam registro e nem sequéncias
depositadas no BOLD (Anexo 01) até o momento. Sendo entdo, consideradas 0s primeiros
registros para o banco de Dados publicos em questdo. As espécies Lithodoras sp. e Arius parkeri
foram representados usando Nomenclatura de sindnimos no banco de dados, que foram
compativeis com Pterododras granulosus 99.21% e Sciades parkeri 100%. A espécie
Brachyplatystoma capapretum, apresentou compatibilidade com outra espécie do mesmo género,
Brachyplatystoma filamentosum (97,21%) (Anexo 01).

Foi possivel distinguir algumas espécies com essa ferramenta. Um exemplo foi
Trachelyopterus sp — semelhanca de 99,66% com Trachelyopterus galeatus. A espécie
Hemisorubim.sp apresentou uma baixa porcentagem de semelhanca com Hemisorubim
platyrhynchos, 96%. A distancia entre as duas espécies foi de 0,4 (Anexo 02), caracterizando ser
outra especie do mesmo género. O mesmo aconteceu com Sorubim lima, Zungaro zungaro,
Leiarius marmoratus, Pimelodus blochii, individuos identificados como sendo da mesma espécie
ficaram em clados separados, sustentados com bootstrap 99%, o que sugere ser outra linhagem
biologica. As especies que se separaram em clados diferentes foram parcialmente renomeadas de
Sorubim sp., Zungaro sp., Leiarius sp., Pimelodus sp. (Figura 03).

Na arvore Neighbor-joining incluindo 33 espécies com todos os haplétipos, mostra que
0s espécimes da mesma espécie foram agrupados em um unico clado. Um total de 7 espécies (B.
rousseauxii; B. vaillantii, B. juruense, P. reticulatum, Pimelodina flavipinis; Pimellodela sp,
Lithodoras sp. e,) ndo apresentaram variacao intraespecifica e foram agrupadas sob um Unico
hapl6tipo de sua propria espécie (Figura 03). Os numeros de exemplares (1- 4 individuos) nessas
espécies nao permitiram a observacdo de uma maior quantidade de haplétipos. Nenhum desvio
taxonémico foi detectado em niveis mais altos (Géneros e Familia).

Para o género Hypophthalmus, houve a formacéo de clados (morfotipos) bem distintos
em cada uma das duas espécies Hypophthalmus edentatus e Hypophthalmus marginatus, todos
eles apoiados por altos valores de bootstrap (64-100%). Os morfotipos H. edentatus 2 e H.
marginatus 1 foram os clados que mais se aproximaram do clado formado pela espécie H.
fimbriatus, enquanto os outros morfotipos ficaram em um ramo mais distante (Figura 02).

As espécies do género Hypophthalmus foram comparadas com espécies do BOLD, e a
espécie H.edentaus apresentou semelhanga com H. oremaculatus (Anexol), apresentando uma

porcentagem que variou de 97,67% a 100%. Sendo que as espécies H. marginatus e
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H.oremaculatus sdo as Unicas espécies que possuem sequéncias depositadas para esse género no

banco de Dados.

Figura 02- Arvore NJ de hapl6tipos com todas as espécies (morfotipos) do género Hypophthalmus.
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grr M marginalus 1 11052 Ir
H marginatus 1 5531 Ei
H marginatus 1 10488 Te
H marginatus 1 10883 Ma
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O modelo de evolucdo molecular K2P foi usado para

termos de numero de substituicdo de base por sitio. Todos 0s

inferir distancias genéticas em

morfotipos apresentaram baixa

divergéncia intraespecifica de 0 (zero). A divergéncia interespecifica variou de 0,2 em H.

edentatus morfotipo-2 e 0,9 em H. edentatus morfotipo-1 e H. marginatus morfotipo-2. (Tabela

02).
N Morfotipo H.fimbriatus H.marginatus 1 H.edentatus 1 H.edentatus 2 H.marginatus 2
1 H.fimbriatus 0
2  H.marginatus_1 0,790 0
3 H.edentatus_1 0,820 0,980 0
4  H.edentatus_2 0,820 0,920 0,240 0
5 H.marginatus_2 0,950 0,840 0,940 0,930 0

Tabela 02 — Distancia genética intra e interespecifica entres os morfotipos do Género

Hypophthalmus.
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A divergéncia interespecifica das 33 espécies variou de 0,2 a 2,6. A intraespecifica variou

de 0a 0,2 (2%) sendo o maior valor encontrado na espécie Trachelyopterus sp (dois individuos).

A média das distancias intergenérica e intragenérica foram 0,13 (13%) e 0,003 (0,3%)

respectivamente. N&o houve sobreposicao na arvore de NJ e as espécies foram diferenciadas de

acordo com o género com um valor bootstrap de 96-99%.

Na arvore de NJ, bem como a previséo de agrupamento do resultado ABGD (Tabela 03)

mostraram agrupamento semelhante dos congéneres estudados no conjunto de dados.

Grupos N° Espécies
1 1 Hemisorubim sp.
2 1 Trachelyopterus sp.
3 5 Zungaro zungaro
4 1 Pinirampus pirinampu
5 1 Sorubim lima
6 2 Pimelodus blochii
7 5 Leiarius marmoratus
8 10 Hypophthalmus edentatus (morfotipo 1)
9 8 Hypophthalmus edentatus (morfotipo 2)
10 17 Hypophthalmus marginatus (morfotipol)
11 18 Hypophthalmus marginatus (morfotipo 2)

Tabela 03. Resultado ABGD do conjunto de dados estudado revelando grupos na particdo 6 (distancia

méxima P = 0,012915).
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Figura 03. Dendrograma Neighbour-joining com base no modelo K2P, usando os haplotiplos das 33 espécies de
Siluriformes analisadas.
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4. Discussao

O presente estudo demonstrou a eficicia da técnica do DNA Barcode para identificacéo
das espécies de Siluriformes da amazbnia brasileira. O tamanho das sequéncias obtida é
consistente com o fragmento esperado para a regido mitocondrial COI observado em estudos de
cddigos de barras realizados em peixes (LIMA, et al., 2016; QUILANG & YU, 2013). Assim
como, a composicado media das bases nitrogenadas encontradas (LAKRA, et al., 2015).

Na categoria de identificacdo ao nivel de espécie das sequéncias consultadas nos bancos
de Dados publico, 0o BOLD indicou como incapaz de combinar a sequéncia com o banco de dados
existente, ou seja, ndo indicou a sequéncia de DNA de outra espécie presente no banco de dados,
sendo confidvel para identificacdo neste nivel. O GenBank sozinho mostrou similaridade
especifica de espécies. O sistema de identificacdo baseado em DNA sé funciona se todas as
espécies ja descritas tiverem suas sequéncias no banco de dados (DAYRAT, 2005). Entretanto,
uma das sequéncias de B. capapretum foi identificada no BOLD como um congénere B.
filamentosum. Isso demonstra a importancia da analise correta dos voulchers, para ndo haver
conflito entre as publicacdes cientificas e de sequéncias depositadas no banco de dados.

Dentre as 33 espécies estudadas, 8 sdo até o momento sequéncias inéditas no BOLD e esta
pesquisa visa também a complementacdo deste banco com sequéncias de Siluriformes.

Nos dados observados no presente trabalho, as distancias interespecificas encontradas
para as duas espécies de jaus aceitas taxonomicamente como distintas (Zungaro zungaro e
Zungaro jahu), evidenciam baixa divergéncia interespecifica para o gene COI, com o valor de
0,2 o0 que é considerado insuficiente para separar espécies segundo a abordagem do DNA
Barcode. Esses valores de divergéncia foram semelhantes encontrados por Pires (2014). Segundo
0 estudo de Boni et al., (2011), a taxonomia do grupo que compreende os jaUs esta ainda pouco
resolvida, com muitas incertezas e muitas espécies sinonimias a Zungaro. Segundo Lundberg e
Littmann (2003) ha duas espécies morfologicamente distintas atualmente véalidas, sendo Zungaro
zungaro de ocorréncia na bacia Amazonica-Orinoco e a espécie Zungaro jahu de ocorréncia na
bacia do Parand-Paraguai. No entanto, Graca e Pavanelli (2007), realizando anélises
morfoldgicas, sugerem a existéncia de uma Unica especie para o grupo dos jaus.

A diversidade interespecifca do gene COI foi observada em L. marmoratus na arvore NJ-
K2P (Figura 03) com a separacéo de clados diferentes. As sequencias nomeadas como Leaurius
sp. foram compativeis com L.marmoratus no banco de dados NCBI com 88% de similaridade.
Esta espécie apresentou niveis de distancia genética interespecifica variando de 1,6 a 1,4 (Anexo
02). Embora esses valores possam sugerir que existam mais de uma linhagem biolégica para

L.marmoratus, nossos resultados ndo suportam esta hipotese. Estudos tem mostrado que
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linhagens diversificam mais rapidamente dentro de especies do que entre espécies (PONS, et al.,
2006). Isto se deve ao fato de que a diversificacdo dentro de espécies e impulsionada por
mutacOes a uma taxa superior a encontrada entre espécies.

Foram alcancgados niveis significativos 100% de compatibilidade de sequéncia no BOLD,
para a espéecie P. blochii com espécies de P. maculatus. A espécie P. blochii descrita na bacia
amazOnica, possui caracteristicas morfoldgicas distintas das outras espécies encontradas em
bacias diferentes. Semelhancas moderadas foram encontradas para sequéncias das duas espécies
no estudo de Lima et al. (2016) o que pode sugerir a divergéncia na identificacdo, mas também
podem indicar uma diferenciacdo das espécies do Pantanal em relacdo a outros hapldtipos
encontrados em diferentes bacias hidrograficas do Brasil. Ribeiro e Lucena (2006) relataram uma
ampla variacdo na morfologia e na cor dos individuos no género Pimelodus, que poderia ser
responsavel por causar erros de identificacdo morfologica.

Sugerimos a realizacdo de novas analises nesses grupos para haver consenso em relacdo
se realmente caracterizam como mais de uma espécie.

Considerando a facilidade de diferenciacdo morfologica do género Hypophthalmus, a
partir dos dados encontrados no presente trabalho foi observada a presenca de pelos menos duas
linhagens bioldgicas. O género foi recentemente inserido na Familia Pimelodidae e ha uma
grande divergéncia entre os autores, sobre as espécies que compdem esse Género. Segundo
Cutrim Leoncy & Batista (2005) o género possui trés espécies, H. edentatus; H. fimbriatus e H.
marginatus. Outros estudos apontam que ha quatro espécies descritas até o0 momento (H.
oremaculatus H. edentatus, H. fimbriatus e H. marginatus) (OLIVEIRA, et al., 2008; BRAGA.
L. 2009; LUNDBERG & LITTMANN, 2003; FERRARIS JR., 2007).

As espécies sdo distribuidas pela América do Sul, sendo que trés das quatro espécies
descritas ocorrem na bacia amazénica. H. edentatus e H. marginatus ocorrem nas bacias do
Orinoco e Amazonas, e em alguns rios da Guiana, Guiana Francesa e Suriname, H. fimbriatus
distribui-se do Brasil até a Venezuela apenas na bacia do rio Negro e areas de influéncia desse
rio e H.oremaculatus distribui-se apenas na bacia do Parand (LUNDBERG & LITTMANN,
2003; FERRARIS JR., 2007).

Em estudos realizados por Lopez-Fernandez e Winemiller (2000) foram encontradas
variacdes morfologicas entre exemplares de H. fimbriatus que ocorrem no rio Negro e na
Venezuela, havendo assim uma necessidade de uma revisdo detalhada. Além disso, analises
morfoldgicas 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 Parana, seria na verdade um dos subgrupos de H. edentatus (BRAGA. L. 2009).
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Os valores de divergéncia interespecifica minima foi de 0,2 e maxima de 0,9 para o género
Hypophthalmus. Baixos valores de divergéncia interespecificos podem sugerir que
provavelmente ndo houve um acumulo de mutagdes suficientes em um periodo considerado,
capaz de permitir a diferenciacdo entre as espécies apos sua divergéncia (HEBERT, et al., 2003).
E importante ressaltar que, valores de divergéncia interespecifica que variam de 0,3 a 1,0 também
sdo encontrados em espécies que pertecem ao género Brachyplatystoma. Este € um grupo melhor
representado neste trabalho, com caracteristicas morfolégicas distintas (LUNDBERG & PARISI,
2002; LUNDBERG & AKAMA, 2005).

Ward et al. (2005), ao analisar o género Thunnus, que incluiem individuos com
caracteristicas morfoldgicas diferentes, verificou que as distancias genéticas foram muito baixas,
comparadas com outros géneros no mesmo estudo, com uma média da divergéncia dentro do
género Thunnus de 1,11%, os autores concluiram que as espécies de atuns podem possivelmente
terem divergido recentemente.

Os valores de divergéncia encontrados na presente pesquisa, € consistente com Hebert et
al. (2003), que os limites taxonémicos devem ser estabelecidos de acordo com o grupo em estudo,
ou seja, que os valores de divergéncias intraespecificas e interespecificas podem variar de acordo
com a a espécies e a regiao geografica.

Pereira et al. (2011), demonstrou que valores baixos de divergéncia interespecifica
confirmam o mencionado acima, que 2% como valor de corte devem ser usados apenas como
ponto de partida para delimitar espécies. Assim, sugere que, para esses casos, um novo valor de
corte deve ser calculado com base nos valores de divergéncia genética observados dentro do
género.

As médias das distancias intraespecifica e interespecifica (0,003 e 0,13, respectivamente)
de COI de Siluriformes estdo dentro dos padrdes anteriormente relatados para peixes de agua
doce (HUBERT, et al., 2008). Todas as sequéncias da mesma espécie formaram clusters com
alto suporte de bootstrap (>96), sem sobreposicao entre espécies, mesmo em espécies dentro dos
mesmos géneros.

Desse modo o presente estudo confirma a presenca do “barcoding gap”, na maioria dos
taxons aqui analisados, estando de acordo com Meyer & Paulay (2005), o comprimento do ramo
entre as especies tende a ser maior do que entre individuos de uma mesma espécie, levando a
uma lacuna na distribuicdo da distancia entre pares, e a distancia média intraespecifica, foi
geralmente menor do que a média de distancia interespecifica.

Semelhantes resultados ja foram demonstrados em estudos de peixes Siluriformes do rio

Paraguai, os dados médios de distancia K2P observados (espécies 0,2%, congéneres 1,6% e
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familias 4,2%) (LIMA, et al., 2016). Pereira et al. (2013) observaram uma média de K2P de
1,3%, 6,8% e 20,1% em 253 espécies de peixes de &gua doce na América do Sul entre individuos
da mesma espécie, congéneres e familias, respectivamente. Neste estudo, os valores mais baixos
observados podem estar relacionados a proximidade dos taxons avaliados, como relatado por
Rosso et al. (2012).

Hubert et al. (2008) obtiveram as sequéncias barcode para 190 espécies de peixes de agua
doce do Canada, discriminando corretamente 93% das espécies analisadas. Em outro estudo,
Valdez-Moreno et al. (2009) avaliaram 61 espécies de peixes de agua doce do México e
Guatemala discriminando corretamente 93% das espécies. Lara et al. (2010) obtiveram as
sequéncias barcode de 27 espécies de peixes de agua doce de Cuba conseguindo uma resolu¢éo
de 96%. Ward (2009) analisando as sequéncias barcode de 1088 espécies de peixes que se
encontravam depositadas no BOLD encontrou uma eficicia de discriminacdo de 97,5%.
Recentemente, 0 DNA Barcode serviu de ferramenta para identificacdo de 86 espécies larvas de
Siluriformes na amazo6nia (MAGGIA et al., 2017).

Por outro lado, ficou claro que as espécies com problemas de separacdo pela técnica de
barcode foram exatamente algumas espécies pertencentes a grupos com historico de problemas
taxondmicos, como € o caso dos géneros Hypophtalmus e Pimelodus. Em alguns casos, sO
conseguimos identificar ao nivel do género como de Pimelodella.sp. e Hemisorubim sp.

A presente pesquisa permitiu a identificacdo de 33 espécies analisadas (96%) por meio
dos dois métodos de analises empregadas (ABGD e NJ). Esses resultados sdo condizentes aos
encontrados na literatura sobre a identificagdo molecular de ictiofaunas pelo método do DNA
Barcode (LASKAR, et al., 2016; DIAZ, et al., 2016). Apesar dos altos valores de distancias
genéticas ndo terem sido observados entre a maioria das espécies, 0 ndo compartilhamento de

haplétiplos indicam diferenciacéo.
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5. CONCLUSAO

Este estudo corrobora a adequacdo da abordagem do DNA Barcode em discriminar e
identificar, sem ambiguidade, a grande maioria das espécies da Ordem Siluriformes. O DNA
Barcode nédo se concentra em realizar taxonomia baseado somente no DNA, mas em produzir
informacfes de identificagdo molecular universal a partir do conhecimento taxonémico ja
existente. O combinado de diferentes abordagens de analises para os dados de DNA Barcode foi
eficiente, permitindo a discriminacdo de espécies mesmo com valores de divergéncia genética
baixos. Por outro lado, os presentes resultados apontam para uma necessidade de realiza¢éo de
novos estudos taxondmicos dos Géneros Hypophthalmus e Pimelodus, para uma melhor
caracterizacdo desses grupos.

Foi possivel descriminar cerca 96% das espécies analisadas concordando com a analise
taxondmica e morfoldgica. Além disso o estudo contribuiu com novos codigos de barras para
oito espécies de peixes da Ordem Siluriformes da amaz6nia brasileira. Finalmente, nosso estudo
faz uma contribuicdo importante para a ictiofauna da bacia amazonica, colaborando para o

conhecimento e facilitando o0 manejo e a conservacao das espécies estudadas.
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7. ANexos:

Anexo 01- Tabela 04. Lista das espécies comparadas com sequéncias provenientes dos Bancos de

dados publico, usando a pesquisa BLASTN do NCBI e Sistema de identificacdo BOLD (BOLD-IDS).
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N° do tecido Identificacdo de Campo Identificacdo NCBI Similaridade (%) Identificagdo BOLD Similaridade (%)
18361 Arius parkeri Sciades seemanni 90 Sciades parkeri. 99.84
14840 Arius parkeri Sciades seemanni 90 Sciades parkeri. 100
16721 Ageneiosus Inermis Ageneiosus Inermis 99 Ageneiosus Inermis 99.69
4892 Ageneiosus sp. Ageneiosus Inermis 100 Ageneiosus Inermis 100

953 Ageneiosus sp. Ageneiosus Inermis 100 Ageneiosus ucayalensis 100
4787 Brachyplatystoma capapretum Brachyplatystoma capapretum 100 Brachyplatystoma filamentosum 97.21
1116 Brachyplatystoma juruense Brachyplatystoma juruense 99 S/ correspondéncia
3336 Brachyplatystoma Platynemum Brachyplatystoma Platynemum 99 Brachyplatystoma Platynemum 100
4031 Brachyplatystoma rousseauxii Brachyplatystoma rousseauxii 99 Brachyplatystoma rousseauxii 100
1926 Brachyplatystoma vaillantii Brachyplatystoma vaillantii 99 Brachyplatystoma vaillantii 100
1182 Brachyplatystoma filamentosum Brachyplatystoma filamentosum 99 Brachyplatystoma filamentosum 99.53
15269 Brachyplatystoma tigrinum Brachyplatystoma tigrinum 99 S/ correspondéncia
10448 Calophysus macropterus Calophysus macropterus 99 Calophysus macropterus 99.68
15515 Hemisorubim platyrhynchos Hemisorubim platyrhynchos 99 Hemisorubim platyrhynchos 99.82
13463 Hemisorubim sp. Hemisorubim platyrhynchos 96 S/ correspondéncia
10012 Hypophthalmus marginatus Hypophthalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.53
10089 Hypophthalmus marginatus Hypophthalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 92
5535 Hypophthalmus marginatus Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 98.91
11052 Hypophthalmus marginatus Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.53
7219 Hypophthalmus marginatus Hypophthalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.53
5434 Hypophthalmus marginatus Hypophthalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.22
5532 Hypophthalmus marginatus Hypophthalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.53
15897 Hypophthalmus marginatus (morfotipo2) Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.53
15896 Hypophthalmus marginatus (morfotipo 2) Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.53
15891 Hypophthalmus marginatus (morfotipo 1) Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.37
15893 Hypophthalmus marginatus (morfotipo 1) Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.69
15894 Hypophthalmus marginatus (morfotipo 1) Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus marginatus 99.53
5603 Hypophtalmus fimbriatus Hypophtalmus sp. 93 S/ correspondéncia
5600 Hypophtalmus fimbriatus Hypophtalmus sp. 93 S/ correspondéncia
5062 Hypophthalmus fimbriatus Hypophtalmus sp. 93 S/ correspondéncia
7388 Hypophthalmus edentatus Hypophthalmus sp. 99 Hypophthalmus oremaculatus 97.67
9584 Hypophthalmus edentatus Hypophthalmus sp. 99 Hypophthalmus oremaculatus 97.66
7211 Hypophthalmus edentatus Hypophthalmus edentatus 99 Hypophthalmus oremaculatus 99.69
7215 Hypophthalmus edentatus Hypophthalmus edentatus 99 Hypophthalmus oremaculatus 99.69
8690 Hypophthalmus edentatus Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus oremaculatus 97.51
7218 Hypophthalmus edentatus Hypophthalmus edentatus 99 Hypophthalmus oremaculatus 99.53
5438 Hypophthalmus edentatus Hypophthalmus sp. 99 Hypophthalmus oremaculatus 97.67
7212 Hypophthalmus edentatus Hypophthalmus edentatus 99 Hypophthalmus oremaculatus 99.69

15877 Hypophthalmus edentatus (morfotipo 1) Hypophtalmus sp. 99 Hypophthalmus oremaculatus 97.67
15878 Hypophthalmus edentatus (morfotipol) Hypophtalmus sp. 98 Hypophtalmus oremaculatus 97.33
15884 Hypophthalmus edentatus (morfotipo 2) Hypophthalmus edentatus 99 Hypophthalmus oremaculatus 99.69
15885 Hypophthalmus edentatus (morfotipo 2) Hypophtalmus edentatus 99 Hypophthalmus oremaculatus 99.69
8843 Hypophthalmus sp. Hypophthalmus marginatus 100 Hypophthalmus oremaculatus 100
10233 Hoplosternum littorale Hoplosternum littorale 99 Hoplosternum littorale 100
4831 Leiarius marmoratus Leiarius marmoratus 99 Leiarius marmoratus 99.22
5502 Leiarius marmoratus Leiarius marmoratus 100 Leiarius marmoratus 100
1284 Leiarius marmoratus Leiarius marmoratus 88% S/ correspondéncia

3592 Oxydoras niger Oxydoras niger 100 Oxydoras niger 100




5814
5813
8014
5511
7627
5779
5824
5774
5790
9704
956
3322
5947
8790
5160
10542
10541
1307
8905
3695
4122
2403
2404
4128
15523
287
10146
1295
10773
5044
9357
5044
944
7400
10168
8935
5500
3909
14481
8814
15158
12857
13372

Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma reticulatum
Pseudoplatystoma reticulatum
Pimelodus sp.
Pimelodus sp.
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodina flavipinnis
Pimelodella.sp

Platynematichthys notatus

Phractocephalus hemioliopterus

Pterygoplichthys pardalis
Pinirampus pirinampu
Pinirampus pirinampu
Pinirampus pirinampu
Pinirampus pirinampu

Lithodoras sp.
Sorubim lima
Sorubim lima
Sorubim lima
Sorubim lima
Trachelyopterus sp
Trachelyopterus sp
Zungaro zungaro
Zungaro zungaro

Zungaro zungaro

Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma reticulatum
Pseudoplatystoma reticulatum
Pimelodus cf.argenteus
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodus maculatus
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodina flavipinnis
Pimelodella vittata

Platynematichthys notatus

Phractocephalus hemioliopterus

Pterygoplichthys pardalis
Pinirampus pirinampu
Pinirampus pirinampu
Pinirampus pirinampu
Pinirampus pirinampu
Pterodoras granulosus

Sorubim lima
Sorubim lima
Sorubim lima
Sorubim elongatus
Trachelyopterus galeatus
Trachelyopterus galeatus
Zungaro zungaro
Zungaro jahu

Zungaro zungaro

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
98
99
100
99
99
99
99
91
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
100
99
99
99
98
99

Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma fasciatum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma tigrinum
Pseudoplatystoma reticulatum
Pseudoplatystoma reticulatum
Pimelodus sp.
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodus maculatus
Pimelodus blochii
Pimelodus blochii
Pimelodus maculatus
S/ correspondéncia
S/ correspondéncia

S/ correspondéncia

Phractocephalus hemioliopterus

Pterygoplichthys pardalis
Pinirampus pirinampu
Brachyplatystoma vaillantii
Pinirampus pirinampu
Brachyplatystoma vaillantii
Pterodoras granulosus
Sorubim lima
Sorubim lima
Sorubim lima
S/ correspondéncia
Trachelyopterus galeatus
Trachelyopterus galeatus
Zungaro jahu
Zungaro jahu

Zungaro zungaro

51

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99.52
98.69
99.44
100
99.65
99.83
100

99.68
100
99.69
100
99.69
100
99.21
98.91
98.9
98.71

98.91
99.66
99.51
97.83
99.67




Anexo 02 - Tabela 05. Matriz com as distancias intraespecificas e interespecificas.

Ne Espécies 12 3 4 5 6 7T 8 9 0 11 12 13 4 15 16 17 18 19 20 1 2 B 4 % % A B 29 I N RN 3B ¥ H B I ¥ N

1 Apaker 0016
2 A.ngmis 02150054

3 Cmamptenss 01950233003

4 Linodomssp. 0200174028 0

5 0. niger 0,2020,190 0,236 0,133 0,025

6 B.tigium 0,206 0,193 0,186 0,206 0,204 0018

7 B flamentosum  0,1880,171 0,173 0.204 0,207 0,101 0,007

8 B.pamemum 02230188 0,197 0200 0,193 0,118 0,087 0,014

9 B.vallanti  0.2320,184 0,186 0213 0218 0116 0,079 0,095 0

10 B.oapapretm  0,188.0,189 0,170 0.210 0,218 0,105 0,02 0,101 0,088 0,005

11 Booussear 0,180,188 0,173 0.213 0,208 0,097 0,020 0,097 0,080 0,030 0

12 Bjuense  02300,1990,183 0,190 0,208 0,122 0,098 0,053 0,090 0,096 0,104 nic

13 H platymynhos 0,203 0,204 0,206 0.237 0,243 0,149 0,149 0,148 0,134 0,150 0,147 0,149 0,032

14 Hemisowbimsp. 02100210 0,201 0217 0,225 0,14 0141 0,140 0,123 0,140 0,137 0,144 0,043 nic

15 P.nofatus 0,207 0,203.0,186 0,227 0,219 0,122 0,03 0,134 0,121 0,406 0,103 0,139 0,169 0,164 0,010

16 Hltorae 02420260 0261 0.276 0,28 0.244 0,240 0,255 0,241 0,229 0,238 0,254 0.244 0,246 0.261 0,024

17 Trachelyopterus sp. 0,170,167 0,200 0,209 0,233 0,180 0,174 0,199 0,192 0,182 0,174 0,187 0.211 0219 0,104 0,241 0,280

18 Pineocelasp. 02060198 0.212 0,191 0204 0192 0,190 0,192 0,205 0,203 0,201 0211 0214 0,21 0212 0283 0,211 nic

19 Pimelodna avipinis  0,2050,199 0,156 0.203 0,188 0,147 0,132 0,136 0,131 0,451 0,137 0,300,163 0,170 0,159 0,285 0,182 0,191

0 Spaceps 02340192 0,194 0,196 0,184 0,120 0,116 0,116 0,009 0,128 0,113 0,116 0,158 0,144 0,125 0,274 0,197 0,196 0,446 0,010

2 Zoungwo 023602220191 0212 0,212 0,129 0,108 0,1320,105 0,119 0,107 0,123 0,174 0,166 0,131 0,264 0,198 0,223 0,163 0,106 0,054

2 Zingaosp  0.2340.2090,186 0,199 0,202 0,130 0,05 0,130 0,111 0,116 0,101 0,127 0,165 0,157 0,129 0,275 0,202 0,218 0,165 0,101 0,027 0,071

2 Popnmmps  01870,219 0,122 0,229 0.245 0,76 0,181 0,188 0,183 0,180 0,184 0,192 0,170 0,193 0,193 0,262 0,197 0,197 0,433 0,202 0,205 0,203 0,151

2 $. Ima 0,209 0,202 0,184 0,207 0,207 0146 0,400 0,125 0,118 0,104 0,103 0,134 0,171 0,173 0,144 0,255 0,202.0.200 0,161 0,430 0,130 0,127 0,190 0,043

25 Sowbimsp 02430497 0,477 0,191 0,204 0,104 0,103 0,116 0,117 0,103 0,105 0,123 0,173 0,172 0,138 0,254 0,175 0,202 0,149 0,124 0,125 0,411 0,171 0,053 e

2% P femiolopterus  0,2000,197 0,202 0,190 0,199 0,465 0,133 0,154 0,137 0,143 0,128 0,162 0,168 0,171 0,461 0,250 0,183 0.211 0,133 0,155 0,164 0,154 0,185 0,174 0,165 0,041

2 P.blochi  0.2280,198 0,158 0,206 0,189 0,142 0,127 0,144 0,135 0,140 0,125 0,152 0,467 0,161 0,155 0,253 0,178 0,208 0,411 0,161 0,156 0,154 0,168 0,153 0,151 0,135 0,127

28 Pimelodussp 02150201 0,181 0,208 0,198 0,155 0,143 0,150 0,141 0,145 0,144 0,151 0,168 0,175 0,170 0,251 0,183 0,221 0,126 0,472 0,171 0,175 0,170 0,456 0,164 0,130 0,063 0,016

29 Lmamoatss 021802060215 0210 0.211 0,161 0,161 0,163 0,143 0,175 0,158 0,182 0,186 0,176 0,184 0,265 0,202 0.216 0,64 0,176 0,174 0,171 0,211 0,182 0,172 0,152 0,177 0,163 0,430

0 lemussp  0.2310.20102120247 0,226 0171 0,148 0,153 0,143 0,520,135 0,162 0,169 0,165 0,168 0.245 0,204 0215 0,453 0,169 0,180 0,189 0,185 0,17 0,182 0,149 0,55 0,149 0,140 0

3 Hifmonatus  0970.2050,194 0222 0213 0,150 0,142 0,131 0,146 0,157 0,144 0,143 0,185 0,175 0,172 0,252 0,196 0,205 0,960 0,177 0,159 0.164 0,467 0,170 0,169 0,172 0,165 0,167 0,477 0,162 0,008

32 H marginatus (morfotipof) 0,207 0,497 0,192 0,215 0,200 0,149 0,142 0,141 0,143 0,147 0,137 0,151 0,149 0,138 0,467 0,256 0,201 0,207 0,465 0,169 0,171 0,172 0,175 0,461 0,165 0,183 0,175 0,182 0,147 0,152 0,079 0,020

33 H. edentatus (morfotpot) 0,209.0,201 0.212 0,202 0,196 0,134 0,144 0,141 0,140 0,145 0,139 0,152 0,449 0,152 0,455 0.245 0,188 0,223 0,166 0,158 0,153 0,161 0,169 0,164 0,165 0,178 0,150 0,169 0,166 0,186 0,082 0,098 0,058

34 H. edentatus (morfotpo2) 0,210 0,167 0,189 0,191 0,189 0,131 0,13 0,138 0,134 0,140 0,132 0,154 0,146 0,138 0,149 0,249 0,192 0,211 0,152 0,145 0,155 0,146 0,168 0,456 0,152 0,167 0,443 0,172 0,159 0,480 0,082 0,092 0,024 0,012

35 H marginatus (morfotipo2) 0,218 0,209 0,247 0,207 0,212 0,37 0,148 0,147 0,152 0,163 0,150 0,161 0,453 0,154 0,180 0,242 0,187 0,222 0,165 0,180 0,181 0,184 0,178 0,468 0,173 0,175 0,170 0,175 0,161 0,171 0,095 0,084 0,094 0,093 0,031

% Pfascaum 02070187 0,177 0,208 0,170 0,128 0,109 0,118 0,106 0,07 0,104 0,144 0,162 0,47 0151 0,240 0,196 0,189 0,137 0,413 0,112 0,110 0,167 0,117 0,122 0,140 0,435 0,145 0,150 0,131 0,144 0,145 0,437 0,432 0,155 0,010

37 Ptgium 0,200,187 0,184 0,93 0,174 0,132 0,110 0,119 0,107 0,111 0,105 0,119 0,150 0,137 0,149 0,249 0,498 0,193 0,436 0,115 0,112 0,110 0,174 0,430 0,133 0,141 0,131 0,145 0,152 0,153 0,151 0,153 0,139 0,134 0,460 0,024 0,005
3 Porefcuiam  02110,197 0,180 0,198 0,181 0,142 0,124 0,130 0,109 0,117 0,119 0,121 0,147 0,142 0,451 0,242 0,203 0,204 0,151 0,113 0,119 0,121 0,173 0,320,144 0,136 0,139 0,150 0,150 0,147 0,150 0,151 0,144 0,140 0,169 0,05 0021 0
3 P_pardalis  0,2000.224 0,205 0,217 0,252 0,191 0,197 0,198 0,196 0,203 0.202 0,209 0,199 0,206 0.219 0,228 0,196 0,217 0,179 0.214 0,200 0.202 0,223 0,215 0,222 0,199 0,190 0,196 0.213 0,239 0,203 0,248 0,213 0,204 0,215 0.248 0,213 0213 0,025

N/C- Néo calculado, devido o nimero amostral baixo (1 individuo).



