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RESUMO

Abordagens taxonémicas moleculares como a do DNA barcoding, vem sendo
utilizadas com sucesso nos mais variados niveis e grupos taxonémicos,
promovendo: o descobrimento de espécies cripticas, a resolucdo da variacao
morfolégica e o0 esclarecimento de ambiguidades dentro de um grupo
taxondémico, sendo uma técnica importante para determinagcéo de faunas pouco
estudadas, como a ictiofauna amazoénica que tem somente 40% das espécies
conhecidas, das quais grande parte encontra-se longe dos grandes rios, como
em igarapés, refletindo a caréncia de estudos neste tipo de ecossistema.
Diante do exposto, o presente trabalho prop8e, amostrar a ictiofauna de
igarapés da Reserva Florestal Adolpho Ducke (Manaus/AM), pertencente ao
INPA que faz parte do programa PPBio, e fazer uma caracterizacéo
genético/molecular dessas amostras, seguindo a metodologia do DNA
barcoding para discriminacdo da composicdo de espécies de peixes da regido
e de um ecossistema pouco estudado geneticamente, além disponibilizar as
informacdes genéticas obtidas no BOLD system. Como resultado, amostrou-se
378 individuos de trinta e uma espécies identificadas. O fragmento do gene
COlI gerado possui no seu total 587 pares de base, sendo 277pb conservados
e 310pb variaveis, destes 257 foram parcimoniosamente informativos. Do total,
vinte e cinco espécies foram sequenciadas, sendo doze delas molecularmente
resgatadas ao nivel de espécie e onze ao nivel de género. Quatro morfotipos
apresentaram inexisténcia de identificacao relacdo ao género e espécie e sete
(28%) foram considerados candidatos como registros inéditos taxondmicos. A
metodologia do DNA Barcode realizou de maneira satisfatoria, embora o
fragmento gerado ndo seja o tamanho padronizado pela técnica (648pb), este
se mostrou um comprimento adequado para elucidagdo taxonémica e com
potencial de uso em perspectivas evolutivas de grupos pouco estudados como
0s peixes de igarapés.

Palavras-chave: DNA Barcode, Ictiofauna, lgarapés.
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INTRODUCAO

A identificacdo de individuos de uma determinada espécie, bem como a
delimitacdo da mesma, é essencial para a compreensao da diversidade da vida
(DAYRAT, 2005), pois isso tem sido pré-requisito em estudos cientificos, na
manutencdo da diversidade e no estabelecimento de planos de manejo e
conservacao mais eficientes, além de auxiliar em projetos de bioprospeccéo e
levantamentos da biodiversidade (DINIZ &FERREREIRA, 2000; FREZAL &
LEBLOIS, 2008).

Nesse contexto, além da identificacdo das espécies pelo viés tradicional
(como o morfolégico), abordagens moleculares, como o do DNA Barcode
(HEBERT, 2003), estdo sendo atualmente utilizadas com sucesso nos mais
variados grupos e niveis taxonémicos como: mamiferos (CLARE, 2007;
BORISENKOet al., 2008), aves (KERR et al., 2007), peixes (Ward et al., 2005),
insetos (HEBERT et al., 2004) e nematodos (ELASSER et al., 2009), facilitando
o procedimento de identificacdo e discriminacdo de grupos e de individuos,

viabilizando abordagens biotecnolégicas e de bioprospeccao.

Uma das finalidades da metodologia de identificacdo molecular (incluindo o
DNA Barcode) se baseia na criacdo de um banco de dados com informacfes
genéticas integradas aos dados taxondmicos e ecoldgicos, afim de que novos
espécimes nao identificados ou de dificil identificacdo morfolégica possam ser
comparados com o banco de dados existente e designados ao nivel
taxondmico de interesse ou mais inferior possivel, podendo promover: 1- o
descobrimento de espécies cripticas, 2- a resolucao de problemas de variacédo
morfologica, 3- 0 esclarecimento de ambiguidades dentro de um determinado
grupo taxonbmico e 4- o descobrimento de espécies de potencial

biotecnoldgico.

O DNA Barcode € um sistema desenhado para prover rapidez, acuracia e a
identificacdo automatica de espécies usando regides curtas e padronizadas de
genes como marcador interno das espécies (HEBERT & GREGORY, 2005),



com a eficiéncia de um ‘cédigo de barra’, usando como referéncia um banco

publico de dados de sequéncias organizadas.

E uma metodologia idealizada por Hebert e colaboradores no ano de 2003
em que um fragmento do gene mitocondrial do Citocromo C Oxidase
subunidade | (COIl) pode ser utilizado como marcador molecular padronizado
para a identificacdo de espécies descritas e no auxilio da descoberta de novas
espécies, além de gerar um banco de dados que irA complementar ao da

taxonomia tradicional.

Por outro lado, a funcionalidade deste sistema molecular de identificacéo
depende da qualidade e quantidade da informacdo molecular depositada em
bancos publicos de consulta. Além disso, a taxonomia com base somente na
sequéncia de DNA é fortemente criticada principalmente pelos taxonomistas,
pois ndo se pode resumir toda a unidade evolutiva e delimitacdo biolégica em
um fragmento genético molecular (LIPSCOMB, PLATNICKet al., 2003; EBACH
& HOLDREGE, 2005; CARVALHO, BOCKMANN et al., 2007).

O DNA Barcode néo pretende substituir a taxonomia tradicional, porém gera
um conjunto de dados novos, adicionais e informativos. Os dados do tipo DNA
barcode também um papel muito importante em outros estudos, além dos
relacionados a biodiversidade, podendo ser usados em inventarios, estudos
ecologicos e evolutivos (VALENTINI, 2009) como, também, em programas de
monitoramento e de fiscalizacdo da fauna (HAJIBABAEI et al., 2007), pois

proporciona um banco de dados padronizado, eficiente e de ampla aplicagéo.

Esse tipo de abordagem se torna interessante em estudos de ecossistemas
tdo ricos e diversos como o0 amazbnico, onde se encontra a maior
biodiversidade de espécies de peixes continentais existentes, representando
85% de toda biodiversidade de agua doce no continente (FALABELLA, 1994).
No entanto, acredita-se que somente 40% da fauna de peixes amazonicos seja
conhecida (LUNDBERGet al., 2000), necessitando de maiores esforcos para

sua elucidacao.

Existem ainda estudos menos conservadores em que afirmam que a

ictiofauna na regido é significativamente pouco estimada e incompreendida



(SCHAEFER, 1998). Um dos motivos para se acreditar nesse dado € a
presenca recorrente de espécies cripticas — espécies morfologicamente iguais,
mas geneticamente independentes(FRANKHAM et al., 2002), situagdo comum
em organismos aquaticos (COLATRELLI, 2002).

Tudo isso indica que a biodiversidade da ictiofauna amazonica ainda esta
pouco compreendida e significantemente subestimada. Isso € marcante nas
areas de igarapés, que sdo representados por incontaveis canais de &gua,
constituindo a maior e mais densa rede hidrica do mundo (JUNK, 1983;
WALKER, 1991; SANTOS & FERREIRA, 1999). Considerados ambientes
relativamente pobres em numeros de espécies, estima-se que num Unico
igarapé podem ocorrer de 20 a 50 espécies de peixes (LOWE-MCCONNELL,
1999; SABINO, 1999), o que reflete a caréncia de estudos nesse tipo de

ecossistema amazonico.

Diante do exposto, a presente proposta se utilizou do recurso genético e
biotecnolégico do DNA Barcode como auxilio na identificacdo das espécies de
peixes provenientes de igarapés da regido da Reserva Experimental Adolpho
Ducke/Manaus/AM (unidade INPA/PPBio), com o0 objetivo de caracterizar
geneticamente as espécies coletadas ao acessar as informacdes do gene
mitocondrial do Citocromo C Oxidase subunidade |, comparando os dados
obtidos com os dados preexistentes nos bancos e catdlogos publicos,
contribuindo com dados genéticos inéditos de caracterizacdo molecular e de
diversidade criptica, além de auxiliar nos estudos moleculares em
desenvolvimento nesta regido, possibilitando futuros estudos voltados as
espécies, populacdes, comunidades e diversidade de peixes de igarapés, como

0S que margeiam a regido da cidade de Coari/AM.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 BACIA AMAZONICA

A bacia Amazénica é o maior compartimento de agua doce do planeta com
cerca de 15-20 % do total disponivel. Apresenta dimensdes magnificas
drenando oito paises latino-americanos ao longo de 6.700.000 Km?2. Seus
afluentes nascem na Cordilheira dos Andes, nas partes baixas do Planalto
Central e no Planalto das Guianas, 0 que proporciona caracteristicas distintas
relativas a qualidade e propriedade das aguas. (TRANCOSO, 2006). Apresenta
em toda a sua extensdo uma complexa e extremamente densa rede de

pequenos riachos, denominados regionalmente como igarapés (JUNK, 1983).

O conhecimento acerca da diversidade biologica é o ponto de partida para
todos os estudos béasicos ou aplicados relacionados as ciéncias da vida e o
reconhecimento de espécies, bem como a habilidade de nomea-las €
fundamental para o estudo da ecologia, comportamento, evolucdo e todas as

outras disciplinas relacionadas aos organismos (SAVAGE, 1995).

1.2 ICTIOFAUNA AMAZONICA

Os peixes de agua doce estdo representados por cerca de 8.500 espécies
(mais de 40%) de toda diversidade de peixes do globo, sendo a maioria nos
vastos sistemas de rios e lagos tropicais (ANJOS, 2009). A regido neotropical,
a qual inclui a maior parte da América do Sul e Central é mais diversificada e
rica do planeta, com mais de 4.475 espécies descritas (REIS et al., 2003), e a

bacia amazénica tem cerca de 1.300 espécies catalogadas (ANJOS, 2009).

Essa vasta diversidade encontrada nos riachos, rios e lagos esta restrita a
poucos grupos taxondmicos. O mais importante deles sem duvida alguma é

representado pelos Ostariophysi, que incluem os Cypriniformes,
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Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes. Das quatro ordens citadas, com
excecdo dos Cypriniformes, as outras trés ocorrem naturalmente na regiao
Neotropical e também na Bacia Amazonica (ZUANON et al., 2010). Com base
nisso, Junk (1983) relata que varias premissas ecologicas, zoogeograficas e
genéticas tém implicacdo direta na tentativa de explicar a diversidade desta

ictiofauna.

Na América do Sul, a bacia amazonica apresenta a maior biodiversidade de
espécies de peixes continentais existentes, representando 85% de toda
biodiversidade de agua doce no continente (FALABELLA, 1994). Além de seus
grandes rios e lagos, a bacia amazonica € constituida por incontaveis canais de
agua, com excecdo de alguns rios que tem sua nascente na cadeia andina,
quase todos os rios da bacia amazonica sdo resultantes da juncdo de um
complexo sistema de rios e pequenos cursos d'agua (conhecidos como
igarapés), que drenam as areas de floresta, constituindo a maior e mais densa
rede hidrica do mundo (JUNK, 1983; WALKER, 1991; SANTOS & FERREIRA,
1999).

Estudos sobre distribuicdo espacial, alimentacdo e estrutura de
comunidades de peixes em pequenos igarapés vém sendo realizados na regido
amazobnica (RIBEIRO & ZUANON, 2006). O estado atual do conhecimento da
diversidade de peixes de agua doce na regido Neotropical ainda é bastante
incipiente, e, de acordo com alguns pesquisadores, cerca de metade ou mais
da ictiofauna ainda néo foi descrita (ZUANON et al., 2010).

Todas estas observacdes indicam que a biodiversidade da ictiofauna
amazobnica ainda esta pouco compreendida e significantemente subestimada.
Isso € marcante nas areas de igarapés, que sao representados por incontaveis
canais de agua, constituindo a maior e mais densa rede hidrica do mundo
(JUNK, 1983; WALKER, 1991; SANTOS & FERREIRA, 1999). Considerados
ambientes relativamente pobres em nameros de espécies, estima-se que num
anico igarapé podem ocorrer de 20 a 50 espécies de peixes (LOWE-
MCCONNELL, 1999).



12

1.3 IGARAPES

Os igarapés, denominacao regional dada aos riachos amazbnicos, séo
cursos d’agua de pequeno porte, caracterizados pelo leito delimitado,
correnteza relativamente acentuada e baixa temperatura da agua. Sua porgao
média e superior é quase totalmente encobertas pelo dossel da floresta riparia
e seu leito tipicamente contém acumulo de troncos e galhos caidos (SANTOS
& FERREIRA, 1999).

Uma caracteristica fisica dos igarapés € a subida abrupta do nivel da agua
durante a ocorréncia de fortes chuvas em suas bacias de drenagem. Nesses
eventos meteoroldgicos extremos o nivel da agua alcanca ou ultrapassa 0s
limites das margens, disponibilizando aos peixes novos recursos alimentares.
Em decorréncia da reducdo da luz incidente produzido pela sombra das
espécies florestais e a correnteza relativamente acentuada, os igarapés sao
sistemas aquaticos com baixa produtividade biolégica e bastante dependentes
da floresta. Esta atua como fonte de recursos alimentares para o sistema l6tico,
0S quais sdo a base da cadeia tréfica nestes ecossistemas (SANTOS &
FERREIRA, 1999).

Dezenas de espécies de peixes habitam os diferentes ambientes aquéticos
disponiveis nos igarapés, desde as aguas abertas dos canais, até os pequenos
espacos entre as folhas mortas da floresta que se depositam no fundo. De
forma geral, a caracteristica ecol6gica mais marcante dessa ictiofauna é a sua
grande dependéncia da floresta, tanto para obtencdo de alimentos, como
insetos e plantas que caem na agua, quanto para obtencdo de abrigo,
fornecido pelas folhas, galhos e troncos provenientes da floresta (ZUANON et
al., 2010).

Os peixes apresentam grande diversidade morfoldgica, ocupam uma ampla
diversidade de habitats e apresentam uma histéria evolutiva bastante peculiar.
Essas caracteristicas fazem com que a compreensdo da sua sistematica e

historia evolutiva seja um tema ainda sujeito a muita discussao tornando-os um
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excelente material basico nos estudos voltados a questdes adaptativas,

taxonomicas e evolutivas (RIBEIRO, 2007).

Trés diferentes ambientes podem caracterizar os igarapés que influenciam
a fauna de peixes: corredeiras, 4gua corrente e po¢os ou remansos (ZUANON
et al., 2010). Com essa diferenca, os igarapés podem ser classificados em
distintas ordens: a unido de dois igarapés de 12 ordem, isto é, que ndo tem
contribuigdo de outros cursos d’agua, formando um igarapé de 22 ordem, por
sua vez, a unido de dois igarapés de 22 ordem resulta em um igarapé de 32

ordem e assim sucessivamente (COLATRELI, 2012).

A bacia amazonica abriga grande parte dessa fauna “desconhecida” pela
ciéncia, e como salientado por Menezes (1996), uma das principais lacunas &
justamente o escasso conhecimento acerca da fauna de peixes de igarapés
nas regides de cabeceiras dos rios amazodnicos e areas pouco exploradas,

mais distantes dos centros urbanos regionais (ZUANON et al., 2010).

Sabe-se que diversos estudos tém sido feitos quanto a caracterizacdo
fisico-quimico, a ocupacdo dos nichos pelas as espécies e as mudancas nas
diversidades e abundancia destas ao longo das estacdes climaticas da
Amazobnia (PAZIN, 2006), no entanto nenhum estudo ao nivel genético tem
sido feito, como, por exemplo, em relacdo ao perfil e distribuicdo de

variabilidade genética entre os individuos de uma espécie.

1.4 DNA BARCODE

A necessidade de se identificar espécies de uma forma mais rapida e
eficiente esta vinculada a uma série de situacBes relacionadas a biologia,
desde a questdo de saude, de pragas da agricultura, de identificacdo de
espécies exoticas, de monitoramento ambiental, de manejo de fauna, no
turismo, no controle de comeércio de produtos bioldgicos e/ou organismos

protegidos e de manejo de estoques (HEBERT et al., 2003).
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Diante deste cenario, de grande biodiversidade e eminente perigo de sua
perda, um método rapido e padronizado que auxilie na caracterizacdo dessa
biodiversidade é essencial. Foi entdo com esse intuito que o “cédigo de barras
de DNA” ou DNABarcoding foi proposto (HEBERT et al., 2003).

O DNA Barcode, promete acelerar o ritmo das descobertas de espécies,
permitindo aos taxonomistas uma rapida identificacdo de tipo de espécimes,
além de destacar tdxons divergentes que possam vir a ser novas espécies
(HEBERT & GREGORY, 2005). Essa identificacdo r4pida e precisa de
espécies € um componente critico de programas de monitoramento da
biodiversidade em grande escala. Isso faz com que o codigo de barras de DNA,
que € uma abordagem molecular, receba muita atencdo atualmente
(HAJIBABAEI et al., 2007).

Nesse método é utilizado um pequeno fragmento de DNA pode ser usado
como um identificador padronizado e Unico, tal como, um cédigo de barras para
identificacdo de espécies, servindo tanto na identificacdo de espécies ja
descritas, como auxiliando na descoberta de novas espécies e em resolucdes e
ambiguidades taxondmicas. Para animais, o fragmento em questdo é uma
regido de 648 pares de bases, a partir da extremidade 5’, do gene mitocondrial
do Citocromo C Oxidase subunidade | (COIl) (HEBERT et al., 2003).

O gene mitocondrial do Citocromo C Oxidase subunidade | codifica parte de
uma enzima terminal da cadeia respiratoria da mitocéndria. Para outros
organismos, mais recentemente, melhores segmentos e genes a serem usados
como DNA Barcoding estdo sendo estabelecidos, como em plantas (KRESS et
al., 2005). Os primeiros estudos realizados com essa metodologia foram
extremamente satisfatérios com um grau de resolucdo taxondmica maior que
95% (HEBERT et al., 2003).

Segundo Hajibabaeiet al., (2007) a metodologia de DNA barcoding pode
contribuir, como vem sendo demonstrado, com a Taxonomia, Sistematica e

Genética de Populagoes.

Na Taxonomia o DNA barcodingpode ser utilizado para identificar

espécimes atipicos e contribuir para revisdo da nomenclatura de varios grupos.
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Na Sistematica o DNAbarcoding pode servir como ponto de partida para a
selecdo de tédxons e as sequéncias de DNA obtidas nos projetos de
DNAbarcoding podem ser adicionadas ao conjunto de sequéncias utilizadas

para elaboracéo de filogenias.

Na Genética de Populacdes o DNAbarcoding pode fornecer um primeiro
sinal sobre a extensdo e natureza das divergéncias populacionais o que

facilitar4 os estudos comparativos da diversidade de varias espécies.
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2. JUSTIFICATIVA

O Brasil € um dos 17 paises mega diversos, contendo mais de 80% de
todas as espécies em area menor que 30% do planeta terra. Desse total,
grande parte esta representada por peixes amazonicos, o que constitui 85% de
toda a biodiversidade de agua doce no continente sul-americano (FALABELLA,
1994). No entanto, menos da metade (40%) deste grupo de vertebrado
amazonico é conhecida (LUNDBERG et al., 2000), necessitando de maiores
esforgos para sua elucidagdo, uma vez que conhecer toda sua biodiversidade é
um fator crucial para que o Brasil se torne lider na area biotecnolégica e de
bioprospeccdo em seu territorio, permitindo a utilizacdo consciente de seus
recursos naturais, como € o caso da bacia amazbénica (DINIZ & FERREIRA,
2000).

bY

Até hoje, a maioria dos estudos relacionados a ictiofauna de igarapés,
tiveram foco em detalhes ambientais e ecoldgicos, tais como; densidade de
espécies, diversidade, abundancia e variaveis ambientais, como; pH, vazéo de
agua, profundidade entre outros (ex. SABINO & ZUANON, 1998; MENDONCA
et al., 2005; ANJOS & ZUANON, 2007; DIAS et al., 2010), havendo pouca
informacdo sobre a genética da maioria das espécies que compdem estes

ambientes.

Sendo assim, em virtude do pouquissimo conhecimento sobre, de sua
complexidade, biodiversidade e importancia, os igarapés da Amazodnia
necessitam de estudos mais complementares, que os levem em consideracao,
nao somente como grupos ecoldgicos ou parametros geoambientais, mas que
0s vejam como um sistema de comunidade de espécies interligadas entre si e
diretamente inter-relacionadas ao lugar onde se encontram, possuindo

biodiversidade genética, Unica, que pode estar oculta por cripsia.

Por meio de abordagens genéticas, como a identificacdo molecular de
espécies, como Cdédigo de Barras Genético (DNA Barcode) e o relacionamento
filogenético das espécies componentes, conectado as variaveis ambientais,

pode-se obter resultados importantes para o descobrimento da diversidade
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bioldgica e para esclarecimento de processos ambientais e evolutivos atuantes,
sobre diversos grupos taxondmicos, de maneira que estas abordagens, se
corretamente aplicadas, também podem auxiliar na elucidacdo de questdes
mais complexas de um ambiente tdo singular quanto o amazoénico (Moritz,
1998).

Deste modo, o presente trabalho almejou caracterizar geneticamente as
espécies coletadas de peixes em igarapés, ao acessar as informacdes do gene
(COI) do DNA barcode, comparando os dados obtidos com os dados
preexistentes nos bancos publicos de dados moleculares, contribuindo com
dados genéticos inéditos de caracterizacdo molecular e de levantamento de
diversidade criptica na ictiofauna amazénica, além de resolver ambiguidades
taxondmicas, possibilitando futuros estudos voltados as espécies, populagdes e
comunidades de peixes de igarapés, fazendo parte, como subprojeto, de um
projeto maior em desenvolvimento financiado pela FAPEAM intitulado:
“Levantamento genético de peixes de igarapé da reserva experimental Adolpho
Ducke (Manaus/AM), por meio do DNA Barcoding” (021/2011).

Contudo, esta proposta, visa auxiliar o estudo molecular em
desenvolvimento nessa reserva, possibilitando desdobramentos futuros de
estudos voltados as espécies, comunidades e diversidade de peixes
compartilhados entre ambientes de estrutura similar a esses igarapés, como 0s
gue margeiam a regido da cidade de Coari/AM, que assim como a Reserva
Florestal Adolfo Ducke da cidade de Manaus/AM possui, uma unidade
experimental e em implementacdo do PPBio, representado pela area
CapMedSol — ISB/UFAM.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Esta proposta tem como objetivo geral caracterizar geneticamente a
diversidade das espécies de peixes dos igarapés coletados, pertencentes ao
sistema de drenagem do rio Amazonas, localizados dentro da reserva do
PPBio -Adolpho Ducke (Manaus/AM) de maneira padronizada, seguindo a
metodologia do DNA barcoding e disponibilizar os dados obtidos,
posteriormente, num portal publico de referéncia para que estas possam ser
usadas confiavelmente para identificagdo molecular de espécies de peixes
provenientes da regido em questdoe de outras areas correlatas, como a
unidade PPBio de Coari (em fase de implementacéo final), aumentando o
conteudo cientifico dos levantamentos ictiologicos desenvolvidos em sistemas
de igarapés, fornecendo, ainda, informac¢des importantes que possibilitem
estudos cientificos sob aspectos variados de biodiversidade e biotecnoldgicos,
além de fornecer subsidios para o levantamento de diversidade criptica e para
identificacdo molecular de espécies compartilhadasde outras regifes

ecologicamente similares.

2.2 ESPECIFICOS

e Obter os dados de sequéncia molecular do gene mitocondrial do
citocromo C oxidase | dos peixes previamente coletados e identificados
da Reserva Adolpho Ducke, através da extracdo de DNA e
sequenciamento deste;

¢ Identificar molecularmente os individuos sequenciados, comparando 0s
dados obtidos com bancos moleculares e genéticos de dominio publico
onlinecomo o NCBI e o BOLD system;

e Comparar a identificacdo molecular com a taxonémica classica a fim de

encontrar espécies cripticas ou conflitos de identificacéo;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1AREA DE ESTUDO E OBTENGAO DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste estudo ja foram coletadas em trabalhos
anteriores, sendo provenientes de igarapés da reserva Adolpho
Ducke(Manaus/AM) que pertence ao INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia) e assim como a unidade CAP-MEDSOL, localizadonaestradaCoari-
Itapéua,a8kmdasededomunicipiodeCoari/AM, que faz parte do programa de

monitoramento PPBio.

Essa éarea esta localizada ao noroeste da cidade de Manaus, estando
situada na regido central da Amazoénia em uma area de platd, compreendendo
um sistema de cinco sub-bacias de igarapés e 100Km?2de floresta tropical
umida de terra firme, recortados por um grid composto por subunidades de
1Km?(Figura 01). O sistema de trilhas da acesso a 38 pontos permanentes de

amostragens em igarapés e pocas associadas.

Figura 01: Localizacdo da Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD) préxima a cidade de
Manaus/AM

AR

Rio Negro

Ao longo do eixo norte-sul, os cursos d’agua existentes na reserva se
dividem em duas bacias hidrograficas maiores, de maneira que 0s cursos da
bacia oeste desdguam em afluentes do rio Negro e da bacia leste desaguam

em afluentes do rio Amazonas.
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Dos 38 pontos de amostragem permanente, serdo amostrados alguns
pontos da bacia leste e oeste, estando dispostos em igarapés de 12 22 e 32
ordem (Magnussonet al., 2005), com o objetivo de coletar a maior quantidade
de espécies diferentes na reserva, que atualmente tem o maximo contabilizado
de sessenta e nove espécies registradas para area, com base em catalogos
produzidos para a regido. Estas amostras, ja estdo conservadas e identificadas
taxonomicamente, sendo este estudo complementar ao trabalho que ja vem
sendo feito na area de “Filogenia de Comunidades em lgarapés”, que conta
com 12 pontos coletados e o PIBIC PIB-B 053/2013 que amostrou sete pontos

adicionais.

Ressalta-se que as amostras coletadas para este estudo, foram obtidas
por meio da metodologia desenvolvida e aprimorada desde 2001, a partir de
estudos realizados pelo Projeto Igarapés na Reserva Florestal Adolpho Ducke,
Manaus/AM, utilizando-se de forma ativa redes de cerco, pucas, peneiras e
armadilhas (cf. Anjos & Zuanon, 2007), sendo todos os individuos identificados
e conservados em formol 40%. De cada exemplar coletado, amostras de
tecidos foram retiradas ecolocadas em alcool 95% e depositados em freezer -
80°C na Colecao de Tecidos de Genética Animal da UFAM (CTGA/ICB/UFAM,
Fiel Depositario, CGEN, Deliberacdo No. 75, de 26 de agosto de 2004) e os
pontos amostrados estao georeferenciados por GPS.

3.2METODOLOGIA LABORATORIAL

As etapas laboratoriais seguintes foram concentradas nos Laboratdrios
Teméticos de Genética da Universidade Federal do Amazonas (Laboratério de
Biologia Molecular — ISB/UFAM/Coari). Dos tecidos acondicionados em alcool
95%, 60 amostras foram submetidas ao procedimento para obtengcdo do DNA
total, seguindo o protocolo de extracéo por fenol-cloroférmio, conforme descrito
por Sambrook (1989)com modificacbes, onde a amostra de tecido passou por
uma série de fases de exposicdo a reagentes quimicos com a finalidade de
eliminar todas as estruturas e moléculas ndo desejadas, restando somente o

DNA (acido desoxiribonucleico) isolado e purificado. As amostras resultantes
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do procedimento de extracdo foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 0,8% e ao procedimento de quantificagao, visando verificar 0 sucesso
da obtencdo do DNA e determinar sua concentracao.

Com o material genético extraido foi desenvolvido a reacdo em cadeia
da polimerase, do inglés Polymerase Chain Reaction (PCR), que consiste na
amplificacdo, ou no aumento de numero de coépias, do segmento do DNA
referente & regido de interesse, que, neste caso, € um fragmento da
subunidade | da citocromo C oxidase mitocondrial, regido considerada de
BARCODE em peixes.

Para isso, foiutilizado um par de iniciadores (primers - modificados por
Tomas Hrbek a partir de dados publicados por Ward e colaboradores em 2005)
especificos para a regido génica de interesse (subunidade 1 do citocromo C
oxidase mitocondrial). O procedimento e as condi¢cfes gerais da PCR, também
seguiram as instrucdes descritas por Ward e colaboradores em 2005 com
algumas modificacbes. Para confirmar o sucesso da PCR, o produto
amplificado passara pelo processo de avaliacdo em gel de agarose (1%)

corado com o intercalante de DNA GelRed (Biotum).

Apbs a verificacdo do sucesso de amplificacdo, o produto da PCR foi
purificado e utilizado na reacdo de sequenciamento nucleotidico, que é uma
reacdo de PCR modificada com a utilizacdo do Kit de sequenciamento
BigDye(Applied Biosystems), seguindo as especificagdes do fabricante, sendo
todas estas etapas desenvolvidas na unidade de UFAM de Coari (Laboratério
de Biologia Molecular). Para a obtencéo da sequéncia nucleotidica final, 0 DNA
amplificado, purificado e submetido a reacdo de sequenciamento sera levado
ao um sequenciador automatico ABI 3130xl (Applied Biosystems), seguindo a
metodologia padronizada pelo fabricante, sendo esta etapa executada no
sequenciador automatico da unidade UFAM de Manaus, contando com
colaboradores deste projeto e a parceria do Laboratério de Evolucdo e
Genética Animal — LEGAL. Apds o sequenciador automatico gerar as
sequéncias nucleotidicas para cada individuo coletado, estas foram enviadas
por email para Coari/AM, onde puderam ser conferidas, alinhadas e editadas

manualmente atraves do programa BioEdit(Hall, 1999).
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Com estas sequéncias, alinhadas e editadas foi originada uma matriz de
dados contento as sequéncias dos individuos de cada espécie amostrada,
sendo isto os dados utilizados nos processos analiticos seguintes.

3.3 ANALISE DE DADOS

Com as sequéncias obtidas, foi montado um banco de dados molecular
dos individuos das espécies coletadas, para que se possa aplicar a
metodologia da identificacdo do DNAbarcode e, assim, identificar
geneticamente as espécies de peixes coletados, além da montagem de um
banco de dados de BARCODE para a ictiofauna de igarapés. Para isso,
foiutilizado os recursos de bioinformética como as ferramentas de identificacédo
molecular e de busca disponiveis no portal Barcode of Life Data Systems

(www.barcodinglife.org) (Ratnasingham e Hebert, 2007) — que faz uma analise

de identificacdo por similaridade genética entre; o fragmento do gene do
citrocromo C oxidase | sequenciado e o banco de dados desta mesma regiao
disponivel online neste portal. A identificacdo obtida pelo DNA barcode foi
também comparada com a identificacdo tradicional feita previamente, com o
objetivo de validar tanto a identificacdo molecular quanto a morfologica e,
também, encontrar possiveis espécies cripticas, conflitos de identificacdoe
acessos moleculares indisponiveis no sistema BOLD e, portanto sao

sequéncias candidatas a serem depositadas neste banco online.


http://www.barcodinglife.org/
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram coletadas 378 amostras, sendo 173 provenientes dos igarapés do
Ipiranga (13, 22 e 32 ordens), 127 dos igarapés do Tinga (13, 22 e 32 ordens) e
78 dos igarapés do Uberé (12 ordem). Entre elas, foram identificados 31
morfotipos diferentes. Foram eles: Aequidens pallidus, Ancistrussp,
Apistograma agassizi, Apistograma cf erythrura, Apistograma cf guaporé
erythrura, Apistogramma regani, Bryconops cf caudomaculatus,Bryconops
giacopini,Bryconops sp, Copella nigrofasciata, Crenicichla sp, Crenuchus
spirulus, Erythrinus erythrinus, Gymnotus coropinae, Gymnotus pedanopterus,
Helogenes marmoratus, Hemigramus cf pretoensis, Hoplias malabaricus,
Hypessobrycon aff melazonatus, Hypopygus lepturus, Mesonauta insignis,
Microcharacidium ekotrioides, Microsternarchus bilineatus, Pyrrhulina cf brevis,
Rineloricaria lanceolata, Rivulus micropus, Rivulus kirovskyi, Rivulus micropus
compressus, Satanoperca lilith, Steatogenys duidae e Synbranchus sp

"reticulata” (Figura 02).

Tais identificacbes foram realizadas através do auxilio de chaves
dicotdbmicas, literatura especializada e comparagdo com exemplares
depositados em museus e colecdes cientificas.Todos o0s exemplares
encontram-se identificados e estdo em processo de tombamento na Colecao
Ictiologica/INPA e os tecidos na Colecdo de Tecidos de Genética
Animal/UFAM.

Figura 02: Algumas espécies coletadas e identificadas (Da esquerda para direita -
Aequidens pallidus, Ammocryptocharax elegans, Apistogramma erythrura, Hyphessobrycon

agulha, Mastiglanis asopos, Hemigrammus pretoensis).
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Do total de tecidos obtidos, 93foram submetidos ao processo de
extracdo de DNA. Para confirmar a extragdo foi feito uma eletroforese dos
DNAs obtidos. Como resultado, todas mostraram resultado positivo no

processo de extracdo, quando verificadas por eletroforese(Figura 03).

Figura 03: Eletroforese em gel de agarose a 0,8% demostrando fragmentos

gendmicos do DNA extraido.

A partir do resultado positivo, as amostras de DNA foram levadas ao
procedimento de quantificacdo e determinacdo da concentracdo do DNA
obtido, sendo seus respectivos dados tabulados.Os DNAs resultantes foram
submetidos ao processo de amplificacdo do gene COIl por PCR, que foi
confirmada por processo de eletroforese.

O fragmento, do gene COI gerado, possui no seu total 587 pares de
base, sendo 277pb conservados e 310 pb variaveis, dos quais 257pb foram

parcimoniosamente informativos.

As amostras que foram amplificadas com sucesso foram direcionadas ao
processo de sequenciamento, que depois foram levadas ao processo de

identificagdo genético molecular no BOLD system.

Até este momento, vinte e cincomorfotipos, anteriormente identificados
por morfologia, representando as 93 amostras de DNA, foram sequenciados e
identificados molecularmente, quando submetidas a identificagdo molecular no
sistema de dados de BARCODE - BOLD system e também ao NCBI,
resultando nas seguintes identificacdes moleculares (Anexo I). De acordo com

as comparacdes das 93 sequéncias obtidas dos vinte e cinco morfotipos com o
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banco de dados BOLD system e NCBI foi possivel resgatar doze morfotipos ao
nivel espécie, onze ao nivelgénero, quatro resultaram em acessosinexistentes
tanto ao nivel de género e espécie. Do total foi possivel verificar que sete
espécies/morfotipos (28% do total) coletadosséo candidatosa

registrosinéditosnos sistemas de dados utilizados (Anexo ).

Embora o fragmento gerado ndo seja o padronizado pela técnica
(648pb), este se mostrou um comprimento satisfatério para este trabalho. Dos
haplétipos obtidos, sete(Aequidens pallidus, Apistogramma erythrura,
Bryconops inpai, Hemigrammus pretoensis, Hyphessobrycon melazonatus,
Hyphessobrycon agulha, Mastiglanis asopos,) podem ser consideradas como
registros inéditos moleculares de espécie.

Mesmo coincidindo as identificacbes morfolégicas e moleculares de
doze espécies coletadas, somente cinco grupos de haplétipos alcancaram o
nivel de similaridade de 100% com o banco de dados. Tal fato pode indicar trés
explicacbes possiveis, dependendo do caso: 1- a qualidade do banco de dados
de alguns acessos depositados, 0 que resulta em similaridades muito baixas
para comparacdes intraespecificas e podem deixar duvidas em relagdo aos
resultados de identificacdo dos sistemas de comparagédo utilizados; 2- a
identificacdo morfolégica efetuada; 3- a existéncia de alta diversidade genética
intraespecifica, que acaba refletindonavariacdo haplotipica observada, sendo
estes haplétipos registros de variacdo genética desconhecida na espécie e
caracteristica de regido estudada (HEBERT et al.,, 2003). Esta dultima
observacéo nos indica que a metodologia do DNA Barcode € mais de que um
simples sistema de identificacdo taxon6mica, mas também uma ferramenta
para elucidacdodo entendimento evolutivo e genético de das espécies e das
respectivas distribuicbes da diversidade genética ao nivel populacional, assim

como na identificacdo de fendmenos evolutivos de diversificacdo da vida.
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CONCIDERACOES FINAIS

Os dados observados neste trabalho puderam validar a maioria das
informacdes feitas morfologicamente a priori, evidenciando novas espécies
candidatas e inéditas no portal BOLD e também possibilitando o acesso e
variabilidade genética regional das espécies estudadas. Isso mostra que esta
abordagem molecular mais moderna de identificacdo pode ser utilizada com
seguranca por nao especialistas, no entanto, ndo descarta a importancia de
métodos mais tradicionais, tendo um carater complementar, mas pode ser uma
boa alternativa de validacdo taxondmica, ainda mais para grupos pouco
conhecidos e dificil identificacdo, como € o caso da ictiofauna de igarapé, que
teve 28% das espécies sequenciadas inexistentes nos bancos estudados. O
marcador genético utilizado neste estudo, mesmo ndo tendo o tamanho
padronizado pela técnica, apresentou um tamanho satisfatorio, nos dando uma
boa qualidade de sequenciamento, cobertura e resolucdo. Portanto, conclui-se
que o DNA Barcode é uma ferramenta muito Gtil na identificagéo rapida e mais
independente de uma mao de obra especializada em determinados grupos
taxondmicos, provando sua eficAcia em peixes para identificacdo taxonémica
através de dados moleculares, contribuido para elucidagdo da biodiversidade
da ictiofauna de ambientes pouco explorados como os igarapés, possibilitando
0 acesso a diversidade genética entre e dentro de espécies e ao estudo de
padrbes evolutivos, muitas vezes inacessiveis por outros tipos de abordagem.
Futuramente todas estas sequéncias serdo depositadas no sistema BOLD,
servindo de referéncia publica de identificacdo molecular da ictiofauna de

igarapeés.

Obs: O presente trabalho, aqui desenvolvido, teve seus dados parcialmente
apresentados no Congresso Colombiano de Ictiologia em Junho de 2015, por
meio do trabalho de titulo “Identificagdo Molecular da ictiofauna de Igarapés da

reserva florestal Adolpho Ducke — Manaus/AM” em apresentacgao oral e pOster.
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Cronograma de Atividades

N° Descrigéo Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun
2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015
1 Procedimentos laboratoriais genéticos — X X X X X
extracdo, amplificacdo, verificacao,
purificacdo e sequenciamento
2 Sequenciamento automatico X X X X
3 Alinhamento e edigdo das sequéncias X X X
obtidas via on line
4 Comparac0es e checagem com bancos X X X X X
publicos de taxonomia molecular via on
line
5 Preparo da Apresentacédo para o X X
Congresso
6 - Elaboracdo do Resumo e Relatdrio X X
Final (atividade obrigatéria)
7 - Preparo da Apresentacgéo (atividade X X
obrigatéria)
8 Levantamento Bibliografico X X X X X
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Anexo [: IdentificagBes moleculares das 93 amostras (25 morfotipos) encontradas no
BOLD e NCBI (similaridade verde - ao nivel de espécie; azul — ao nivel de género;
branco — sem similaridade), o asterisco representa registros inéditos no banco dados
analisados.

NUmero de Identificacao
amostra Morfoldgica

SIMILARIDADE

BOLD:98.56% Astyanax sp. e 89.76% Bryconops sp. e
89.76% Bryconops affinisNCBI: 90% Bryconops affinis
BOLD:98.56% Astyanax sp. e 89.76% Bryconops sp. e
89.76% Bryconops affinisNCBI: 90% Bryconops affinis

OPC 313 Bryconops inpai*

OPC 341 Bryconops inpai*



Hemiarammus BOLD:90, 77% Moenkhausia diktyota; NCBI: 84%

OPC 072 pretg(])ensis* Hyphessobrycon uruguayensis e 83% Hemigrammus cf.
gracilis

Hemiarammus BOLD:90, 77% Moenkhausia diktyota; NCBI: 84%

OPC 073 pretg(])ensis* Hyphessobrycon uruguayensis e 83% Hemigrammus cf.
gracilis

Hemiarammus BOLD:90, 77% Moenkhausia diktyota; NCBI: 84%

OPC 346 pret%ensis* Hyphessobrycon uruguayensis e 83% Hemigrammus cf.
gracilis

Hemiarammus BOLD:90, 77% Moenkhausia diktyota; NCBI: 84%

OPC 347 pret%ensis* Hyphessobrycon uruguayensis e 83% Hemigrammus cf.
gracilis




BOLD:85,48% Pseudocorynopoma doriae e 84,46%
OPC 424 Mastiglanis asopos* Chrysichthys dendrophorus NCBI: 85% Chrysichthys
brachynema
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