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IDENTIFICACAO MOLECULAR POR DNA Barcoding DE PEIXES DAS ORDENS
CICHLIFORMES E ACANTHURIFORMES EM RIOS DO MARANHAO
Antdnio Marcos Silva Pereira' & Felipe Polivanov Ottoni’

"Universidade Federal do Maranhdo, Centro de Ciéncias Agrarias e Ambientais — Chapadinha, Maranhdo, Brasil.

*Universidade Federal do Maranhdo, Centro de Ciéncias Agrdrias e Ambientais— Laboratério de Sistemdtica e
Ecologia de Organismos Aquéticos (LASEOA)-Chapadinha, Maranhdo, Brasil

RESUMO

A Regido Neotropical apresenta a maior porcentagem da diversidade de peixes de 4gua doce do mundo, sendo a
ictiofauna de 4dgua doce a mais diversificada, com cerca de 50% da fauna conhecida. Com toda essa
biodiversidade, faz-se necessario que métodos que identifiquem espécies, de maneira correta e ripida, estejam
cada vez mais disponiveis. O DNA-Barcoding, que corresponde a um pequeno fragmento do gene mitocondrial
da Citocromo C subunidade I (COI), ¢ um método que vem se tornando um identificador tnico e padrao algumas
das espécies animais, jd tendo sido demonstrado como uma promissora ferramenta na identificacdo de espécies
de aves, mamiferos, peixes, entre outros. No Maranhdo, a fauna ictiolégica é enorme, tendo como referéncia os
poucos trabalhos cientificos sobre esta diversidade biol6gica. Nesse contexto, este trabalho teve por finalidade
avaliar o potencial do DNA Barcoding na identificacdo de peixes das ordens Cichliformes e Acanthuriformes de
alguns rios do Maranhdo. Foram obtidas extracdes de DNA gendmico de 27 amostras de peixes destas ordens, de
duas bacias do estado do Maranhdo (Munin, Parnaiba). Os fragmentos de COI foram obtidos pela Reag¢do em
Cadeia de Polimerase (PCR), e posteriormente sequenciados pelo método de terminacdo em cadeia. A
identificacdo molecular das espécies foi relaizada usando as bases de dados BOLD SYSTEMS e GENBANK.

Palavras-chave: Bacia do Rio Munim; Bacia do Rio Parnaiba; Cichlidae; Scianidae; DNA mitocondial.
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1INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O ambiente aquatico apresenta diversidades de formas de vida, destacando dentre os
demais organismos principalmente entre os vertebrados, os peixes. Esses animais dentro de
um processo evolutivo, vem presentando uma diversidade de formas muito bem sucedidos,
ocupando os mais variados habitats, desde ambientes dulcicolas e marinhos, submetidos as
mais variadas condi¢des ambientais. Atualmente, estes organismos estdo distribuidos em 62
ordens, 515 familias, mais de 4.400 géneros além de mais de 27.900 espécies, a grande
maioria peixes 6sseos (NELSON, 2006; HELFMAN et al, 2013). Na dgua doce, a fauna de
peixes € estimada em 13.000 espécies em todo o globo (NELSON, 2006).

A regido Neotropical representa a maior porcentagem da diversidade de peixes de
agua doce do mundo, com cerca de 50% da fauna conhecida (VARI & MALABARBA 1998;
REIS et al., 2003). As espécies presentes nesta regido (cerca de 6.000 espécies) representam
cerca de 10% de todas as espécies de vertebrados conhecidas (REIS et al., 2003; SANTOS et
al., 2004; CALCAGNOTTO et al., 2005). S6 no Brasil, estdo presentes 43% dessa ictiofauna,
dando ao pais um enorme destaque (BUCKUP et al., 2007) em funcdo de sua drea continental
e sua diversidade de sistemas ecoldgicos.

Ao longo de anos, a identificacdo de espécies tem sido realizada por taxonomistas
baseada apenas em caracteres morfoldgicos, contudo com o advento e evolug¢do da biologia
molecular, surgiu um novo conjunto de ferramentas tteis para a identificacdo de espécies
(GUSMAO et al., 2000). Diante de toda a riqueza presente no grupo dos peixes é relevante
atentar para a identificacdo das espécies por métodos que demandem menos tempo e
treinamento, porém mantendo niveis de credibilidade e seguranca para tais procedimentos.
Devido ao grande avancgo da exploracdao desordenada dos recursos naturais, que vem levando
varias espécies animais e vegetais a extin¢do, sem ao menos serem conhecidas, faz-se
necessario um método de identificacio eficaz, objetivo e preciso no intuito de aprimoramento
dos esfor¢cos na descoberta e identificacdo das espécies e consequentemente conhecimento de
toda essa gama da biodiversidade. Muitos estudos tém sido publicados utilizando um conjunto
diversificado de ferramentas moleculares e marcadores para identificar espécies (ARON E
SOLE-CAVA ,1991; GUSMAO et al., 2000).

Neste sentido, HERBERT et al. (2003) propuseram que uma pequena fragdao de DNA,
com cerca de 648 pb a partir da extremidade 5’ do gene mitocondrial do citocromo c oxidase
subunidade I (COI), poderia ser usado como um sistema de identificagc@o. Isso ocorre porque

as mudancas nucleotidicas intra e interespecificas ocorrem a taxas diferentes, funcionando
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como um codigo universal para identificar a maioria das espécies do reino animal, que ficou
conhecido como Cédigo de Barras do DNA ou DNA Barcoding (HEBERT et al., 2003).

Desde 2003, ano em que foi proposto, diversos tdxons foram estudados, e sequéncias
geradas para formar um banco de dados acessivel, onde € possivel comparar espécies
conhecidas ou desconhecidas (WARD et al., 2005).

E necessdrio salientar que também h4 criticos da técnica de DNA barcoding. Estudos
recentes em gastropodes refutam a ideia do barcode gap, assegurando que a amostragem
escassa a nivel interespecifico e intra-especifico poderia indicar artificialmente essa lacuna
(MEYER & PAULAY, 2005). Outra critica diz respeito ao uso de métodos fenéticos para a
construgdo de arvores filogenéticas, onde ha a classificagdo por similaridade fenotipica, como
€ caso do método de Neighbour-Joining (DESALLE et al., 2005). Contudo, o uso de
caracteres de DNA para descrever uma espécie seria capaz de funcionar como ocorre para a
taxonomia tradicional, ultrapassando o enfoque por drvores, e construindo pontes entre os
estudos moleculares e morfoldgicos para aperfeicoar o processo de identificacdo de espécies
(DESALLE et al., 2005).

No Brasil, hd vdrios grupos de pesquisa que também contribuem para o
enriquecimento da base de dados mundial. No Maranhdo, o laboratério de Genética Animal
da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA/CCAA) é um destes grupos de pesquisa, que
estd se somando a pesquisa sobre a diversidade da ictiofauna dos rios do Estado, contribuindo
com outros laboratorios para a identificacdo da diversidade de peixes brasileira.

O estado do Maranhdo possui um rico e particular sistema hidrogréafico. No contexto
da Resolucido N° 32, de 15 de outubro de 2003, do Conselho Nacional de Recursos Hidricos
(CNRH), que institui 12 regides hidrograficas para o territorio brasileiro, o estado
compreende a Regido Hidrogrifica do Atlantico Nordeste Ocidental (91 %), Regido
Hidrografica do Parnaiba (5%) e Regido Hidrografica do Tocantins - Araguaia (4%), onde
estdo inseridas as trés sub-bacias hidrogréaficas (Munin, Parnaiba e Tocantins) que fizeram
parte deste estudo (MMA, 2006a, 2006b, 2006c). Com todo este potencial, o Estado ainda
apresenta poucos estudos de diversidade ictiologica.

Portanto ha a necessidade da realizacdo de estudos de levantamento da diversidade
bioldgica, identificacdo da fauna de peixes de rios do Maranhdo e avaliar a importancia
bioldgica e de conservacdo desses ecossistemas aqudticos. A técnica de DNA Barcoding
permitiu avaliar e validar tal ferramenta para o conhecimento das espécies presentes em
bacias hidrograficas do Maranhao, gerando dados para o planejamento ambiental, a
conservagao genética de importantes espécies para economia local e a preservacao de recursos

pesqueiros. O referido estudo ictiofaunistico contribui para o conhecimento cientifico das
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espécies de peixes de rios do Maranhdo de forma precisa, rapida e com custo razoavel.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

Existe um ndmero gigantesco de espécies ainda ndo descritas e o método de
identificacdo morfoldgica tradicional nem sempre € apropriado em muitas dreas, além do
nimero de taxonomistas tradicionais ser baixo para lidar com esta diversidade, de modo que
espécies cripticas podem ser negligenciadas por tais métodos (HEBERT et al., 2003,
YANJUN et al., 2015).

O estudo da biodiversidade molecular utiliza da premissa envolvida na evolucao das
espécies, a variabilidade genética, que permite comparar individuos, populacdes ou espécies
diferentes (SOLE-CAVA, 2001; HEBERT et al., 2004). Em estudos filogenéticos e
populacionais, € possivel identificar géneros e espécies por meio da observacdo de
caracteristicas morfoldgicas e anatomicas. Contudo, ha espécies diferentes que apresentam
problemas de taxonomia, onde genes mitocondriais vém sendo bastante aplicados em estudos
de identificacao (SANTOS et al., 2003; VINSON et al., 2004; FRAGA et al., 2007).

Em animais, o DNA mitocondrial (DNAmt) (Figura 1) é uma molécula de DNA
circular, que pode variar de 15.000 a 17.000 pares de bases, contendo 13 genes codificadores
de proteinas, 22 RNAs de transferéncia (RNAt) e dois genes de RNAs ribossomais (RNAr),
que tem taxa de variacdo mais rdpida que a observada do DNA nuclear, fornecendo uma
importante fonte de informagdo genética extra-nuclear (BROWN et al., 1979; AVISE, 1986).
Sua alta taxa de mutacdo, quando comparado ao genoma nuclear, e seu pequeno tamanho
fazem do DNAmt um marcador apropriado em estudos comparativos entre espécies
(CLAYTON et al., 1974; YAMAZAKI et al., 1997; RAWLINGS et al., 2001).

Em peixes, hd diversas aplicacdes como a detec¢do de fraude ou substituicdo de
espécies em acordos comerciais, estabelecimento de relagdes filogenéticas, estimativa do
tamanho efetivo de populagdes, conservacdo de recursos pesqueiros (FERGUSON et al.,
1995; SOLE-CAVA, 2001; SMITH et al., 2008; ARDURA et al., 2010). Além disso, as
informacdes moleculares podem ser utilizadas para conservagdo de recursos genéticos, na
defini¢do de estratégias de melhoramento genético, conservacdo da fauna de peixes, € na
identificacdo de ovos, alevinos, adultos e seus produtos (FERGUSON et al., 1995;
METCALF et al., 2007; SMITH et al., 2008).
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Figura 1: Genoma mitocondrial ilustrando a regido do Citocromo Oxidase subunidade I (COI).
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Fonte: Nature.

Em 2005, como forma de armazenar tais dados moleculares, iniciou-se uma
colaboracdo internacional para o desenvolvimento do Fish Barcode of Life (FISHBOL), uma
base de dados eletronica e ferramenta de bioinformética (Ward et al., 2009), nas quais estdao
reunidos dados sobre o0 DNA barcoding de peixes de todo o mundo, desde informacdes sobre
a coleta do espécime a validacdo da sequéncia do organismo como um cédigo de barras
genético, imagens e coordenadas geoespaciais disponivel a quem interessar (WARD et al.,
2009).

Esta biblioteca de dados comporta as sequéncias e analisa os dados obtidos derivados
das contribui¢des de diversos pesquisadores de todo o mundo, dedicados a expansdao da
cobertura de codigo de barras, servindo como um veiculo de colaboracdo entre diversos
grupos de pesquisa do mundo, e permitindo um facil acesso a diversas informacdes obtidas
dos mais diversos laboratdrios de pesquisa distribuidos pelo mundo (WARD et al., 2009).

Faz-se necessdrio gerar informacdes sobre a mega diversidade que representa a
ictiofauna. Atualmente, de acordo com um novo esquema de classificacdo proposto por
Betancur et al. (2013), algumas ordens foram divididas para melhor delimitagdo. Entre as
mais especiosas ordens de peixes, a ordem Perciformes estd mais restrita com a nova
delimitagdo, agora com cerca de 50 familias. Os peixes da familia Cichlidae antes incluidos

em Perciformes agora estao restritos como familia inica na nova ordem Cichliformes, assim
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como os Gobiideos, atualmente classificados na ordem Gobiiformes, com 8 familias
(BETANCUR, et al., 2013; NELSON et al., 2016).

Diante disso as oito maiores familias, Gobiidae (ordem Gobiiformes), Cichlidae,
(ordem Cichliformes), Serranidae (ordem Perciformes), Labridac (ordem Labriformes),
Blenniidae (ordem Blenniiformes), Pomacentridae (Subsérie Ovalentaria, incertaes sedis),
Apogonidae (ordem Kurtiformes) e Sciaenidae (ordem Acanthuriformes), possuem 5479
espécies, que constituem 55% de todas as espécies da classe Actinopterygii (NELSON, 2006;
BETANCUR et al., 2013; NELSON et al., 2016).

A maioria dos tdxons citados acima sdo peixes de ambientes costeiros marinhos,
enquanto 2.040 espécies ocorrem apenas em dgua doce, e hd ainda os que passam parte de sua
historia de vida em ambiente de dgua doce (2.335 espécies) (NELSON, 2006).

Informacdes sobre a biologia e genética de peixes de dgua doce ainda sdo insuficientes
mesmo com a sua enorme importancia para a diversidade biolgica e como recursos naturais,
exceto para determinadas espécies submetidas a aquicultura como tildpias e salmonideos
(ARDURA et al., 2010).

A ecologia das ordens Perciformes, Gobiiformes, Cichliformes, Blenniiformes
apresentam a qualidade de habitar diferentes ambientes, desde ecossistemas 16ticos (rios e
riachos) até ecossistemas Iénticos (lagos, etc) (BUCKUP et al., 2000; BETANCUR, et al
2013).

Estudos sobre estas e outras ordens tém sido cada vez mais frequentes durante os
ultimos anos na América do Sul e no Brasil. Este estudo se soma a outros que visam gerar
informacdes sobre a diversidade de peixes presente, sobretudo no Maranhdo onde trabalhos

referentes a Ictiofauna sdo poucos, necessitando de mais pesquisas que permitam a gestdo,

conservagdo e conhecimento da fauna bem como dos recursos hidricos.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Identificar, por meio de sequéncias do gene Citocromo C Oxidade I se utilizando de
amostras de peixes das ordens Cichliformes e Acanthuriformes coletadas em duas bacias

Hidrograficas do Estado do Maranh@o: Bacias dos Rios Munim e Parnaiba.

2.2 Objetivos especificos

e Padronizar as condi¢des de amplificagdo do marcador mitocondrial nas espécies dessas
ordens;

e Determinar a utilidade desta ferramenta para identificacdo de espécies e seu uso para a
classificacdo ripida da biodiversidade;

e Auxiliar a identificacdo de novas espécies de Cichliformes e Acanthuriformes de rios do
Maranhao através dessa metodologia;

e  Contribuir com informagdes para a Rede de DNA barcoding da ictiofauna do Brasil e a
conservacgdo genética de recursos pesqueiros.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Classificacao

Para o presente trabalho seguimos a classificacdo proposta por Betancur et al. (2013) e

Nelson et al. (2016).

3.2 Areas de estudo

O Estado do Maranhdo apresenta uma singularidade e ampla drea de recursos hidricos,
segundo a Resolugdo N° 32, de 15 de outubro de 2003, do Conselho Nacional de Recursos
Hidricos (CNRH). Sua drenagem € constituida, principalmente, pelos rios Gurupi, Tocantins,
Parnaiba, Mearim, Itapecuru, Pindaré e Munim, sendo estes quatro ultimos, bacias puramente

maranhenses (ALCANTARA, 2004; MMA, 2006a; PIORSKI, 2010).

3.3 Rio Parnaiba

Depois da bacia do rio Sdo Francisco, a Regido Hidrogréfica do Parnaiba (Figura 3) é
hidrologicamente a segunda mais importante da Regido Nordeste (ALCANTARA, 2004). Ele
nasce na Chapada das Mangabeiras, no extremo sul do Maranhao, e é caracterizado como rio
de planicie caudal, em funcdo do periodo de maior precipitacdo pluviométrica, que ocorre de
dezembro a maio (MMA, 2006b).

Figura 2: Bacia Hidrogréfica do Rio Parnaiba. Pereira, 2016.
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A regido ocupa uma drea de 333.056 km?, o equivalente a 3,9% do territério nacional,
e drena a quase totalidade do estado do Piaui (99%) e parte do Maranhdao (19%) e Ceard
(10%) (RODRIGUES, 2001). O rio Parnaiba possui 1.400 quilometros de extensdo e a
maioria dos afluentes localizados a jusante de Teresina sdo perenes e supridos por dguas
pluviais (MMA, 2006b). Os principais afluentes do Parnaiba sdo os rios Balsas, situado no
Maranhio; Poti e Portinho, cujas nascentes localizam-se no Ceard; e Canindé, Piaui, Urucui-

Preto, Gurguéia e Longd, todos no Piaui (MMA, 2006b).
34 Rio Munim

A bacia do rio Munim, que nasce nos tabuleiros da Formac¢do Barreiras, a nordeste de
Caxias, tem uma drea de 15.800 km?, banhando a porcdo extremo-leste do Estado do
Maranhdo. Tem como principais afluentes os rios Muquém, Iguara, Preto, Mocambo, Prata,
Pirangi, Costa e Santana, e desagua na baia de Sdo José, entre Axixa e Icatu, apés um
percurso de mais de 320 km (SANTOS, 1983; MMA, 2006b; RIBEIRO et al., 2006) (Figura
4).

Figura 3: Bacia hidrografica do Rio Munin. Pereira, 2016.
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3.5 Amostragem

A amostragem dos peixes das ordens Cichliformes e Acanthuriformes ocorreu a partir
de espécimes coletados nas bacias hidrograficas dos rios Munim e Parnaiba respectivamente

que estdo armazenadas em freezer a -20°C no Laboratdrio de Genética Animal (GENEAL), da
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Universidade Federal do Maranhdo, que compde a cole¢do cientifica da ictiofauna da regido.
Foram utilizadas, no minimo, cinco amostras por espécie de cada bacia nas localidades de

Chapadinha e Santa Quitéria respectivamente.

3.6 Extracao, Eletroforese em gel e Diluicio do DNA

A extragdo do DNA gendmico seguiu o protocolo de extracdo de (ALJANABI &
MARTINEZ, 1997), onde o tecido foi reduzido a pequenos pedacgos (picotado) usando pinca
e tesoura. Posteriormente, foi adicionado 600ul de tampao salino (NaCl 5M 0,4; Tris HCI1
10mM ph 8.0; SDS 10%; Proteinase K 20 ng/ml). As amostras junto ao tampdo foram
incubadas em banho-maria a uma temperatura de 55°C por cerca de 14 horas. Apds esse
procedimento, as amostras foram misturadas a 300ul de NaCl 6M e vortexadas a uma
velocidade maxima por 30s.

Seguindo o protocolo, as amostras foram levadas a microcentrifuga por 30 minutos a
uma velocidade de 13.000 RPM (Rotacdes por minutos). Apds a centrifugacao, foi transferido
o sobrenadante para outros tubos de 2 ml devidamente identificados e adicionados 900ul de

Isopropanol gelado. As amostras foram levadas ao freezer por 20 minutos. Apds esse
periodo, as amostras foram novamente centrifugadas por 20 minutos a 13.000 RPM onde foi
descartado o sobrenadante e adicionados 300ul de etanol 70%. Novamente, as amostras
passaram pela centrifuga por 5 minutos a 13.000 RPM.

Ap6s esses procedimentos, foi descartado o ultimo sobrenadante e os tubos
colocados para secar por um periodo de 8 horas na bancada. Posteriormente, foi adicionado
100ul de TE, armazenando-se as amostras em freezer a uma temperatura -20°C.

Para quantificacdo do DNA, usou-se a eletroforese em gel de agarose. O gel de

Agarose esteve concentrado em 0,8%, em cuba eletroforética horizontal. Primeiramente, o
gel foi levado ao microondas por 5 minutos para derretimento. Apds seu resfriamento, o
mesmo foi colocado em cuba eletroforética juntamente com o pente, para que houvesse a
formacdo dos pogos. Apds a sua total solidificacdo, o gel foi conduzido ao aparelho de
eletroforese e adicionado TBE (Tris-base, acido boérico, acido etileno diamino tetra acético)
a 1X, até que este toque os eletrodos. Apds isso, as amostras foram preparadas para a
quantificacdo usando 1ul de azul de bromofenol, 2ul de Gelred e 1ul de DNA, que foram
colocados a partir do segundo poco de gel, porque o primeiro pogo € destinado ao marcador
de quantificacdo (Low mass DNA Ladder).

Aplicadas todas as amostras, a cuba foi ligada através dos cabos de energia (carga
positiva e negativa) na fonte elétrica a 90 V, permitindo que haja a corrida do DNA por 60
minutos. Apds a corrida, o gel foi levado ao Transiluminador de luz UV para observagdo da

intensidade das bandas e posterior quantificacio do DNA (ng/ ul).
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As amostras diluidas em 4gua MilliQ. De acordo com os célculos de concentragcoes

abaixo:
* Para amostras com 200 ng/ pl e com volume final da dilui¢io de 50 pl:

C1vV1=C2V2

200V1=50.50

V1=12,5 pl da amostra de DNA

12,5 ul da amostra de DNA — 50 ul do volume final = 37,5 ul H20 milli-Q

* Para amostras com 120 ng/ pul e com volume final da diluicdo de 50 pl

C1V1=C2V2

120V1=50.50

V1=20,83 ul da amostra de DNA

20,83 ul da amostra de DNA — 50 pl do volume final = 29,17 ul H20 Milli-Q

*  Para amostras com 80 ng/pl e com volume final da dilui¢cdo de 50 pl

C1V1=C2V2

80V1=50.50

V1=31,25 pl da amostra de DNA

31,25 pl da amostra de DNA — 50 ul do volume final = 18,75 ul H20 milliQ

OBS.: Feitas essas diluicdes o DNA seguiu para a Amplificacao.

3.7 Amplificacao do gene COI e Eletroforese para analise dos produtos de PCR

Antes de iniciar a amplificacdo foi necessario descongelar os reagentes e identificar os
tubos. A luz da estacdo de trabalho foi ligada, onde foi possivel colocar em uma placa os
tubos e identifica-los. Feito isso, a luz UV foi ligada por cerca de 10 minutos para esterilizar o
ambiente de preparacdo e os materiais que foram usados (tubos, ponteiras, pipetas). Enquanto
procedeu esse tempo de esterilizacdo, as amostras foram colocadas em gelo triturado com a
finalidade de conservar em baixa temperatura os reagentes usados. Para a preparacdo do mix
(Mistura dos reagentes usados) com volume total de 25 pL, foi usado 9,5 uL de H20
ultrapura (Nuclease Free Water), 12,5uL de Go Top Taq Color Less Master Mix, 1uL Primer
Fish F1, 1uL de Primer Fish R1 e 1 pL.. de DNA molde (50 ng), sendo adicionado um controle
negativo, contendo dgua ao invés de DNA, para verificar se as amostras ndo estdo
contaminadas. Os primers serdo aqueles descritos por Ward et al. (2005): FISH F1 5°-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3> e FISH R1 5-TAGACTTCTGGGT-
GGCCAAAGAATCA-3’. Depois de preparar o mix, o termociclador (My gene TM Series
Peltier Thermal cycler, model MG96+) foi ligado, e os tubos foram colocados no aparelho.

A cuba foi novamente preparada para a eletroforese em gel de agarose a concentra¢io
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de 1%. A agarose foi levada ao micro-ondas para ser derretida. Quando o gel alcancou uma
temperatura branda, foi posto em uma cuba de eletroforese, juntamente com o pente, para que
haja a formacao dos pocgos. Apds a sua total solidificacdo, a cuba foi conduzida ao aparelho de
eletroforese, sendo que apds sua introducdo no préprio, acrescentou-se o tampao de corrida
(TBE 1X) até que este estivesse em contato com os eletrddos. Logo apds, o pente foi retirado
e as amostras de PCR aplicadas nos pogos, como descrito anteriormente. O primeiro pogo
deve ser destinado ao marcador de tamanho de DNA (1 KB plus ladder), sendo utilizado 6 ul
deste marcador, 1 pl de Gelred, 1 pul de azul de bromofenol. As bandas desse marcador sao de
tamanhos conhecidos, com as quais as bandas dos produtos de PCR sdo comparadas. A
corrida eletroforética, a 90V, durou cerca 60 minutos em seguida o gel foi levado ao

Transiluminador de luz UV para observagdo das bandas.

3.8 Purificacio, sequenciamento e precipitacao

Para a purificacdo foi usado a enzima ExoSap-IT® (USB Corporation), seguindo-se
instrucdes do fabricante, onde consiste de 2 ul da enzima e 5 pl dos produtos de PCR. Apds
isso, foi ligado o termociclador e escolhido o programa: 37°C por 15 minutos, seguido de
80°C por mais 15 minutos.

Ap6s a purificagdo, o material foi efetuado a precipitacdo das amostras, onde a placa
foi submetida a spin em centrifuga refrigerada a -4°C. Logo apds, adicionou-se 2,5 ul de
EDTA (4cido etileno diamino tetra acético), vedada a placa com adesivo especifico e
submetendo-a novamente a um spin. Depois disso, s adicionou-se 30 ul de Etanol 100%,
vedando-se a placa e invertendo-a de 4-5 vezes cuidadosamente. Entdo a placa foi envolvida
em papel aluminio e deixada em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos.

Decorrido esse tempo, a placa foi centrifugada a 4.000 RPM por 30 minutos e depois
invertida bruscamente para descartar o dlcool, sendo colocada para secar um pouco em papel
absorvente. Logo em seguida, foi colocada para centrifugar invertida por 15 minutos a 1.150
RPM. Em seguida, foram adicionados 30 ul de etanol a 70% a placa, que foi vedada
centrifugada a 3.440 RPM por 15 minutos.

Novamente, a placa foi invertida bruscamente descartando assim todo dlcool e
secando-a em papel absorvente. A placa foi levada invertida a centrifuga por um minuto a
1.150 RPM. Ao sair da centrifuga, levou-se a placa a estufa numa temperatura de 37°C por,
aproximadamente, 10 minutos para evaporacdo do excesso de dlcool. Apds esse tempo, o
pellet da placa foi ressuspendido em formamida (9 ul) e seu conteiido injetado em

sequenciador automatico de DNA modelo ABI 3500 (Applied Biosystems), presente no
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Laboratério de Genética e Biologia Molecular do CESC-UEMA (Caxias).

3.9 Analise de dados

As sequéncias foram editadas no programa BioEdit 5.0.9.0 (HALL, 1999). Para o
alinhamento das sequéncias, foi empregado o programa ClustalW (TOMPSON et al., 1994),
presente no BioEdit. As distincias genéticas foram aferidas usando o modelo de Kimura-2-
parametro (K2P) (KIMURA, 1980), que novamente foi usada para estimar as relacdes
filogenéticas entre as espécies através de drvores de Neighbor-joining (NJ) usando Software
Mega 6, (TAMURA et al., 2011) onde foi testado através do método bootstrap com 1000 x
valores de replicagdes. Apds analisadas as divergéncias genéticas, todas as sequéncias foram

comparadas na Plataforma BOLD SYSTEMS (Barcode of Life Data Systems).
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4 RESULTADOS

Foram obtidas no total de amostras, sequéncias parciais do gene COI de 27 espécimes
de peixes pertencentes a duas ordens: Cichliformes e Acanthuriformes. Ocorrentes em duas
bacias: Parnaiba e Munim, vinte e uma para o Rio Munim e seis para o Rio Parnaiba (Tabela
1). Houve dados para o Rio Tocantins como previsto no projeto, contudo em funcdo das
sequencias ndo estarem ideal para a andlise optou-se por ndo incluir tais dados ficando apenas

os dados referentes a bacia do Munim e Parnaiba.

Tabela 1: Local de Coleta, familia, e espécie de peixes das ordens, Cichliformes e Acanthuriformes.

Local de coleta Ordem Familia Espécie

Cichlasoma cf. orientale
Munim Cichliformes Cichlidae Crenicichla menezesi

Crenicichla sp.

) o Plagioscion squamosissimus
Parnaiba Acanthuriformes Sciaenidae
Plagioscion auratus

4.1 Identificacao Molecular a partir de comparacoes com BOLD e NCBI, e divergéncias
inter e intraespecificas

De posse das sequencias efetuou-se o alinhamento para verificar as divergéncias intra
e interespecifica. Para as divergéncias encontradas nas amostras o valor obtido para a andlise
de divergéncia interespecifica foi maior entre Cichlasoma cf. orientale x Crenicichla
menezesi que foi de 1.78%, ja o menor valor da anélise se deu entre Plagioscion auratus x
Crenicichla sp. que foi de 0,19 considerando que esse valor foi baixo para espécies diferentes
como mostra a Tabela 2.

Ja para as andlises de divergéncias dentro da mesma espécie o presente trabalho obteve
os seguintes valores: Plagioscion squamosissimus = 1.893 %, Cichlasoma cf. oriental =
1.874%, Crenicichla menezesi = 1.653%. Com isso temos o maior valor de divergéncia para
Plagioscion squamosissimus (1.893) e o menor para Crenicichla menezesi (1.653). Para
Plagioscion auratus e Crenicichla sp ndo foi possivel calcular tal divergéncia haja vista haver

apenas uma sequéncia amostrada como mostra a tabela 2.



Tabela 2: Divergéncia interespecifica e intraespecifica.
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Divergéncia interespecifica

Plagioscion squamosissimus

Plagioscion auratus

Cichlasoma cf. orientale

Crenicichla menezesi

Crenicichla sp.

Plagioscion squamosissimus

Plagioscion auratus 1.249

Cichlasoma cf. zarskei 1.640 1.173

Crenicichla menezesi 1.484 1.189 1.783

Crenicichla sp. 1.256 0.191 1.338 1.156 0.00

Divergéncia intraespecifica

Plagioscion squamosissimus

Plagioscion auratus

Cichlasoma cf. orientale

Crenicichla menezesi

Crenicichla sp.

1.893

N\C

1.874

1.653

N\C
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As 27 amostras de espécimes de peixes dos Rios Parnaiba e Munim, pertencentes as Ordens
Cichliformes e Acanthuriformes que tiveram suas sequencias genéticas do trecho do gene
COI geradas obtiveram valores de similaridade acima de 98 %, valor necessario para
confirmar a identificagc@o correta das espécies Neste trabalho 21 de 27 dos individuos, tiveram
valores aceitdveis de acordo com a similaridade de sequéncias depositadas nas plataformas de
banco de dados (NCBI- National Center for Biotechnology Information) e (BOLD Barcode of
Life Data Systems), contudo 6 amostras de individuos nio obtiveram valores suficientemente

confidveis para serem consideradas como espécies com similaridade corretas (tabela 3).

Tabela 3: Espécie, porcentagem de identificagdo molecular nas Plataformas BOLD SYSTEM e NCBI.

Espécie/N° de individuos amostrados Identificacio BOLD e NCBI %
Cichlasoma cf. orientale(12) 85-99.83
Crenicichla menezesi (8) 86-100
Crenicichla sp. (1) 86
Plagioscion squamosissimus (6) 86-100
Plagioscion auratus (1) 86

Dentro das amostragens dos espécimes comparados nas plataformas temos a espécie
Cichlasoma cf. orientale com 9 individuos, Crenicichla menezesi 7 individuos, Plagioscion
squamosissimus 5 individuos, todos estes obtiveram valores acima de 98% de similaridade

para as referidas espécies o que consiste no valor aceitdvel para a identificacao correta.

4.2 Linhagens delimitadas pela topologia da arvores filogenéticas

De posse de tais dados foram geradas arvores a partir da metodologia de otimizagdao
Neighbor-joining para se avaliar o relacionamento entre as sequéncias de cada género
(figuras 4, 5 e 6); sendo delimitadas trés linhagens (espécies) para Cichlasoma cf. orientale,
duas linhagens para Crenicichla Heckel, 1840 e duas linhagens para Plagioscion Gill, 1861
(tabela 4).
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Tabela 4: Linhagens (espécies) delimitadas a partir das topologias geradas.

Géneros Linhagens Sequencias
1 01-07 + 09
Cichlasoma cf. orientale ) 08+ 10 + 12
3 11
1 01-06+9
Crenicichla > 07 ¢ 08
1 1+02+03+06
Plagioscion > 4405

Figura 4: Arvore do tipo Neighbor-joining baseado no método de Kimura 2 pardmetros (K2P) do gene COI de
peixes da ordem Cichliformes do rio Munim. E apresentado o nome da espécie, numero de identificacdo do
individuo, porcentagem de similaridade com a sequéncia ja depositada e o banco de dados consultado (NCBI-
National Center for Biotechnology Information) e (BOLD Barcode of Life Data Systems) e a respectiva bacia
de coleta, (Mnm) Munim. Bem como os valores de bootstrap estdo representados nas bases dos nos.

Cichlasoma_Cf.orientale_01_99.82_bold_Mnm
Cichlasoma_Cf.orientale_02_99.82_bold_Mnm
Cichlasoma_Cf.orientale_03_99.82_bold_Mnm
Cichlasoma_Cf.orientale_04 99.81 bold Mnm
Cichlasoma_Cf.orientale_05_99.82_bold_Mnm
100 Cichlasoma_Cf.orientale_06_99.82_bold_Mnm
Cichlasoma_Cf.orientale_07_99.82_bold_Mnm
Cichlasoma_Cf.orientale_09_98.27_bold_Mnm

£5

Cichlasoma_Cf.orientale_08_85_ncbi_Mnm

Cichlasoma_Cf.orientale_10_89_ncbi_Mnm

i
' Cichlasoma_Cf.orientale_12_99 ncbi_Mnm

Cichlasoma_Cf.orientale_11_87_ncbi_Mnm
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Figura 5: Arvore do tipo Neighbor-joining baseado no método de Kimura 2 pardmetros (K2P) do gene COI de
peixes da ordem Cichliformes do Rio Munim. E apresentado o nome da espécie, nimero de identificagio do
individuo porcentagem de similaridade com a sequéncia ja depositada e o banco de dados consultado (NCBI-
National Center for Biotechnology Information) e (BOLD Barcode of Life Data Systems) e a respectiva bacia
de coleta, (Mnm) Munim. Bem como os valores de bootstrap estdo representados nas bases dos nés.

4y Crenicichla_menezesi_01_99.22 bold_Mnm
32 Crenicichla_sp_09_85_ncbi_Mnm

43 Crenicichla_menezesi_06_99.82_bold_Mnm
12 Crenicichla_menezesi_02_100-bold_Mnm
15 Crenicichla_menezesi_03 99.28 bold_Mnm

Crenicichla_menezesi_ 04 99.28 bold_Mnm

Crenicichla_menezesi_05_99.28 bold_Mnm

| Crenicichla_menezesi_07_97_ncbi_Mnm

100 Crenicichla_menezesi_08_99 ncbi_Mnm
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Figura 6: Arvore do tipo Neighbor-joining baseado no método de Kimura 2 pardmetros (K2P) do gene COI de
peixes da ordem Acanthuriformes de rio do Rio Parnaiba. E apresentado o nome da espécie, nimero de
identificacdo do individuo, porcentagem de similaridade com a sequéncia ja depositada e o banco de dados
consultado (NCBI- National Center for Biotechnology Information) e (BOLD Barcode of Life Data Systems e a
respectiva bacia de coleta, (PHB) Parnaiba. Bem como os valores de bootstrap estdo representados nas bases

dos nds.

Plagioscion_squamosissimus02_100_bold_Phb
a , . .
Plagioscion_squamosissimus03_100_bold_Phb

Plagioscion_squamosissimus01_100_bold_Phb

Plagioscium_arautos06_86_ncbi_Phb

| Plagioscion_squamosissimus04_100_ncbi_Phb

1001 Plagioscion_squamosissimus05_100_ncbi_Phb

0.2
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5 DISCUSSAO

De Acordo com os resultados, a identificagdo molecular dos espécimes das
Ordens Cichliformes e Acanthuriformes das bacias do Munim e Parnaiba respectivamente,
obteve sucesso no resultado de 77,77% do total.

Contudo houveram amostras de individuos que ndo alcangaram o minimo de 98
% de similaridade como proposto por Hebert et al. (2003) e Ward et al. (2005); como € o caso
de uma amostra de Plagioscion auratus, trés amostras de Cichlasoma cf. orientale, uma
amostra de Crenicichla menezesi e uma amostra de Crenicichla sp.. Tal fato possivelmente
pode ter ocorrido devido ndo haver sequéncias disponiveis nas plataformas, National Center
for Biotechnology Information e Barcode of Life Data Systems, dessas espécies para as
drenagens analisadas. Além disso, no caso de Cichlasoma cf. orientale, existe uma outra
espécie do mesmo género foi recentemente descrita (Cichlasoma zarskei) para a bacia do Rio
Mearim, no Estado do Maranhdo. Porém esta ndo possui sequéncias disponiveis nos bancos
de dados online consultados no presente trabalho. Sendo assim, este pode ser outro motivo
para individuos de Cichlasoma cf. orientale ndo terem alcangado o minimo estabelecido pelo
método.

A partir das 4rvores filogenéticas geradas pelas sequéncias do presente trabalho
foram delimitadas trés linhagens (espécies) para Cichlasoma cf. orientale; onde as amostras
dos individuos de 01 a 07 e 09 (tabela 4) formaram um agrupamento consistente com uma
unica linhagem (espécie); amostras de individuos 08,10 e 12 agruparam-se de maneira
consiste em outra linhagem; e a amostra do individuo 11 que ficou isolado gerando outra
linhagem (figura 4). Portanto € possivel que essas linhagens sejam espécies distintas.

Ja para o género Crenicichla foram delimitadas duas linhagens (espécies). As
amostras dos individuos de 01 a 06 e 09 (tabela 4) foram agrupadas em um mesmo ramo
compondo uma mesma linhagem, mas ndo houve um alto indice de suporte para este
agrupamento. As amostras 07 e 08, por sua vez, foram suportadas com alto suporte, como
uma linhagem distinta (figura 5).

Para o género Plagioscion foram delimitadas duas linhagens; as amostras 01, 02,
03 e 06 (tabela 4) formaram um agrupamento consistente com uma unica linhagem (espécie),
e os individuos 04 e 05 foram agrupados de maneira consistente como outra linhagem.
Entretanto, esse resultado encontrado foi conflitante com a identificacdo molecular através da
base de dados BOLD e NCBI, ja que a sequéncia 06 foi identificada molecularmente como P.
auratus € as sequéncias 01 a 03 como P. squamosissimus; € essas sequéncias, na analise do
presente trabalho, foram delimitadas como pertencendo a mesma linhagem (espécie) (figura
6).
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6 CONCLUSAO

O DNA barcoding tem se revelado uma ferramenta eficiente na identificacdo das espécies
ja conhecidas e de novas espécies, como observado pelo presente trabalho.

Os resultados deste estudo representam um progresso na constru¢do do conhecimento
da ictiofauna dos rios do Maranhao. O uso da metodologia DNA Barcoding para identificacao
de espécies de peixes das ordens Cichliformes e Acanthuriformes de rios Maranhenses
mostrou-se eficiente com uma taxa de sucesso de 77,7% de identificagdo correta. Os dados
gerados nesta pesquisa somam para o enriquecimento na identificacdo de espécies de peixes
de 4gua doce, bem como colaboram para o conhecimento da biodiversidade ictiologica de rios

do Estado do Maranh3ao.
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