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RESUMO

Os Siluriformes compreendem um taxon de peixes popularmente conhecidos
como bagre, cascudo e peixe gato. E considerada a segunda maior ordem em
namero de espécies de peixes descritas, sendo distribuida em todos os
continentes. No complexo do Pantanal, j& foram descritas mais de 269
espécies de peixes, das quais 105 pertencem a ordem dos Siluriformes, o que
demonstra sua magnitude como recurso pesqueiro. Portanto, tentando de
alguma forma amenizar as barreiras pertinentes aos sistemas taxondémicos
classicos de identificacdo de ictiofauna, estudos propuseram o uso do gene
mitocondrial “Citocromo ¢ Oxidase subunidade I’ (COIl) como um sistema eficaz
na discriminacdo de espécies. No presente estudo, objetivou-se avaliar
aplicabilidade do DNA barcoding, na identificacdo dos Siluriformes pescaveis
dos rios da bacia do Paraguai no Pantanal. O DNA foi extraido da nadadeira
caudal de 62 espécimes, coletados em trés rios da Bacia do rio Paraguai
(Paraguai, Aquidauana e Miranda) totalizando 15 espécies, 12 géneros, cinco
familias. O estudo demonstrou que a classificacao prévia das espécies estava
em concordancia com a identificacdo molecular em 97% dos casos. O modelo
Kimura 2 parametros foi utilizado para estimar as distancia genéticas médias
dentro de espécies, congéneres e familias que foram: 0,2%, 1,6%, 4,2%
respectivamente, demonstrando distancia genética em funcdo do nivel
taxonémico. Com base na arvore Neighbor-Joining foram identificados dois
possiveis casos de hibridismo, onde os individuos apresentaram haplotipos
caracteristicos de uma espécie do mesmo género. Além disto, verificaram-se

conflitos que sugerem um possivel caso de especiagao.

Palavras-chaves: Identificacdo de espécies, peixes de agua doce, bagres,
regido neotropical, Pantanal, DNA mitocondrial, COI
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ABSTRACT

The Siluriformes comprise a taxon of fish popularly known as catfish, bagre and
cascudo. It is considered the second largest order in number of fish species
described, being distributed on all continents. In complexo do Pantanal, have
already been described more than 269 species of fish, of which 105 are those
of Siluriformes, representing its magnitude as a fishing resource. Therefore,
trying to somehow alleviate the relevant barriers to classical taxonomic
identification systems ichthyofauna, studies have proposed the use of
mitochondrial genes "cytochrome c Oxidase subunit | (COI) as an effective
system on discrimination of species. In the present study, it was aimed to
assess applicability of DNA barcoding, identification of Siluriformes pescaveis of
the rivers Paraguay basin in the Pantanal. Thus, the DNA was extracted from
the caudal fin of 62 specimens, collected in three rivers Paraguay river basin
(Paraguay, Aquidauana and Miranda) totaling 15 species, 12 genera, 5 families.
The study showed that the prior classification of the species was in agreement
with the molecular identification in 97% of cases. The model Kimura 2
parameter was used to estimate the average genetic distance within species,
congeners and families who were: 0.2%, 1.6%, 4.2%, respectively,
demonstrating genetic distance depending on the taxonomic level. Based on
Neighbor-Joining tree were identified two possible cases of hybridity where
individuals presented haplotypes characteristic of a species of the same genus.

In addition, there have been conflicts that suggest a possible case of speciation.

keywords: species identification, freshwater fish, catfish, neotropical region,
Pantanal, mitochondrial DNA, COI



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Um quantitativo representativo da populacdo do planeta utiliza os
recursos bioldgicos aquaticos vivos, oriundos de rios, lagos, lagunas e aguas
marinhas como base para sua dieta e alternativa de geracdo de renda, sendo
todas essas condicbes sdo decorrentes de atividades pesqueiras dos mais
diferenciados modelos.

O continente sul-americano possui uma grande quantidade de &agua
potavel distribuida e armazenada por meio de rios, lagos, lagunas, areas
alagadas e lencois freaticos. E depositario da maior bacia hidrogréfica fluvial do
mundo (Bacia Amazo6nica) e uma das maiores planicies alagadas, o Pantanal
Matogrossense e Sul - Matogrossense (BRITSKI et al., 2007).

O Brasil, como o pais de maior dimens&do da América do Sul, detém 15%
de toda agua doce do planeta, contudo, ainda € inexato e complexo definir e
quantificar o nimero de espécies de animais existentes em biomas continentais
aquaticos brasileiros (AGOSTINHO et al.,, 2005). J& estdo descritos,
catalogados e validados cerca de 4.475 espécies de peixes (REIS et al., 2003),
porém, supdem-se que 30 - 40% dessa diversidade de fauna ictica de agua
doce Neotropicais ainda nao foi classificada (SCHAEFER, 1998; REIS et al.,
2003; POVH et al., 2008), o que a torna a ictiofauna relativamente
desconhecida.

Dessa forma, um numero mais efetivo de espécies de peixes para
ecossistemas aquaticos nacionais pode ser especulado em torno de 5.000
podendo atingir um platd de até 8.000 espécies (SCHAEFER, 1998; REIS et
al., 2003; POVH, 2008). Entretanto, mesmo o Brasil sendo possuidor de um
percentual significativo desses recursos hidricos e uma das maiores
diversificacdes de ictiofauna do mundo, pouco se conhece sobre as espécies
existentes em territdrio nacional e suas necessidades para perpetuacgéao.

A perda da diversidade em ecossistemas aquaticos, esta entre as mais
graves preocupacdes de abrangéncia mundial voltada as questbes de
conservacdo de recursos biologicos enfrentadas pelas nacdes em torno do

planeta (MOYLE & LEIDY, 1992). O que demonstra que a maior parte das



reservas naturais de recursos pesqueiros comerciais esta em sobrexploracao,
com uma porcentagem de apreensdo acima da capacidade natural de
recuperacado dos ecossistemas (STREIT JR et al., 2002).

Tuxtill (1998) mensurou que cerca de mais de um terco dos organismos
aquaticos vivos encontra-se em risco eminente de extingdo devido as
modificacbes nos meios naturais aquéticos, sendo que, a destruicdo de
habitats é apontada como fundamental causa de desaparecimento de peixes
dulcicolas em bacias hidrograficas no planeta (DUDGEON et al., 2006; ALVES,
2008). O que evidencia a fragilidade dos mesmos, ja que a auséncia das
espécies de peixes que antes constituiam a fauna ictica € um prenuncio de
instabilidade do ambiente aquético (KARR, 1981; CAMARGO et al., 2005).

Nesse sentido, foi iniciada uma corrida contra o tempo para identificar a
diversidade real da ictiofauna do Planeta, de maneira mais simplificada e
segura, tentando de alguma forma amenizar as barreiras pertinentes aos
sistemas taxonémicos classicos de identificacdo, que sdo baseados na
morfologia (STEINKE et al., 2009).

Desse modo, com a evolucao das técnicas a nivel molecular, métodos
de mapeamento e identificacdo de biodiversidade em espécies foram propostos
e desenvolvidos empregando o uso de marcadores moleculares. Dentre essas
regides moleculares investigadas, muitos desses marcadores sdo da regido do
DNA mitocondrial (DNAmt) e entre os marcadores encontrados do DNAmt, um
pequeno fragmento, o citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl) tem sido
utilizado como sistema de identificacdo global para as espécies animais a nivel
molecular (PAUL et al., 2003; DASMAHAPATRA & MALLET, 2006; AQUILINO
etal., 2011).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. AREA DE ESTUDO

O Pantanal é declarado Patriménio Nacional pela Constituicdo Federal
de 1988 que rege o Pais (BRASIL, 1988; CALHEIROS & OLIVEIRA, 2011) e
Patrimonio Mundial Natural pelas Nac¢des Unidas (BRITSKI et al., 2007). A
regido denominada Pantanal Matogrossense e Sul-Matogrossense possui
aproximadamente uma area calculada em torno de 140.000 km? (HARRIS et
al., 2005), tornando-a a maior planicie aluvial inundavel continental do planeta
(SILVA & ABDON, 1998) e o menor bioma em extensdo em territério brasileiro
(GIRARDI & ROSSETTO, 2011).

Localizado na regido Central do Continente Sul Americano, o Pantanal
(Figura 1) ocupa éarea no Brasil, Bolivia e Paraguai, situando entre as
coordenadas de 16° a 22° de latitude sul e os meridianos de 55° a 58° de
longitude oeste (BRITSKI et al.,, 2007). Este bioma caracteriza-se por clima
definido como tropical Umido, onde a pluviosidade de 1100 mm/ano €
ultrapassada pela evaporacdo média que é de 1400 mm/ano (SUGANUMA,
2008), o periodo das aguas € concentrado nos poucos meses de outubro a

abril e a estiagem € bem delineada nos meses de maio a setembro.

ACIA DO ALTO PARAGUA
. SN YV e
|\ /I £ MATO GROSSO
/ 2 BRASIL b
Y A s 4w p.
% e S !

\ el ) .

[ J \ . 3 r ANAL
t M PARAGUAI! ‘;’. o i Arras proTrGmas

MATO GROSSO
DO SUL

WAT Bobva

Figura 1. Mapa da Bacia do Paraguai, abrangendo partes dos estados do MT e
MS no Brasil e os paises Bolivia e Paraguai. Mapa disponibilizado no sitio
http://pantanalcoltec.blogspot.com.br.



Do ponto geolégico € um exemplo claro de uma bacia tectdnica com
aspectos de bacia sedimentar intracratdnica circundada por planalto cristalino,
que constitui a area fornecedora de agua e sedimentos da regidao (GODOI -
FILHO, 1986; BRITSKI et al., 2007). Ja& o solo do Pantanal € em quase toda
sua plenitude hidromérficos, reproduzindo bem a deficiéncia de drenagem,
assim, sua alta tendéncia a inundagdes prolongadas. A litologia € formada por
sedimentos aluviais drenados por meio de carreamentos que associados a
dindmica do regime de alagamento, determinam a variacdo dos solos do
Pantanal (ORIOLI et al., 1982; BRITSKI et al., 2007).

Economicamente, o Pantanal tem como principal atividade para geracao
de renda a producdo de bovinos, seguido da pesca profissional, esportiva
(VIEIRA, 2001), o turismo, a agricultura e a exploracdo de minério sdo outras
atividades geradoras de renda para regiao.

A bacia do Alto do Paraguai no Brasil exibe trés unidades fisiograficas
bem diferenciadas: a regido alta (planaltos), uma regido baixa e plana
(pantanal) e as depressbes (ALVARENGA et al., 1984; OLIVEIRA &
FERREIRA, 2003). Seus principais afluentes em terras do Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, sdo os rios Jauru, Cuiaba, S&o Lourenco, Piquiri, Taquari,
Negro, Miranda e Apa (BRITSKI et al., 2007). Estes rios sdo de extrema
importancia para cada regido, uma vez que definem paisagens diferenciadas
(GUARIM NETO et al., 2008).

A bacia hidrogréfica do rio Miranda tem uma area fisica de 44.740,50
km?, envolvendo o territério de 23 municipios o que representa 12% de area
fisica do Estado de Mato Grosso do Sul (PEREIRA et al., 2004) quando
somado com area de drenagem atribuida juntamente com o rio Aquidauana
passa a ter um total de 47.000 km? (CARVALHO,1984; OLIVEIRA &
FERREIRA, 2003). O que os torna, dois importantes rios para regido do estado
do Mato Grosso do Sul, por serem rios que nascem e morrem dentro dos

limites do estado.



2.2 SILURIFORMES

2.2.1. CARACTERISTICAS GERAIS

Siluriformes compreendem um taxon de peixes caracterizados
principalmente pela auséncia de escamas. Essa ordem é representada
principalmente por individuos de agua doce, constituindo a sexta maior ordem
entre os vertebrados (CUNHA, 2008), com mais de 3088 espécies,
representando 10% de todas as espécies de peixe do planeta (FERRARIS,
2007).

Na regido Neotropical esta ordem é considerada a segunda maior em
namero de espécies descritas, agrupando aproximadamente 1700 espécies de
peixes (LUNDBERG et al., 2002; FERRARIS, 2007; SULLIVAN et al., 2013)
com 36 familias, 478 géneros (FERRARIS, 2007; CRAMER et al., 2007).
Entretanto, nas bacias hidrograficas da América do Sul foram encontradas até
0 presente momento, apenas 14 familias (MOYLE & CECH, 2000; CRAMER et
al., 2007; SULLIVAN et al., 2013).

Essa ordem é conhecida popularmente no Brasil como bagre, cascudo
(ANZA, 2006) e peixe gato. Colonizaram praticamente todos os tipos de
habitats aquaticos de agua doce, desde os superficiais aos subterraneos
(CUNHA, 2008), sendo distribuida em todos os continentes incluindo a
Antartica por individuos fossilizados do género Hypsidoris (FERRARIS, 2007).

Os peixes Siluriformes do ponto de vista morfolégico sdo rapidamente
identificados por suas caracteristicas marcantes (Figura 2). Sdo peixes de
corpo nu, com total auséncia de escamas e revestido por uma pele espessa ou
coberto placas 6sseas. E comum possuirem trés pares de barbilhes, sendo
gue o primeiro raio dorsal e das peitorais transformado em aculeo pungente,
salvo algumas excec¢des do grupo, na maioria da classe a nadadeira adiposa
encontra-se presente e geralmente € bem longa e bem caracteristica (BRITSKI
et al., 2007).
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Figura 2. Exemplar da ordem dos Siluriformes. Figura retirada do livro de
BRITSKI et al., (2007).

Diferenciam-se da maioria dos peixes de agua doce por apresentarem
habitos crepuscular e noturno (CUNHA, 2008), localizam-se geralmente entre a
vegetacdo e as rochas ou algum tipo de esconderijo, contudo, um grande
namero de exemplares podem também ser ativo durante o dia, especialmente
em aguas turvas (BRITSKI et al., 2007).

O comportamento alimentar dessa ordem é bastante peculiar,
geralmente os individuos possuem habito onivoro, todavia, alguns grupos
podem ser herbivoros, planctéfagos e carnivoros (RODRIGUES, 2010). Nas
adguas do complexo do Pantanal, de acordo com Britski et al. (2007), ja foram
descritas mais de 269 espécies de peixes dos quais 105 pertencem a ordem do
Siluriformes. No entanto, pressupdem que ao longo dos anos, esteja ocorrendo
um decréscimo continuo das populacfes locais desses bagres no Pantanal,
consequéncia que foi desencadeada principalmente pelas atividades
antropicas, tais como a destruicdo dos ecossistemas, a sobrexploragdo, a
introducdo de espécies exoticas, a poluicdo, etc. Além disso, algumas das
espécies que constituem os Siluriformes conseguem alcancar um alto valor
comercial em suas regides, sobretudo, por demonstrarem predicados que
agradam a populagédo consumidora como: tamanho, peso, qualidade de carne
e sabor agradavel.

Dessa forma, o declinio da heterogeneidade biolégica aquatica ndo deve
ser preocupante somente pela queda do nimero de individuos capturados de
uma espécie, mas, primeiramente pela perda de sua variabilidade populacional
(HILSDORF, 1997; SANCHES, 2007; NUNES, 2010). Sobretudo, porque



muitas das espécies Neotropicais j4 foram extintas em bacias hidrograficas
sem se quer ter sido descritas e estudadas.

2.3. A IMPORTANCIA DA DIVERSIFICACAO GENETICA

A heterogeneidade genética dos recursos aquaticos pode ser explanada
como a totalidade da diversidade de espécies e pela variabilidade genética
dentro e entre espécies, sendo um componente relevante da biodiversidade
(HILSDOREF et al., 2006). Sendo assim, torna fundamental para sobrevivéncia
dos organismos, a meédio e longo prazo, que a heterogeneidade genética
permaneca aos processos de transformacéo evolutivas e ambientais.

A variabilidade herdavel de caracteristicas adaptativas confere aos
organismos uma flexibilidade fenotipica capacitando-as a mudancas
ambientais, como a inclusdo de um predador, uma inesperada proliferacdo de
patégenos, poluentes, etc (BENITES, 2008; SOUZA, 2012).

As variacdes génicas sdo introduzidas nas populacdes pelo episédio de
mutacBes, ou como consequéncia do fluxo génico composto pelo cruzamento
entre individuos nativos ou imigrantes geneticamente diferentes (BENITES,
2008). Nesse contexto, a variabilidade genética da populacdo é mensurada
pelo nimero de alelos (variante genética) e heterozigosidade (JUANES et al.,
2007; PIORSKI et al., 2008), ou seja, por sua determinacdo de diversidade
alélica. No entanto, a variabilidade genética € perdida em contrapartida por
processos de deriva genética, onde afeta também a diversidade génica e ndo
atua para produzir adaptacdes para condicdes ambientais atuais que a espécie
encontra-se. Além disso, mecanismos naturais e fisiologicos também
contribuem para processos de diferenciagdo genética e isolamento porque
atuam de forma correlacionada.

Em grupamentos de algumas espécies de peixes migradores de grande
porte, onde geralmente suas diferentes populacbes que constituem uma
mesma espécie podem ocupar e explorar os recursos de um determinado rio
acredita-se que elas devam segregar durante o periodo reprodutivo, mantendo
assim sua estruturacao genética (GALETTI JR et al., 2008).

Atualmente, existe uma limitacdo sobre o conhecimento da estrutura

genética de peixes de 4gua doce do Brasil (MOLINA et al., 2008). Como as



populacdes de peixes estdo geneticamente organizadas ao percurso de uma
rede hidrografica € uma incognita, mesmo nas bacias hidrogréficas mais
importantes do pais destacando poucos estudos (HUBERT et al.,, 2007;
FARIAS & HRBEK, 2008; ARDURA et al., 2010; CARVALHO et al., 2011;
PEREIRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2013; FRANTINE-SILVA et al., 2015).

Contudo, o entendimento de estrutura genética € de extrema relevancia
para desenvolvimento e implantacdo de qualquer modelo de programa de
conservacao de recursos pesqueiros. Estudos que envolvem mesurardo da
variabilidade de ictiofauna, demonstraram 0 perigo que vivenciamos
atualmente, j& que em pequenas populacbes fundadoras rapidamente
perderam-se alelos mais raros (ALLENDORF, 1986; LEBERG, 1991,
VRIJENHOEK, 1998).

De acordo com BALLOUX & LUGON-MOULIN (2002); LAIKRE et al.
(2005); ORREGO (2012) as espécies de peixes ndo sdo geneticamente
homogéneas, mas estruturadas em grupos de individuos geneticamente
semelhantes, estando o grau de isolamento diretamente relacionado a
disperséo de individuos entre estes grupos.

Segundo Andrade (2010) para o surgimento de uma nova espécie €
necessario um processo que provoque modificacbes do genoma de uma
populacdo, que sdo ocasionados pela acdo de mutacdo, recombinacdo
genética e selecao. Essas alteracdes acumuladas gradualmente podem levar a
uma condicdo que jA& ndo permita o cruzamento entre individuos dessas
populacdes, desta forma, obtém-se duas espécies distintas, por isolamento
reprodutivo. Uma vez formada a nova espécie, a divergéncia entre ela e a
espécie ancestral torna-se praticamente irreversivel e cada vez mais
acentuada.

Apesar de se conhecer 0S processos que Sao responsaveis pela
formacdo de uma nova espécie, 0 que realmente tém provocado essa vasta
diferenciacdo entre espécies de peixes atuais na regido Neotropical ainda é
incerto e tdo complexo de ser definido que continua a questao ser um desafio
(Montoya-Burgos, 2003).



2.4. DNA BARCODING

Com os avancgos tecnoldgicos observados no campo da investigacao
cientifica € cada vez mais comum a utlizacdo de metodologias que
empreguem marcadores moleculares de varios tipos (RFLP, RAPD, AFLP,
microssatélites, SNP e DNAmt) para pesquisas, com intuito de ajudar a
solucionar duvidas interligadas as mais diversas questbes da natureza,
inclusive a temas controversos sobre conservacdo de recursos como:
taxonomia de grupos ameacados, para concepcdo e monitoramento de
programas em cativeiro; gestdo de fluxo génico, detectando a estrutura
geografica da diversidade genética (VRIJENHOEK, 1998); estrutura genética
populacional em grupamentos de espécies de peixes migratorios (HATANAKA
et al., 2006; MOLINA et al.,, 2008), alelos raros e identificacdo de novas
espécies.

Dentre os marcadores moleculares em vertebrados o DNAmt tém sido
amplamente utilizado nas Ultimas trés décadas como uma ferramenta para
inferir o passado evolutivo e demografico de populacdes e espécies animais
(BALLARD & WHITLOCK, 2004). Em torno de 70% dos estudos genéticos,
empregam o DNAmt como ferramenta de andlise (AVISE, 2000; SCHNEIDER,
2007), destacando sua importancia no cenario cientifico, sendo que, 0s
primeiros genomas mitocondrias sequenciados de seres vivos foram do
homem, do camundongo e do bovino (AVISE & ELLIS, 1986).

O DNA mitocondrial dos vertebrados, apresenta em média 37 genes,
sendo 13 codificadores de subunidades proteicas, dois RNAs ribossémicos
(12S e 16S rRNA), e 22 RNAs transportadores (tRNAs) necessarios para a
traducédo de proteinas codificadas pelo DNAmMt (BOORE, 1999).

A mitocondria é uma pequena molécula circular encontrada em células
eucarioticas, que possui multiplas propriedades que a tornam uma importante
ferramenta molecular para estudos; possui genoma proprio e pequeno (15 a 20
kb) em relacdo ao genoma nuclear, uma estrutura de organizagao simples, com
taxa evolutiva de substituicdo de nucleotideos de 5 - 10 vezes mais rapida que
o aferido para o genoma nuclear (BROWN et al., 1979; BROWN et al., 1982),
auséncia de recombinacdo (BALLARD & WHITLOCK, 2004), sequéncias
espacadoras, auséncia de introns, DNA repetitivo e pseudogenes (AVISE &
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ELLIS, 1986). Além disso, apresenta predominante heranca uniparental
materna (BROWN et al., 1979), ou seja, as mutacbes acumuladas nédo sao
dispersas por ocorréncia de recombinacao (AVISE et al., 1987).

Estes aspectos fazem com que o haplétipo mitocondrial possa
contribuir para delinear uma genealogia, uma filogeografia ou até mesmo uma
filogenia de heranga uniparental materna de organismos estreitamente
correlacionados, o que muitas das vezes pode auxiliar a compreender o
modelo de dispersdo de muitos organismos vivos incluindo os aquaticos
(AVISE, 1994; BALLARD & WHITLOCK, 2004; SCHNEIDER, 2007).
Exemplificando, DERGAM et al. (2002), usaram sequéncias da regido 16S do
DNAmMt para exemplificar os processos evolutivos sofridos pela espécie de
peixe Hoplias malabaricus vulgarmente conhecida como traira, além de relatar
sobre a historia filogeogréafica da bacia hidrografica do rio Doce no estado de
Minas Gerais no Brasil e suas adjacentes.

Pesquisas de hipoteses evolutivas sdo muitas vezes focadas em regides
mitocondriais de genes que sdo codificadores ribossémicos (12S e 16S),
contudo, sua utilizagdo em andlises taxonémicas é restringida pelo predominio
de insercbes e delecbes (indels) que dificulta muito o alinhamento de
sequéncias (DOYLE & GAUT 2000; PAUL et al., 2003 ).

Nesse cenario, vem se tornando frequente a concentracdo de estudos
relacionados a temas filogenéticos em um gene especifico do DNAmt, o
citocromo c oxidase subunidade | (COI) (PAUL et al., 2003), responsavel por
codificar parte de uma enzima terminal da cadeia respiratdria da mitocéndria. O
sequenciamento desta regiao permite a distincdo e identificagcdo de diversas
espécies de animais funcionando como um cdodigo de barras (AVISE et al.,
1987; SIMON et al., 2006; BROWNE et al., 2007).

O primeiro estudo realizado com a metodologia de DNA barcoding para
grupos de espécies proximas teve grande éxito de resolucdo de incertezas
taxonbmicas (acima de 98%) de discriminacdo (HEBERT et al.,, 2003).
Posteriormente, outros trabalhos surgiram demonstrando a eficacia do
emprego da metodologia barcoding na discriminacdo de animais, como na
classe Arachnida onde se obteve 100% de distincdo das espécies (BARRETT
et al., 2005).


https://www.google.com.br/search?espv=210&es_sm=122&q=hoplias+malabaricus&spell=1&sa=X&ei=hwFDU4qNO5HmsAShhIG4CA&ved=0CCwQvwUoAA
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Em virtudes desses resultados, uma iniciativa internacional constituida
por centenas de pesquisadores ligados a identificacdo e conservagdo da
biodiversidade mundial (Consortium for the Barcode of Life - CBOL) esta se
dedicando ao desenvolvimento da ferramenta do DNA barcoding como um
padrdo global para a identificacdo de espécies bioldgicas, além da criagdo de
um banco de dados do gene COI para identificacdo de espécies a nivel
mundial (http://www.barcodeoflife.org).

Em relacdo a trabalhos com espécies de peixes ja descritos, tanto
marinhos como de agua doce, foi realizado um grande projeto, empregando a
metodologia de DNA barcoding chamado Fish barcode of Life, que obteve
como resultado a separacdo de cerca de 98% e 93%, respectivamente das
espécies de peixes estudadas (WARD et al.,, 2009), reafirmando assim, a
eficacia da ferramenta do barcode em pesquisas de identificacdo de espécies,
bem como, a capacidade de sugerir novos processos de especiacdo em
organismos aquaticos. Como nos trabalhos realizados no Brasil de Carvalho et
al. (2011) que conseguiram na bacia do rio Sdo Francisco, identificar novas
espécies e demonstrar um processo de expansao de area por uma espécie e
Pereira et al. (2013) que obtiveram éxito discriminando 99,2% das 254
espécies de peixes estudadas na bacia do rio Parana e revelaram ainda 14
fortes candidatos a novas espécies.

No entanto, mesmo o Brasil sendo o pais com uma das maiores
diversificacdes de ictiofauna de agua doce de todo o mundo, o numero de
trabalhos sobre o0s processos evolutivos que suscitaram essa imensa
diversidade ainda sao escassos. Dessa forma, entender e descrever o0s
padrées que ocasionaram esta imensa diversidade € importante, assim, a
metodologia barcoding, pode ser uma das ferramentas utilizadas para inicio
desse entendimento.

Dado o exposto, para avaliar os impactos atuais sofridos nos estoques
de espécies de peixes Siluriformes pescaveis no Pantanal, no estado do Mato
Grosso do Sul, Brasil, &€ de fundamental importancia que seja possivel a
identificacdo de espécies molecularmente, o que ja é evidenciado com o
emprego da metodologia barcoding em outros ecossistemas. O que acarretaria
geracdo de conhecimento, investigacdes mais acuradas e possiveis iniciativas

de conservacao da area.


http://www.barcodeoflife.org/
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3. OBJETIVO GERAL

O projeto teve por objetivo identificar geneticamente a diversidade de

peixes Siluriformes pescaveis pertencentes a bacia do Paraguai com base em

informagdes moleculares do segmento “Citocromo ¢ Oxidase subunidade I”

(COI) do gene mitocondrial.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Sequenciar segmentos parciais do gene mitocondrial COI para as
15 espécies de peixes da ordem Siluriformes presentes em rios
do Pantanal Sul Matogrossense;

Determinar a distancia genética entre 0s grupos e entre 0s rios
estudados;

Avaliar a capacidade das sequéncias do gene COI em discriminar
as diferentes espécies presentes nessas bacias hidrogréaficas;
Analisar a utilizacdo das sequéncias do COI sobre a capacidade
de inferir relacdes filogenéticas entre as espécies estudadas;
Revelar possiveis casos de espécies cripticas na regido do

Pantanal.
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CAPITULO 2 - Identificacdo molecular e andalise filogenética de
Siluriformes pertencentes a bacia do Paraguai, Brasil (MOLECULAR
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RESUMO

O Pantanal sofre um ritmo acelerado de degradacdo dos ecossistemas, onde 0S recursos
pesqueiros sdo fortemente afetados. Entretanto, mensurar o real nimero de espécies que vivem
nesse habitat € uma tarefa ardua e complexa. Assim, estudos tém proposto 0 uso do gene
mitocondrial “Citocromo Oxidase subunidade I” (COI) como sistema global e eficaz na
discriminacdo de espécies, pois a sequéncia desse gene funcionaria como codigo de barras. O
objetivo do trabalho foi identificar pela técnica de DNA barcode os Siluriformes pescaveis
coletados na bacia do Paraguai no Pantanal. O DNA foi extraido da nadadeira caudal de 62
espécimes. As sequéncias geradas do gene COI foram utilizadas para identificacdo molecular e
corresponderam em 96,77% com a identificacdo prévia das espécies, totalizando 15 espécies, 12
géneros e cinco familias. As distancias genéticas médias dentro de espécies, congéneres e
familias foram estimadas pelo modelo de Kimura 2 Pardmetros sendo de 0,2%, 1,6% e 4,2%
respectivamente. Estes valores foram inferiores ao relatado em outros estudos provavelmente
pelo processo de radiacdo recente sofrido por espécies de peixes Neotropicais. A analise
Neighbor-Joining apresentou dois possiveis casos de hibridismo, sendo um individuo de P.
corruscans e o outro de P. cf. argenteus. Os resultados observados demonstram a eficacia do
DNA barcode na identificacdo da ictiofauna Neotropical da regido do Pantanal e servirdo de

base para futuras investigacOes relacionadas ao hibridismo e casos de especiacéo.

Palavras-chave: peixes de agua doce, Pantanal, DNA mitocondrial, regido neotropical, COlI,

bagres
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Introducéo

Nos altimos 40 anos as populacbes de vertebrados do planeta foram reduzidas a
metade se comparadas com as que ocorriam na década de 70, sendo que, a maior
reducdo ocorreu em ecossistemas de agua doce, por volta de 76% (McLellan et al.

2014), e acredita-se que muitas espécies foram extintas sem sequer terem sido descritas.

Na regido Neotropical observa-se cerca de 20 a 25% das espécies de agua doce ja
descritas, sendo esta a mais rica ictiofauna do mundo (Reis et al. 2003; Pereira et al.
2013). Supbem-se, contudo, que 30 a 40% dessa diversidade ainda nao foi classificada
(Schaefer 1998; Reis et al. 2003; Povh et al. 2008; Pereira et al. 2011), tornando-a
relativamente desconhecida, principalmente se comparada com a ictiofauna norte
americana (Bohlke et al. 1978; Castro 1999).

A ordem Siluriforme, nas regiGes neotropicais é a segunda maior em ndmero de
taxons descritos. Embora agrupe 1700 espécies de peixes (Lundberg et al. 2002;
Ferraris 2007; Sullivan et al. 2013) com 36 familias e 478 géneros (Ferraris 2007;
Cramer et al. 2007), nas bacias hidrograficas da América do Sul foram descritas apenas
14 familias (Moyle & Cech 2004; Cramer et al. 2007; Sullivan et al. 2013).

Na regido do Pantanal, das 269 espécies de peixes, 105 espécies pertencem a esta
ordem (Britski et al. 2007), demonstrando a importancia do recurso pesqueiro para
regido. Entretanto, relatos indicam que, pelo desembarque cada vez menor destas
espécies pescaveis, possa estar ocorrendo um continuo decréscimo destas populacdes
locais de bagres. Cenéarios onde a pesca predatéria e as acOes antrépicas tornaram
algumas espécies de Siluriformes ameacadas também foram registrados em outras

partes do mundo (Bhattacharjee et al. 2012).

Dado o exposto, esforgos tém sido envidados no sentido de se identificar a
diversidade real da ictiofauna do planeta, de maneira mais simplificada, amenizando as
dificuldades inerentes aos sistemas taxondmicos classicos de identificagcdo (Steinke et
al. 2009). Assim, um fragmento de 650pb de um gene especifico do DNA mitocondrial,
o0 citocromo c oxidase subunidade | (COIl), tem sido utilizado para identificar espécies
animais, como invertebrados (Barrett & Hebert 2005; Costa et al. 2007) e péassaros

(Kerr et al. 2009; Vilaca et al. 2013). Em peixes a eficiéncia do gene COI na distin¢éo
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de espécies de diferentes ecossistemas estd acima de 92% para (Ward et al. 2005;
Carvalho et al. 2011; Pereira et al. 2013; Frantine-Silva et al. 2015).

Em funcdo do namero reduzido de informacdes existentes objetivou-se identificar,
pela técnica de DNA barcode, os Siluriformes pescaveis coletados na bacia do Paraguai
no Pantanal e verificar as relacbes filogenéticas entre estas unidades taxonémicas

visando auxiliar a geracdo de conhecimento.

Materiais e Métodos

Coleta de amostras

Amostra da nadadeira caudal de 62 espécimes de bagres pescaveis, foram coletadas
por meio de pesca esportiva, amadora e profissional, durante um periodo de 3 anos
(2011-2013), totalizando 14 sitios diferentes de capturas na bacia do Paraguai nos rios
(Paraguai, Aquidauana e Miranda) (Fig. 1). Todas as capturas foram realizadas de
acordo com a legislacdo ambiental vigente no Pais, bem como respeitando as
normativas da Comissdo de Etica do Uso de Animais — CEUA (Universidade Estadual
do Mato Grosso do Sul) protocolo n° 019/2013.

Os exemplares coletados foram classificados utilizando o nome vulgar (popular), de
acordo com as caracteristicas morfologicas relatadas para peixes descritos na bacia
Paraguai, no Pantanal. Posteriormente, foram designadas pelo nome cientifico descrito
por Britski et al. (2007). Os nimeros de amostras para cada espécie variaram de 2 a 5
com uma média 4.13. O material bioldgico coletado foi armazenado em alcool 70% e

estocado a -20 °C até o processamento.

‘ "
y

Pontos de Coleta ‘-&-"
[ Estado do MS v
O Brasil
Datum: WGS 84 215

Fig. 1 Distribuicdo dos pontos de coleta de amostras ao longo da Bacia do Paraguai no Pantanal.
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Extracdo, amplificacdo por PCR e sequenciamento de DNA

O DNA foi extraido no Laboratério de Genética e Biologia Molecular - LGBM da
Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS) - MS - Brasil, seguindo o
protocolo de extragdo do Kit PureLink™ Genomic DNA extraction (Invitrogen)
proposto pelo fabricante. Os produtos das extragdes foram quantificados por
espectrofotometria no comprimento de onda de 260 nm no aparelho NanoDrop (Thermo
Scientific ND 1000).

A regido do COI foi amplificada com base na sequéncia de iniciadores de peixe
FishF1 e FishR1 (Ward et al. 2005). As reacdes de PCR foram realizadas em
termociclador Vereti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City CA,
USA) em um volume final de 25 xL sendo a reacdo de amplificacdo constituida de 50
ng de DNA, 2.5 pmol de primer, tampéo 1X, 2.5mM, de MgCl;, 0.05 de dNTPs , 1.65U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen™) ¢ 18,05 pL de dgua. Para amplificacdo utilizou-
se: 2 min para desnaturacéo inicial a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94
°C, 30 segundos a 57 °C e 1 min a 72 °C, com uma extensdo final a 72 °C durante 10
min.

Os produtos amplificados foram purificados por meio de um kit comercial Purilink™

PCR Micro to Midi, seguindo as instru¢cbes do fabricante. O sequenciamento
bidirecional foi realizado pelo método de terminacdo de cadeia utilizando
dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos (Sanger 1988), no Centro de Recursos
Biologicos e Biologia Genémica (CREBIO) da UNESP, Campus de Jaboticabal, sendo
utilizado o kit "ABI Prism® DyeTerminator 3.1" (Appied Biosystems) em um
sequenciador automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems).

Medidas de Controle de Qualidade e Edi¢ao de Sequéncias

As sequéncias foram alinhadas e editadas pelo programa SeqScape v2.1 (Applied
Biosystems). As sequéncias consenso obtidas foram comparadas com o0s bancos de
dados puablicos existentes, no Centro Nacional de InformacGes Biotecnologicas -
GenBank (BLASTN) (Camacho et al. 2012) e no Sistema de Barcode of Life de dados -
BOLD (BOLD-IDS) (Ratnasingham & Hebert 2007), permitindo a geracdo de um
inventario com as sequéncias que ja estavam depositadas e disponiveis para acesso. O

nivel de fidelidade das sequéncias obtidas em comparacdo com as sequéncias
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depositadas foi definido como “especifica” ou “nado especifica”. O nivel de similaridade
foi adequado a partir do proposto por Bhattacharjee et al. (2012), sendo determinado de
acordo com 0s seguintes parametros: 98% a 100% expressiva, 92% a 97% moderada e
<91% inexpressiva. Todas as sequéncias geradas nesse trabalho foram depositadas no

GenBank com numeros de acesso (KP294217 a KP294278).

A robustez e confiabilidade do alinhamento das sequéncias foi checada por meio dos
programas online Guidance (Penn et al. 2010) e MAFFT v7 (Katoh & Standley 2013).

Anélise dos dados

O software MEGA v6 (Tamura et al. 2013) foi utilizado para calcular as distancias
genéticas usando o modelo de métrica de Kimura 2 Parametros (K2P) (Kimura 1980)
por ser o principal modelo empregado nesta espécie, permitindo comparacdes com 0s
resultados alcancados em outros trabalhos do mesmo segmento. A partir da matriz de
distancia genética de K2P construiu-se um dendograma utilizando o algoritmo de
Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei 1987), o qual foi construido com anélise de

suporte de 1000 pseudoréplicas de bootstrap.
Resultados

A partir de 62 espécimes sequenciados foram identificados um total de 15 espécies
de bagres pescaveis pertencentes a 12 géneros, cinco familias e uma ordem. Ap6s o
alinhamento e edicdo dos fragmentos, as analises foram realizadas com base em um
fragmento de 630 bp. As frequéncias médias dos nucleotideos encontrados foram C
(27.2%), T (27.8%), A (26.7%) e G (18.3%).

A comparagdo das sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas nos bancos
Genbank e BOLD resultou na identificacdo de oito espécies (53%) previamente
descritas nos bancos supracitados (Pseudoplatystoma fasciatum, Pseudoplatystoma
corruscans, Pinirampus pirinampu, Trachelyopterus sp., Pterodoras granulosus,
Ageneiosus brevifilis, Liposarcus anisitsi, Paulicea luetkeni ) com similaridade genetica
em ambos 0s bancos de dados superior a 99% (Tabela 1). As trés ultimas espécies

citadas apresentaram nomenclatura sinonimias nos bancos de dados.

As especies Luciopimelodus sp. e Surubim lima demonstraram alta porcentagem de

igualdade genética (>99%) no BOLD. Pimelodus cf. maculatus e Pimelodus cf.
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argenteus apresentaram sequéncias de significancia acima do limiar estabelecido para o

nivel moderado (>97%) em ambos 0s bancos.

As espécies Platydora armatulus e Hemisorubim platyrhynchos, encontram-se no

padrdo de significAncia moderada. O H. platyrhynchos apresentou a mesma

nomenclatura em ambos os bancos dados, ja o P. armatulus obedeceu a mesma

nomenclatura somente no Genbank, pois no BOLD a coincidéncia da nomenclatura

ficou limitada ao género.

A espécie Pimelodus ornatos apresentou semelhanca genética inferior a <91% no

Genbank e ndo foi encontrada sequéncia similar no BOLD.

Tabela 1 — Identificacdo dos espécimes com base na similaridade das sequéncias consenso de barcode em espécies
utilizando 0 BLASTN do GenBank e 0 BOLD (BOLD-IDS) para peixes do Pantanal

Ordem  Nome vulgar

Nome cientifico

Correspondéncia das sequéncias

10
11

12

13

14
15

Bg. amarelo
com Pinta
Bg. amarelo
sem Pinta

Bg. Cabecudo

Fidalgo

Jurupensen

Jiripoca

Cachara

Pintado

Barbado

Jau
Bg. Pedra

Armal

Roque Roque

Palmito

Acari

Pimelodus cf.
maculatus
Pimelodus cf.
argenteus

Pimelodus ornatus

Luciopimelodus sp.

Sorubim lima

Hemisorubim
platyrhynchos
Pseudoplatystoma
fasciatum
Pseudoplatystoma
corruscans
Pinirampus
pirinampu
Paulicea luetkeni*

Trachelyopterus sp.

Pterodoras
granulosus

Platydora armatulus

Ageneiosus brevifilis*

Liposarcus anisitsi*

Genbank BOLD
Nome Similaridade Nome Similaridade

Pimelodus blochii 99% Pimelodus blochii 98,74%

Pimelodus pohli 97% Pimelodus maculatus 100%

Pimelodus maculatus 87% - -

Pimelodus albicans 89% Megalonema 100%
argentinus

Pseudoplatystoma 91% Sorubim lima 99,84%

corruscans

Hemisorubim 97% Hemisorubim 97%

platyrhynchos platyrhynchos

Pseudoplatystoma 100% Pseudoplatystoma 99,85%

fasciatum fasciatum

Pseudoplatystoma 100% Pseudoplatystoma 100%

corruscans corruscans

Pinirampus 100% Pinirampus 100%

pirinampu pirinampu

Zungaro jahu 100% Zungaro jahu 100%

Trachelyopterus 100% Trachelyopterus 100%

galeatus galeatus

Pterodoras 100% Pterodoras 99,84%

granulosus granulosus

Platydoras armatulus 95,85% Platydoras sp. 96%
armatulus

Ageneiosus inermis 99% Ageneiosus inermis 100%

Pterygoplichthys sp. 100 Pterygoplichthys 100%

anisitsi

Descricdo similaridade utilizado no estudo: 98%-100% - expressiva, 92%-97% - moderada e <91% - inexpressiva.
*Nomes sinonimias na literatura.
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Analisando as distancias genéticas para espécies, géneros e familias (tabela 2)
observa-se que a maior distancia genética média foi dentro de familia, seguida por

género e espécie e a distancia entre espécies em relagdo a congéneres foi de oito vezes.

Tabela 2 - Distancia genética (K2P) dentro de diferentes niveis taxondmicos para 62 espécimes de peixes analisadas

Comparagdes dentro Taxan Minimo Média Maxima SE

Espécie 15 0 0,002 0,02 0,0001
Género 12 0 0,016 0,11 0,002
Familia 5 0 0,042 0,14 0,004

S.E. Estimativa de erro padréo

Os agrupamentos formados na arvore filogenética construida a partir da metodologia
K2P-NJ indicam que a maioria das espécies formaram unidades coesas, suportadas por
valores de bootstrap de >95% com divergéncia genética maior que 2% entre elas (Fig.
2). Na espécie P. cf. argenteus verificou-se a formacao de dois subgrupos (Fig. 2) com

distancia genética intraespecifica média K2P dentro da espécie >2% (Tabela 03).

Cabe ressaltar, que s6 foi possivel fazer a identificacdo molecular dentro de cada
espécie em 96,77% dos casos, uma vez que, em dois casos 0s fendtipos das espécies ndo
corresponderam com o haplétipo esperado na andlise, sendo um individuo de P.

corruscans e o outro de P. cf. argenteus, indicados com pontos negros (Fig. 2).

Entre as espécies estudadas existem dois géneros que possuem mais de um
representante (Pseudoplatystoma e Pimelodus). Somente o género Pseudoplatystoma

apresentou agrupamento satisfatorio (bootstrap >70%) entre seus congéneres.
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230 Fig. 2 Arvore filogenética estimada com base na distancia genética de Kimura 2 Parametros agrupados pelo método
231 de Neighbor-Joining (1000 bootstrap), baseada em sequéncias de mtDNA do gene COIl de 62 amostras de peixes

232 Siluriformes e um outgrup (Salmo salar). Pontos pretos identificam os possiveis hibridos.
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Todavia no género Pimelodus a espécie P. ornatus, ndo demonstrou valor adequado
para bootstrap, distanciando das outras espécies do género (Fig. 2). As outras espécies
desse género P. maculatus e P. argenteus formaram um grupo coeso. Contudo as
divergéncias genéticas demonstram uma correlacdo entre os subgrupos de P. argenteus

e P. cf. maculatus com divergéncia genética média em torno de 2% (Tabela 03).

Tabela 3 - Divergéncias genéticas (K2P) entre os subgrupos da espécie P. cf. argenteus e entre a espécie P.

maculatus
P. cf. maculatus P. cf. argenteus A P. cf. argenteus B
P. cf. maculatus 0 _ _
P. cf. argenteus A 1,9% 0 _
P. cf. argenteus B 2% 2,9% 0
Discusséao

O presente trabalho representa o primeiro estudo que emprega a técnica de DNA
barcode para distingdo e averiguacdo de relacfes filogenéticas em espécies de
Siluriformes pescaveis no Pantanal, as quais estdo fortemente ameacadas pela pesca
predatdria e acdes antropicas. Os tamanhos obtidos dos fragmentos no trabalho
demonstraram que todas as sequéncias sdo condizentes com o tamanho de fragmento
esperado para regido mitocondrial do COIl e esta de acordo com os trabalhos realizados
com barcode em peixes (Ardura et al. 2010; Pereira et al. 2011; Pereira et al. 2013),
bem como as porcentagens de cada nucleotideo obtidas nos fragmentos do COI em
peixes (Steinke et al. 2009; Aquilino et al. 2011).

Todas as sequéncias de COI, das 15 espécies do trabalho, foram utilizadas para
comparacgOes de similaridade genética nos bancos de acesso publico GenBank e BOLD.
Dentre essas espécies, seis (40%) revelaram uma alta taxa de porcentagem de
semelhancga (>99%) e identificacdo correta em ao menos um banco de dados. Outras
trés (Paulicea luetkeni, Ageneiosus brevifilis e Liposarcus anisitsi), possuem alta
porcentagem de semelhanca e divergéncia na nomenclatura encontrada nos bancos de
dados, porém, sdo espécies com nomenclaturas sinonimias ja documentadas (verificados

em http:// www.fishbase.org).

A espécie Luciopimelodus sp. apresentou 100% de similaridade com a espécie
Megalonema argentinus, uma espécie endémica da Argentina (Lépez et al. 2005) que ja
se encontra no Pantanal brasileiro. Essa espécie, embora ainda ndo tenha sido descrita
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na regido Pantaneira, apresenta registros na bacia do rio Parand, fora dos limites do
territério do Brasil. Considerando-se que a bacia do Paraguai desagua na bacia do
Parand, existe uma chance consideravel que os individuos sejam da mesma espécie, no

entanto, tém sido descritos com nomes diferentes em decorréncia da sua localidade.

As espécies H. platyrhynchos e P. armatulus podem estar sofrendo um processo de
subestruturacdo em suas populacoes, ja que os haplétipos que apresentaram similaridade
sdo de regides hidrograficas distintas, com diferencas genéticas acima de 3% e 4%,
respectivamente. Este valor é consistente com Hebert et al. (2003), que sugerem que
com niveis de 3% de divergéncia genética pode-se considerar a hipotese do
aparecimento de possiveis novas espécies. Entretanto, para os autores este fato, deve

estar embasado e correlacionado com estudos de taxonomia.

Na espécie P. cf. argenteus a similaridade observada no BOLD (100%) com as
sequéncias de P. cf. maculatus originaria da Argentina, o que demonstra um possivel
equivoco na identificacdo dessa espécie em diferentes bacias hidrogréficas das regides
da América do Sul. Ribeiro et al. (2006), relataram uma grande variabilidade na
morfologia e cor entre tadxons incluidos no género Pimelodus, o que poderia ser
responsavel por essa questdo e provocar esses erros de identificacdo para depositos dos
hapldtipos do COl. Sugere-se que a realizacdo de uma revisdo molecular e sistematica

para desvendar a diversidade existente no género Pimelodus.

Para a espécie P. cf. maculatus, niveis expressivos foram alcancados (>98%), com P.
blochii, espécie esta descrita na bacia AmazbOnica e que apresenta caracteristicas
morfoldgicas distintas das encontradas no Pantanal. Cabe ressaltar, que existem
sequéncias depositadas para a especie P. maculatus nos bancos de dados, entretanto,
estas sdo provenientes de bacias hidrograficas de outras regides do Brasil e as
similaridades encontradas com as sequéncias do presente estudo sdo moderadas, 0 que
pode sugerir divergéncia na identificacdo dessas espécies, mas, tambeém pode indicar
uma diferenciacdo da espécie do Pantanal em relacdo aos outros haplotipos de bacias
hidrogréficas diferentes. Assim, para averiguacdo destas hipoteses levantadas, uma
abordagem correlacionando a taxonomia com marcadores moleculares nas principais

bacias hidrograficas do Brasil deve ser realizada.

Vale ressaltar que Frantine-Silva et al. (2015), observaram em 245 individuos da

espéecie P. maculatus, alguns exemplares com elevados niveis de diversidade genética
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para COl, o que pode significar a existéncia de unidades taxondmicas diferentes em rios
da bacia do Parana. No entanto, em outro estudo realizado tambem na bacia no Parana,
com marcadores nucleares, observa-se baixos niveis diferenciacdo genética nesta
especie (Ribolli et al. 2012). Esta diferenca nestes resultados pode estar diretamente
relacionada ao tipo de marcador empregado. Uma Unica espécie, P. ornatus, foi
detectada em apenas um dos bancos, mas a semelhanca foi inferior (<91%), o que é
valido supor a inexisténcia de referéncia barcode para a espécie estudada.

E importante ressaltar que, em comparacdo com os 3088 taxons de Siluriformes
descritos na literatura (Ferraris 2007), os bancos de dados BOLD e Genbank apresentam
baixa representatividade das espécies de Siluriformes, 751 e 169 espécies com
haplétipos do gene COI depositados, respectivamente o que dificulta fazer a
comparacdo e identificacdo por estes bancos de dados, reforcando ainda mais a
importancia de sequenciamento e depdsitos dessas sequéncias oriundas de espécies de

varias bacias hidrograficas.

Os dados de distancia média K2P observados (espécie 0,2%, congéneres 1,6% e
familias de 4,2%) mostraram um aumento da diferenca genética, devido a alteracdo dos
niveis taxondmicos demonstrando uma variacdo relevante na divergéncia genética nos
limiares dos taxons (Rock et al. 2008; Lara et al. 2010; Aquilino et al. 2011). April et
al. (2011) obtiveram valores de K2P dentro de espécies, congéneres e familias de
0,73%, 13,67%, 15,91% respectivamente, em 752 espécies de peixes da América do
Norte. Pereira et al. (2013) em 253 espécies de peixes de agua doce da regido
Neotropical observaram médias de K2P de 1,3%, 6,8% e 20,1% entre individuos da
mesma espécie, congéneres e familias. No presente trabalho os valores inferiores
observados podem estar relacionados com a proximidade dos taxons avaliados, como no
trabalho Rosso et al. (2012), ou em razdo do processo de radiacdo recente sofrido por
peixes de regides Neotropicais (Montoya-Burgos 2003; Albert & Reis 2011; Pereira et
al. 2013).

Nos casos de identificacdo genética diferente da espécie fenotipica descrita, verifica-
se que o haplotipo sequenciado corresponde a identificagdo de uma espécie congénere.
Pode-se supor que houve erro de classificacdo primaria em funcdo de similaridades
fenotipicas, entretanto, a questdo de hibridizacao entre as espéecies congéneres ndo pode

ser descartada.
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Detectou-se neste estudo um possivel caso de hibrido no ambiente entre as espécies
P. corruscans e P. fasciatum. Resultados semelhantes também foram observados nestas
espécies por Bignotto et al. (2009) no alto da bacia Parana e Vaini et al. (2014) em rios
da bacia do Paraguai. Uma das possibilidades aventadas esta relacionada ao fato que o
hibridismo entre peixes de espécies silvestres congéneres é comumente utilizado em
pisciculturas no Brasil. Na regido Centro-Oeste, onde se localiza o Pantanal, é frequente
a utilizacdo do hibrido entre as espécies P. corruscans e P. fasciatum (Resende 2009),
sendo que a producéo brasileira proveniente de seus cruzamentos no ano de 2013 foi de
15.715 toneladas (IBGE 2013). Apesar disso, mesmo ocorrendo o risco de ameaca da
integridade genética das populacdes locais, at¢ o momento ndo foi encontrado na
literatura estudos que tenham mensurado 0s possiveis impactos provocados pelas

perturbacdes ecologicas desses hibridos para as populacdes locais de peixes.

Duas espécies revelaram-se muito proximas P. cf. argenteus e P. cf. maculatus, tanto
por valores de calculos de distancia como por parametros morfoldgicos. Além disso,
uma sequéncia de P. cf. argenteus foi observada como hibrido de P. cf. maculatus,
levando a supor que elementos relacionados a isolamento reprodutivo podem néo estar
bem definidos entre essas espécies. 1sso pode ocorrer por questdes de processos de
radiacdo recente, fator evidenciado em géneros de peixes na regido Neotropical (Hubert
et al. 2007) e em peixes marinhos (Roques et al. 2001) provocando o hibridismo nas
duas espécies. No entanto, para averiguacdo da hip6tese aponta-se que uma analise
correlacionando os parametros morfologicos, moleculares e ecol6gicos com maior

namero de individuos solucionaria essa questao.

A espécie P. cf. argenteus formou dois subgrupos distintos (Fig. 2) com valor de
distancia intraespecifica acima do esperado para espécie >2%. Estes resultados apontam
uma possivel subestruturacdo na populacdo ja que indices de 2% de divergéncia
geneética sdo sugestivos, como corte heuristico, para delimitar novas espécies com 0
emprego do barcode (Hebert et al. 2004; Hubert et al. 2008; Ward et al. 2009).

A divergéncia genética <2% entre as espécies P. cf. argenteus e P. cf. maculatus
sugere que ambas possam pertencer a uma Unica espécie. Entretanto, outros trabalhos, ja
distinguiram espécies com valores de divergéncia interespecifica menor que 2% (Ward
et al. 2005; Lara et al. 2010; Pereira et al. 2013). De forma similar, April et al. (2011)

relataram que um corte inferior a 2% poderia levar a erros na identificacéo, inflando o
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numero de espécies candidatas antes que outras caracteristicas possam ser avaliadas.
Assim, sugere-se que para confirmacdo destas suposi¢cdes uma investigacdo cautelosa

nesta linha deva ser conduzida.

O estudo realizado demonstrou, por DNA barcode, que P. ornatus se distanciou das
outras espécies do género Pimelodus, sugerindo que este taxon pode ndo pertencer a
este género, sendo necessaria a revisao na taxonomia da espécie. Esta hipdtese também
tém sido aventada por outros autores, baseada em dados de caracteristicas apomarficas
(Lundberg et al. 2012) e estudos conduzidos com outros marcadores mitocondriais e

nucleares na analises filogenéticas de bagres (Lundberg et al. 2011).

Conclui-se por meio dos resultados obtidos no trabalho que a ferramenta de DNA
barcode é capaz de identificar e discriminar espécies de Siluriformes pescaveis da Bacia
do Paraguai, no Pantanal, bem como identificar possiveis casos de especiacdo e
hibridizacdo. As informacdes geradas neste trabalho e o depoésito de sequéncias obtidas
do gene COI das espécies de Siluriformes encontradas na regido do Pantanal nos bancos
de dados GenBank e BOLD poderdo servir de base para futuras investigacoes
relacionadas ao hibridismo e ao povoamento da bacia do Paraguai, bem como
possibilitardo que comparagfes entre haplétipos de individuos de mesma espécie em

diferentes localidades possam ser realizados.
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CAPITULO 3. CONSIDERACOES FINAIS

No presente projeto foram realizados estudos com objetivo de identificar
geneticamente espécies de Siluriformes pescaveis pertencentes a bacia do
Paraguai, no Brasil com base em sequéncias do mtDNA. Os resultados aqui
alcancados foram satisfatérios com abordagem empregada do DNA barcode,
em discriminar as espécies do trabalho sem ambiguidades. Todavia, esse é
apenas um ponto inicial para futuros estudos sobre, a estrutura filogeogréfica e
a diversidade genética da ictiofauna da regido Pantanal. Uma vez que,

possiveis casos de especiacao e hibridizacdo foram detectados.



