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APRESENTAÇÃO

Há exatos dezenove anos, mais precisamente na data de 21 de junho de 2000, 
um dos anúncios mais esperados nos últimos tempos pela comunidade científica era 
feito: simultaneamente nos Estados Unidos e em Londres o presidente Bill Clinton e o 
primeiro ministro Tony Blair divulgaram, o que segundo eles seria uma nova era para 
a humanidade, o sequenciamento do genoma humano. O “rascunho da vida” como 
denominaram traria novas expectativas quanto à doenças incuráveis, desafios éticos, 
novas propostas tecnológicas para a pesquisa, mas principalmente uma acessibilidade 
muito maior ao conceito de genética para a população.

Desde então uma revolução molecular pôde ser observada, novos conceitos 
adentraram às salas de aula, novos equipamentos evoluíram os laboratórios de 
pesquisa, novos e milhares de artigos passaram a publicar quase que “em tempo real” 
as descobertas no campo ambiental, microbiológico, industrial e da saúde. Podemos 
dizer também que a genética chegou como nunca às mesas das famílias, deixando de 
ser um assunto apenas dos cientistas.

Portanto a literatura aqui apresentada e intitulada “Conceitos básicos da 
genética” torna-se relevante não apenas por abordar assuntos relativos à comunidade 
acadêmica, mas principalmente por demonstrar a diversidade de áreas que hoje utilizam 
das ferramentas genéticas e moleculares em seus estudos que estão diretamente 
relacionados ao dia-a-dia da população.

Cada vez mais, o acelerado mundo das descobertas científicas caminha a passos 
largos e rápidos no sentido de transformar a pesquisa básica em aplicada, portanto é 
relevante destacar que investimentos e esforços nessa área contribuem grandemente 
com o desenvolvimento de uma nação. A genética como sabemos possui um campo 
vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com os 
avanços científicos e tecnológicos.

Esperamos que seja apenas o primeiro de muitos outros livros na área, já que a 
cada dia novas tecnologias genéticas tornam-se acessíveis e novas descobertas são 
possíveis. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada à resultados 
promissores, e principalmente à Atena Editora por permitir que o conhecimento seja 
difundido e disponibilizado para que as novas gerações se interessem cada vez mais 
pelo ensino e pesquisa em genética.
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IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE 
PEIXES DA APA DO INHAMUM, LESTE MARANHENSE, 

BRASIL

CAPÍTULO 14
doi

Renato Corrêia Lima;
Universidade Estadual do Maranhão (CESC/
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Universidade Estadual do Maranhão (CESC/

UEMA), Departamento de Química e Biologia, 
Caxias-MA. 
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RESUMO: O DNA barcode vem sendo utilizado 
como método auxiliar na identificação de 
espécies. Além do gene COI, o gene mitocondrial 
rRNA16S, também tem se revelado como um 
bom marcador na diferenciação de peixes. Neste 
trabalho, objetivou-se realizar a identificação e 
caracterização genética das espécies de peixes 
da Área de Proteção Ambiental (APA) Municipal 
do Inhamum, a partir de sequências dos genes 
COI e rRNA 16S.  Para a coleta foram utilizados 
vários apetrechos de pesca e os espécimes 
coletados foram identificados com auxílio 
de literatura específica e confirmados por 
especialista. O DNA dos espécimes foi extraído 

usando o kit da Promega e os fragmentos dos 
genes mitocondriais COI e rRNA 16S foram 
amplificados através da técnica de PCR. 
Os produtos das PCRs foram purificados e 
sequenciados em sequenciador automático 
de DNA. Foram coletados 440 espécimes dos 
quais obteve-se 72 sequências do gene COI 
e 74 do gene rRNA 16S identificadas em seis 
ordens, 10 famílias e 15 espécies. Dentre essas 
espécies, Megalechis thoracata caracteriza um 
novo registro para a bacia do rio Itapecuru. A 
árvore filogenética para o gene COI evidenciou 
16 clados coespecificos fortemente suportados 
com 100% de bootstrap. A reconstrução 
filogenética gerada a partir do gene rRNA 16S, 
evidenciou a ocorrência de 15 clados. A maioria 
dos clados correspondem a uma única espécie, 
entretanto, as sequências de Gymnotus carapo 
e Hemigrammus guyanensis formaram cada 
uma, dois clados fortemente agrupados com 
99% de bootstrap. Portanto, esse trabalho 
representa, além da caracterização genética 
dos peixes dessa APA, uma extensão a 
extensão de distribuição de M. thoracata, pois 
agora sabe-se de sua ocorrência na bacia do 
rio Itapecuru.
PALAVRAS – CHAVE: DNA mitocondrial, COI, 
rRNA 16S, Megalechis thoracata

ABSTRACT: DNA barcode has been used 
as an auxiliary method to identify species. In 
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addition to the COI gene, the mitochondrial gene rRNA16S, has also been shown 
to be a good marker in fish differentiation. The objective of this work was to identify 
and characterize the fish species of the Inhamum Municipal Environmental Protection 
Area (APA), based on sequences of the COI and 16S rRNA genes. For the collection, 
several fishing tools were used and the specimens collected were identified with the 
aid of specific literature and confirmed by specialists. The DNA of the specimens was 
extracted using the Promega kit and the fragments of the mitochondrial genes COI 
and 16S rRNA were amplified by the PCR technique. PCR products were purified and 
sequenced in an automated DNA sequencer. A total of 440 specimens were collected 
from which 72 sequences of the COI gene and 74 of the 16S rRNA gene were identified 
in six orders, 10 families and 15 species. Among these species, Megalechis thoracata 
characterizes a new record for the Itapecuru river basin. The phylogenetic tree for the 
COI gene evidenced 16 heavily supported co-specific clades with 100% bootstrap. 
The phylogenetic reconstruction generated from the 16S rRNA gene, evidenced the 
occurrence of 15 clades. Most clades correspond to a single species, however, the 
sequences of G. carapo and Hemigrammus guyanensis formed each, two clades 
strongly grouped with 99% bootstrap. Therefore, this work represents, in addition to 
the genetic characterization of the fish in this APA, an extension of the distribution of M. 
thoracata, since it is now known to occur in the Itapecuru river basin.
KEYWORDS: Mitochondrial DNA, COI, rRNA 16S, Megalechis thoracata

1 |  INTRODUÇÃO

A identificação correta de espécies constitui uma etapa primordial para o êxito 
de qualquer programa de manejo e conservação quando se leva em conta que as 
espécies constituem a unidade básica de comparação na biologia, desde estudos 
de anatomia, até aqueles de comportamento, desenvolvimento, ecologia, evolução, 
genética, biologia molecular, paleontologia, fisiologia, sistemática, entre outros (DE 
QUEIROZ, 2005). 

No intuito de realizar identificação de espécies, genes do DNA mitocondrial têm 
sido constantemente utilizados como ferramentas auxiliares à taxonomia clássica na 
resolução de problemas de identificação. Dentre esses genes, o que obteve maior 
destaque na identificação de espécies animais na última década foi o Citocromo 
Oxidase subunidade I (COI ou Cox1), cujo um curto fragmento de 648 nucleotídeos da 
extremidade 5’ fora eleito como o código de barras de DNA (DNA barcode) (HEBERT 
et al., 2003a; 2003b). Este se baseia na suposição que a variação interespecífica é 
maior que a variação intraespecífica (“DNA barcoding gap”) (MEYER e PAULAY, 2005). 

Paralelamente, em meio a grande exploração do DNA mitocondrial em estudos 
taxonômicos de peixes, o gene mitocondrial rRNA 16S também se revelou um bom 
marcador na diferenciação para esse grupo, como estudos com o objetivo de elucidar 
relações filogenéticas entre Mugiliformes (FRAGA et al., 2007).
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Os peixes de água doce da região neotropical estão compreendidos em mais 
de 5.600 espécies catalogadas, estima-se, no entanto, que o total exceda 7.000 
(CARVALHO e ALBERT, 2011). Uma parte substancial da biodiversidade neotropical 
permanece desconhecida, isso é considerado um problema para a conservação 
biológica, pois entende-se que seja um impedimento taxonômico. Propostas para 
amenizar esse problema inclui abordagens como a taxonomia integrativa (DAYRAT, 
2005) e “turbo-taxonômico” (RIEDEL et al., 2013) nas quais a identificação baseada 
no DNA atrela-se à descrição morfológica e imagens de alta resolução (PUGEDO et 
al., 2016). 

O presente estudo contribui na identificação da ictiofauna da bacia do rio Itapecuru, 
tendo em vista que foca em riachos tributários dessa bacia e, sobretudo pela adição 
de um novo registro, Megalechis thoracata (VALENCIENNES, 1840). Dessa forma, 
agrega conhecimento ao trabalho de Nascimento et al. (2016), os quais identificaram 
a fauna de peixe do curso principal desse rio via DNA barcode. 

Portanto, o reconhecimento preciso das espécies de peixes da APA do Inhamum 
é de importância impar para a preservação de sua ictiofauna, pois, produz informações 
que poderão futuramente servir como um subsídio indispensável. E para isso objetivou-
se identificar e caracterizar geneticamente, por meio de sequências de COI (DNA 
barcoding) e rRNA 16S, a ictiofauna da APA do Inhamum e gerar dados que contribuam 
para futuros programas de manejo e preservação.

2 |  AMOSTRAGEM

A APA do Inhamum está localizada à margem esquerda da BR-316, no sentido 
de Caxias/MA à São Luís/MA, aproximadamente 2 km do perímetro urbano de Caxias/
MA, entre as coordenadas 04º 53’ 30’’ de latitude S e 43º 24’ 53’’ de longitude W 
(FERNANDES et al., 2007) (Figura 1). 

A área do Inhamum faz parte do patrimônio municipal que, pela Lei nº 1.464/2001, 
foi modificada em Área de Proteção Ambiental detentora de cerca de 3500 hectares. 
Essa região apresenta dois tipos de vegetações: uma vegetação graminosa em 
área plana, característica de cerradões ou chapadas e outra vegetação de árvores e 
arbustos e uma depressão com árvores de grande porte e buritizais agregado ao curso 
de água, designando o que se chama brejo (ALBUQUERQUE, 2012). 
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Figura 1. Mapa do Maranhão evidenciando em azul escuro o município de Caxias/MA (A). Mapa 
de Caxias evidenciando com um ponto branco a localização aproximada da Área de Proteção 

Ambiental Municipal do Inhamum (B). 

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa Quantum Gis 2.8.7.

As coletas foram realizadas de 2011 a 2017 na APA do Inhamum. Para tanto, 
foram utilizados apetrechos de pesca como puçás, peneira redondas de arame e redes 
de armação de cano PVC (Policloreto de polivinila) (OYAKAWA et al., 2006). Foram 
escolhidos principalmente três igarapés da APA do Inhamum chamados de Igarapé 
Soledade, Igarapé Inhamum e Igarapé Sumidouro do Padre (Tabela 1 e Figura 2). 
Esses três igarapés foram escolhidos por apresentarem condições mais adequadas de 
captura de peixes, além de nos fornecerem uma boa representatividade da ictiofauna 
da APA do Inhamum.

Ponto de amostragem Coordenadas Figura

Igarapé Soledade (Ponte Inhamum) 4°53’27.1” S, 43°24’54.1” W 3A

Igarapé Soledade 4°53’26.9” S, 43°25’10.0” W 3B

Igarapé Inhamum 4°53’47.0” S, 43°25’23.0” W 3C

Igarapé Sumidouro do Padre 4°53’28.6” S, 43°25’37.8” W 3D

Tabela 1. Coordenadas geográficas dos pontos coleta de peixes na Área de Proteção Ambiental 
Municipal do Inhamum relacionadas às suas respectivas figuras.
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Figura 2.  Igarapés onde foram coletados os peixes na Área de Proteção Ambiental Municipal 
do Inhamum em Caxias, Maranhão: (A/B) Igarapé Soledade, (C) Igarapé Inhamum, (D) Igarapé 

Sumidouro do Padre.

As amostras foram levadas para o laboratório de Genética e Biologia Molecular 
(GENBIMOL) no Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do 
Maranhão (CESC/UEMA), onde foi realizada a identificação taxonômica com o auxílio 
de literatura específica (BRITSKI et al., 1999; SOARES, 2005; OYAKAWA et al., 2006) 
e, posteriormente, foi confirmada por especialista. A conservação dos exemplares foi 
feita em via úmida, colocando-os em formalina por 48 horas e depois transferindo-os 
para álcool à 70%. Pelo menos cinco espécimes de cada um dos táxons identificados e 
seus testemunhos foram depositados na coleção Zoológica do Museu de Zoologia da 
Universidade de São Paulo/MZUSP e Museu de Zoologia da Universidade de Londrina/
MUZEL (vouchers determinados) e o restante dos espécimes foram depositados no 
GENBIMOL. As coletas das amostras biológicas foram autorizadas pelo Instituto 
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais e Renováveis (IBAMA) através 
da licença de número 02012.004159/2006.

2.1 Análise Genética

O DNA total foi extraído pelo manuseio do kit Wizard Genomic DNA Purification 
da Promega seguindo as instruções do fabricante. O isolamento e amplificação das 
regiões genômicas mitocondriais (COI e rRNA 16S), a partir do DNA total, foi realizada 
através da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), na qual foi utilizada 
a combinação de primers e condições específicas em Ward et al. (2005) para o gene 
COI e em Palumbi et al. (2002) para o gene rRNA 16S. As amostras de PCR foram 
submetidas à visualização em gel de agarose a 1%, corado com Neotaq Brilliant Green 
Plus DNA Stain, através de luz ultravioleta (UV), para observação da amplificação 
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dos fragmentos dos genes analisados. Os produtos de PCR foram purificados com a 
enzima ExoSAP-IT conforme recomendações do fabricante e submetidos à reação de 
sequenciamento de DNA segundo o método de Sanger et al. (1977).

As reações de sequenciamento foram realizadas nos termocicladores da Life 
Tecnologies, applied biosystems, 2720 Thermal Cycler e Veriti 96 Well Thermal Cycler 
com o seguinte programa: uma desnaturação inicial de 96°C por 60 segundos, 35 
ciclos de 96°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por quatro minutos. 
Após a reação de sequência, as amostras foram precipitadas para retirada do excesso 
de reagentes não incorporados. As sequências, tanto do gene COI como do gene 
rRNA 16S, foram alinhadas pelo método Clustal W do programa Bioedit (HALL, 
1999). O programa MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016) foi utilizado para gerar as árvores 
filogenéticas e matrizes de distâncias genéticas por meio do método de agrupamento de 
vizinhos (NJ) (SAITOU e NEI, 1987) e o modelo de distância de Kimura-2-Parâmetros 
(K2P). A significância dos agrupamentos foi estimada pela análise de bootstrap (1000 
pseudoréplicas) (FELSENSTEIN, 1985). 

A identificação molecular (gene COI) foi realizada por comparação das sequências 
do presente estudo e sequências depositadas na plataforma bioinformática BOLD 
Systems v4 (BOLD) (http://v4.boldsystems.org/) (RATNASINGHAM e HEBERT, 2007). 
Plataforma na qual foram depositas as sequências do gene COI obtidas no presente 
trabalho sob os códigos RENA001-16 até RENA070-16.

3 |  RESULTADOS 

3.2 Amostras obtidas

Foram coletados 440 espécimes dos quais obteve-se 72 sequências do gene 
COI e 74 do gene rRNA 16S identificadas em seis ordens, 10 famílias e 15 espécies 
(Tabela 2). Dentre essas espécies, M. thoracata caracteriza um novo registro para a 
bacia do rio Itapecuru. 

Ordem Família Voucher Espécie COI 16S

Characiformes Erythrinidae MZUEL 10444 Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) 8 5

Characidae MZUSP 
110829 Bryconops sp. 6 7

MZUEL 10449 Hemigrammus guyanensis Géry, 1959 3 20

Lebiasinidae MZUEL 10441 Nannostomus beckfordi Günter, 1872 7 7

Siluriformes Heptapteridae MZUSP 
110827 Pimelodella sp. 7 5

Callichthyidae MZUEL 10448 Callichthys callichthys (Linnaeus, 
1758) 1 1

MZUEL 15410 Megalechis thoracata (Valenciennes, 
1840) 1 -

Gymnotifor-
mes Gymnotidae MZUEL 10443 Gymnotus carapo Linnaeus, 1758 7 7
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Sternopygidae MZUSP 
104554

Sternopygus macrurus (Bloch & Sch-
neider, 1801) 5 2

Perciformes Cichlidae MZUSP 
110828 Apistogramma sp. 8 6

MZUEL 10445 Aequidens tetramerus (Heckel, 1840) 3 2

MZUSP 
110826 Crenicichla menezesi Ploeg, 1991 6 6

MZUEL 15411 Cichlasoma orientale Kullander, 1983 3 -

Cyprinodonti-
formes Rivulidae MZUEL 10442 Rivulus sp. 6 5

Synbranchifor-
mes

Synbranchi-
dae

MZUSP 
10825 Synbranchus marmoratus Bloch, 1795 1 1

6 10 15 72 74

Tabela 2. Número de sequências dos genes COI e rRNA 16S de cada táxon geradas a partir 
das amostras de peixes da APA do Inhamum, e os números dos vouchers determinados

3.3 Novo registro de M. thoracata (Siluriformes, Callichthyidae) para a bacia do 

rio Itapecuru

Megalechis é distinto de outros gêneros de Callichthyinae por reunir características 
exclusivas: ossos infraorbitais expostos (vs. coberto por camada espessa de pele), 
nadadeira caudal truncada ou convexa (vs. bifurcada ou côncava) e presença de dois 
raios não ramificados na nadadeira dorsal (vs. um) (REIS et al., 2005).

O gênero Megalechis atualmente inclui duas espécies válidas, Megalechis picta 
(Müller e Troschel, 1849), das bacias dos rios Amazonas, Orinoco e Essequibo, e 
também de rios costeiros do nordeste brasileiro, e Megalechis thoracata (Valenciennes, 
1840), da bacia dos rios Amazonas e Orinoco, além de drenagens costeiras das 
Guianas e nordeste do Brasil (REIS et al., 2005). M. thoracata pode ser distinguido de 
M. picta pelo menor espinho na nadadeira dorsal, geralmente maior número de raios 
na nadadeira anal (seis, raramente cinco vs. cinco, raramente quatro) e principalmente 
pelo padrão de coloração da nadadeira (REIS et al., 2005). 

M. thoracata apresenta uma banda esbranquiçada na base da nadadeira caudal 
e a parte restante é escura ou com manchas pretas, enquanto que M. picta apresenta 
a base da nadadeira caudal enegrecida, com notáveis barras escuras nas bordas 
medias e distais também enegrecidas, as regiões entre as bandas enegrecidas são 
visivelmente amarelas claras (TENCATT et al., 2013). 

O diagnóstico morfológico do espécime de M. thoracata coletado no presente 
estudo (Figura 3) foi confirmado por dados moleculares ao se depositar sequência 
do gene COI de M. thoracata na plataforma BOLD (RENA002-16) a qual mostrou 
similaridade de 99.06% com outras sequências de M. thoracata. Esse percentual de 
similaridade está dentro do limite coespecífico (HEBERT et al., 2003a). Por meio da 
análise de um único espécime coletado na APA do Inhamum, em um igarapé tributário 
da bacia do Rio Itapecuru, estendeu-se a distribuição dessa espécie para a bacia do 
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Rio Itapecuru (LIMA et al., 2017).

Figura 3. Megalechis thoracata (MZUEL 15410, barra de escala = 2 cm).

3.4 Análises genéticas de sequências do gene COI

O valor médio de distância genética intraespecífica encontrada no presente 
trabalho é de 0,55%, com a grande maioria das espécies apresentando valores 
inferiores a 1% (84,6%) (Tabela 3). Não foi possível obter valores de distância dentro 
de gênero no presente trabalho, porque nenhum desses gêneros possui mais que uma 
espécie. O valor médio de divergência dentro das famílias foi de 16,7% (Tabela 3).

A matriz de médias de divergências genéticas obtidas a partir de sequências do 
gene COI mostrou que as espécies mais proximamente relacionadas foram Cichlasoma 
orientale e Aequidens tetramerus, pertencentes à mesma família (Cichlidae) as quais 
tiveram 13,1% de divergência genética. Por outro lado, as espécies mais distantemente 
relacionadas foram Crenicichla menezesi e Callichthys callichthys, estas tiveram 33,7% 
de divergência genética (Tabela 4). Essa tabela mostra também que Gymnotus carapo 
apresentou maior índice de divergência genética intraespecífica com 3,6%.

Nível N Taxón Min 
Dist(%)

Média 
Dist(%) Max Dist(%)

Dentro de 
espécie 64 12 0,00 0,55 3,6

Dentro de 
família 29 3 11,7 16,7 19,9

Tabela 3. Médias de distâncias genéticas K2P coespecíficas e dentro das famílias dos peixes 
da APA do Inhamum a partir de sequências do gene COI.

Min Dist = distância mínima; Média Dist = distância média; Max Dist = distância máxima.

Táxons
Médias de divergência genética (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 - Calli-
chthys 
callichthys

n/c
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2 - Me-
galechis 
thoracata 

18,7 n/c

3 - Ster-
nopygus 
macrurus 

24,8 26,3 0,2

4 - Ci-
chlasoma 
orientale 

23,0 24,7 24,4 0,0

5 - Apis-
togramma 
sp. 

27,3 27,5 27,9 27,1 0,2

6 - Ae-
quidens 
tetramerus 

23,4 24,3 23,0 13,1 24,6 0,2

7 - Pimelo-
della sp. 26,7 24,9 23,0 24,7 26,0 25,4 0,1

8 - Hemi-
grammus 
guyanensis 

24,0 23,6 24,0 25,5 27,5 23,9 23,8 0,0

9 - Hoplias 
malabari-
cus 

24,1 27,5 23,3 23,6 29,8 25,5 22,0 21,1 0,1

10 - Gym-
notus 
carapo 

24,1 24,0 21,3 22,4 25,7 25,4 24,9 22,4 24,2 3,6

11 - Bryco-
nops sp. 23,7 26,0 26,4 22,8 24,8 22,0 25,6 23,3 23,5 22,5 0,1

12 - Nan-
nostomus 
beckfordi 

26,8 24,1 25,9 25,2 29,6 24,3 23,7 25,9 26,2 25,2 23,6 0,9

13 - Cre-
nicichla 
menezesi 

33,7 33,1 32,4 27,3 29,4 28,3 29,1 32,4 30,7 30,9 28,5 31,7 0,0

14 - 
Synbran-
chus mar-
moratus 

27,9 26,6 31,2 28,2 29,3 27,0 26,7 27,7 27,7 26,8 27,0 29,7 29,4 n/c

15 - Rivu-
lus sp. 26,9 26,6 26,3 27,2 29,1 24,9 26,0 27,2 27,6 26,5 26,9 24,6 32,3 28,4 0,2

Tabela 4. Matriz de médias de divergência genética K2P interespecíficas e intraespecíficas de 
peixes da APA do Inhamum partir de sequências do gene COI. N/C = não calculado.

A árvore filogenética (Figura 4) evidenciou 16 clados coespecíficos fortemente 
suportados com 100% de bootstrap. O número de clados excede o número de espécies 
identificadas, isso porque G. carapo está formando dois clados coespecífico. 
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Figura 4. Árvore filogenética resumida utilizando sequências do gene COI, algorítimo K2P e 
método de agrupamento de vizinho (NJ) dos peixes da APA do Inhamum. Os números entre 

parênteses representam o número de sequências obtidas de cada espécie. Em vermelho, está 
destacado um problema de identificação.

3.5 Identificação Molecular Realizada na Plataforma BOLD

As porcentagens de similaridade consideradas neste item foram aquelas oriundas 
de comparações entre sequências de trabalhos de outros autores com as sequências 
obtidas no presente trabalho, pois, logicamente, as comparações entre somente as 
sequências da APA do Inhamum sempre resultam em similaridades de 100%. Além 
disso, apenas as similaridades iguais ou acima de 97% foram expostas, porque 
indicam tratar-se de uma unidade genética. As espécies que não são mencionadas 
não obtiveram similaridades iguais ou superiores a 97% em relação as sequencias 
depositadas na plataforma BOLD.

Diante das comparações entre as sequências do presente trabalho e as 
sequências depositadas na plataforma BOLD por outros autores, observou-se que a 
identificação molecular corrobora com a identificação morfológica para as espécies 
Hoplias malabaricus, Gymnotus carapo, Aequidens tetramerus, Callichthys callichthys 
e M. thoracata com similaridades genéticas de 97,64%, 99,37%, 98,41%, 99,50% e 
99,06%, respectivamente (Tabela 5). O DNA barcode indicou os epítetos específicos 
de Bryconops affinis e Pimelodella vittata com percentuais de similaridade genética 
de 99,21 e 99,37, respectivamente. Nas análises morfológicas, essas duas espécies 
tinham sido identificadas somente até gênero. As amostras de G. carapo demostraram 
similaridade acima de 97% com Gymnotus chaviro, Gymnotus pantanal e G. carapo 
(Tabela 5).
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Morfológica Molecular Similaridade (%) RN

H. malabaricus H. malabaricus 97,64 *

G. carapo G. carapo/ G. chaviro/ 
G. pantanal 99,37/97,83/ 97,8 **

A. tetramerus A. tetramerus 98,41 BOLD: 
AAD8366

C. callichthys C. callichthys 99,50 BOLD: 
ACR8860

M. thoracata M. thoracata 99,06 *

Bryconops sp B. affinis 99,21 BOLD: 
AAF6579

Pimelodella sp P. vittata 99,37 BOLD: 
AAD0882

Tabela 5. Identificação molecular das amostras de peixes da APA do Inhamum realizada através 
de comparações das sequências do presente estudo com sequências disponíveis na plataforma 

BOLD systems para o gene COI, e seus respectivos registros numéricos (RN) index barcode 
para o BOLD.

Obs. * Tem status de saída antecipada e por isso não possui registro numérico no BOLD. ** G. carapo: 
BOLD:AAB6212, G. pantanal: BOLD:AAE3544. G. chaviro não possui registro numérico na plataforma.

3.6 Análises genéticas de sequências do gene rRNA 16S

O valor médio de distância genética intraespecífica das sequências de rRNA 
16S foi de 0,54% e o valor médio de distância genética dentro das famílias foi de 
9,0%. Ademais, foram encontrados altos índices distância genética dentro do gênero 
Gymnotus (1,5%) e Hemigrammus (3,8%) (Tabela 6 e Tabela 7). A matriz de médias de 
distâncias genéticas intra e interespecífica (Tabela 7) mostrou que as espécies mais 
proximamente relacionadas foram Sternopygus macrurus e G. carapo com 9,8% de 
divergência. Em contrapartida, as espécies mais distantemente relacionadas foram 
Synbranchus marmoratus e C. callichthys, com 26,2% de divergência genética.

Nível N Taxón Min Dist(%) Média Dist(%) Max Dist(%)

Dentro de 
espécie 72 11 0,00 0,54 3,8

Dentro de 
Família 42 2 8,5 9,0 9,4

Tabela 6. Médias de distâncias genéticas K2P mostrando a distribuição das médias 
coespecíficas e dentro das famílias na APA do Inhamum utilizando o gene rRNA 16S.

Táxons
Médias de divergência genética (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 - Pimelodella 
sp. 0,0

2 - C. callichthys 13,5 n/c

3 - G. carapo 13,4 15,0 1,5
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4 - S. macrurus 10,0 16,2 9,8 0,0

5 - Apistogram-
ma sp. 19,6 21,4 19,0 17,3 0,1

6 - A. tetramerus 17,0 20,4 17,4 14,5 11,2 0,0

7 - Bryconops 
sp. 13,0 17,2 10,9 11,7 19,9 16,7 0,1

8 - H. malaba-
ricus 12,6 16,0 13,8 11,9 18,9 17,5 10,7 0,0

9 - C. menezesi 19,4 20,7 17,3 16,3 13,6 11,9 17,3 19,0 0,3

10 - H. guyanen-
sis 17,4 19,3 16,8 13,6 19,3 18,5 14,4 11,4 19,5 3,8

11 - N. beckfordi 15,8 18,9 16,3 13,3 17,3 16,5 15,1 14,1 17,6 15,4 0,0

12 - S. marmo-
ratus 25,0 26,2 23,1 21,5 19,7 22,1 22,8 23,2 22,6 21,3 24,9 n/c

13 - Rivulus sp. 23,1 24,4 21,6 22,7 18,2 18,9 22,1 21,9 22,7 21,6 24,3 20,4 0,2

Tabela 7. Matriz de médias de divergência genética K2P interespecíficas de peixes da APA do 
Inhamum a partir de sequências do gene rRNA 16S. 

A reconstrução filogenética gerada a partir do método de agrupamento de vizinhos 
e o algoritmo K2P utilizando sequências do gene rRNA 16S, evidenciou a ocorrência 
de 15 clados. A maioria dos clados correspondem a uma única espécie, entretanto, 
as sequências de G. carapo e Hemigrammus guyanensis formaram cada uma, dois 
clados fortemente agrupados com 99% de bootstrap. (Figura 5). 

Figura 5. Árvore filogenética resumida utilizando sequências do gene rRNA 16S, algoritmo 
K2P e método de agrupamento de vizinho (NJ) dos peixes da APA do Inhamum. Os números 
entre parênteses representam o número de sequência para cada espécie. Em vermelho estão 

destacados contrapontos de identificação.
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4 |  DISCUSSÃO

4.1 Novo registro de Megalechis thoracata para a bacia do rio Itapecuru

Em coletas na APA do Inhamum, Fraga et al. (2012) e Lima et al. (2015) não 
haviam registrado a ocorrência de M. thoracata, assim como em estudos que objetivaram 
a identificação de toda a bacia do rio Itapecuru (BARROS et al., 2011; NASCIMENTO 
et al., 2016). Somente em setembro de 2015 um espécime de M. thoracata espécie foi 
capturado. 

Entre os estudos realizados nas bacias hidrográficas do Nordeste: Carvalho et 
al. (2011b) (bacia do rio São Francisco), Ramos et al. (2014) (bacia do rio Parnaíba) e 
Matavelli et al. (2015) (bacias dos rios Munim e Parnaíba), M. thoracata só foi registrado 
por Soares (2005), na bacia do rio Mearim. Portanto, esse resultado representa 
uma extensão do conhecimento da distribuição da espécie, pois agora sabe-se de 
sua ocorrência na bacia do rio Itapecuru. Tencatt et al. (2013; 2015) cogitaram que 
a introdução de M. picta na bacia do alto rio Paraná ocorreu provavelmente devido 
ao seu uso como uma isca viva. Essa hipótese também pode ser considerada para 
a introdução de M. thoracata na bacia do rio Itapecuru, levando em conta que a 
diferenciação entre M. picta e M. thoracata é dificultosa por não especialistas, então 
podem ser facilmente misturadas e vendidas como uma única espécie por vendedores 
de iscas vivas ou em lojas de aquário.

Ainda é precipitado afirmar que M. thoracata é capaz de se fixar na bacia ou 
causar impactos sobre as espécies nativas do rio Itapecuru. Percebe-se, todavia, que 
é preciso preocupar-se com a introdução e/ou transportação de espécies entre bacias, 
de forma intencional ou não, que se torna cada vez mais corriqueiro e que quase 
sempre tem efeito nocivo sobre as espécies nativas. Recomenda-se, dessa forma, 
que atitudes como essa sejam suprimidas de forma rigorosa.

4.2 Análises genéticas de sequências do gene COI

Muitos trabalhos já foram realizados visando identificar, via DNA barcode, peixes 
de grandes bacias hidrográficas brasileiras (CARVALHO et al., 2011b; PEREIRA et 
al., 2013; DÍAZ et al., 2016). Esses trabalhos comumente mostram baixos valores 
de divergência intraespecífica, raramente ultrapassam o valor de 1,5%. No presente 
trabalho não foi diferente, o valor médio de distância intraespecífica foi de 0,55% 
(Tabela 3). 

Carvalho et al. (2011b) ao estudar peixes de água doce provenientes da bacia 
do rio São Francisco, encontrou valor médio de divergência genética intraespecífico 
de 0,50%. Pereira et al. (2013) revelou percentual médio intraespecífico de 1,30 
(mas esse valor decresce para 0,3 quando considerado cada subclado como uma 
unidade genética independente) na megadiversa fauna de peixes Neotropicais. Em 
consonância a esses baixos valores médios, Díaz et al. (2016), ao analisar os peixes 
do baixo rio Paraná, encontraram 0,53% de divergência intraespecífica. 
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O valor médio de divergência dentro das famílias encontrado no presente trabalho 
foi de 16,7% (Tabela 3), valor que está de acordo com outros valores observados na 
literatura. Nos trabalhos de Hubert et al. (2008), Carvalho et al. (2011b), Pereira et al. 
(2013) e Díaz et al. (2016) verificou-se valores percentuais médios dentro das famílias 
de 15,38, 21,01 e 20,1 e 19,61, respectivamente. 

Foi detectado elevado valor de distância genética (3,6%) em G. carapo (Tabela 4), 
essa porcentagem supera o limite de divergência intraespecífica que delimita espécie 
de 3% estabelecido por Hebert et al. (2003a).  Com base nisso, é possível tratar-se 
de duas espécies dentro do gênero Gymnotus, e não apenas de uma como propôs 
a identificação morfológica. Neste cenário, evidencia-se o potencial do gene COI em 
revelar a diversidade escondida. Similarmente, Benzaquem et al. (2015) mostrou 
diversidade críptica em peixes ornamentais da Amazônia brasileira.

Carvalho et al. (2011b) encontraram elevada divergência intraespecífica em 
amostras de G. carapo (5%) provenientes da bacia do rio São Francisco. Esses autores 
indicaram que essa elevada divergência pode estar relacionada a história filogeográfica 
ou estrutura geográfica, como é comum em peixes de água doce (WARD et al., 1994). 
G. carapo (holótipo do Suriname) foi descrito por Linneaus na primeira metade do 
século XVIII (ALBERT e CRAMPTON, 2003). Atualmente é definido como G. carapo 
sensu stricto e é conhecido como um complexo de espécies de morfologia similar ou 
espécie críptica, com uma larga área de distribuição (ALBERT e CRAMPTON, 2003). 
Estudos citogenéticos de amostras identificadas como G. carapo mostraram diferentes 
cariótipos: 2n = 54 e 2n = 52 do Sul do Brasil, 2n = 48 em Amazonas, 2n = 42 no Pará 
(MILHOMEM et al., 2007). 

Outro estudo sobre o cariótipo de indivíduos morfologicamente indistinguíveis 
de cinco populações de G. carapo sensu stricto da Amazônia oriental do Brasil 
revelou dois citótipos, 2n = 42 (30 M/SM + 12 ST/A) e 2n = 40 (34M/SM + 6 ST/A). Os 
autores concluíram que as diferenças entre essas duas espécies crípticas se devem a 
inversões pericêntricas e uma fusão tandem. (MILHOMEM et al., 2008). Nagamachi et 
al. (2010) usaram mapeamento genômico comparativo através do FACS (Fluorescent 
Activated Chromosome Sortin), metodologia que permitiu verificar a alta reorganização 
genômica encontrada entre as duas populações citotípicas de G. carapo sensu stricto 
estudadas e confirmar a hipótese que elas são realmente diferentes espécies. 

O fato de a morfologia externa, os dados merísticos e a pigmentação deles 
não permitirem a distinção de espécies (MILHOMEM et al., 2008), sugere que a 
especiação delas foi um evento recente no qual a reorganização cromossômica teve o 
papel principal (NAGAMACHI et al., 2010). Somado a isso, as elevadas divergências 
genéticas encontradas no presente trabalho e em Carvalho et al. (2011b) corroboram 
com essa informação. As amostras do presente estudo de G. carapo demostraram 
similaridade acima de 97% com Gymnotus chaviro, Gymnotus pantanal e com G. 
carapo (Tabela 5) quando realizada a identificação molecular na plataforma BOLD. 
Isso novamente aponta para identificação errônea de espécimes, ou indica a presença 
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de espécie negligenciada no gênero Gymnotus.

4.3 Análises genéticas de sequências do gene rRNA 16S

A média de distância genética coespecífica do gene rRNA 16S (0,54%) equiparou-
se ao valor de distância intraespecíficas revelado nas sequências do gene COI (0,55%), 
contrariando assim, Palumbi et al. (2002) quando este afirma que as sequências do 
gene rRNA 16S são mais conservadas, com taxa de mutações menores do que a 
média do genoma mitocondrial. Provavelmente, isso ocorreu porque H. guyanensis 
obteve elevada divergência genética (3,8%).

A média de distância genética K2P intrafamiliar foi mais baixa para o gene rRNA 16S 
(9%) em relação à média correspondente do gene COI (16,7%). Esse dado corrobora 
com Kochzius et al. (2010), trabalho no qual as distâncias genéticas verificadas em 
cada nível taxonômico analisado foram menos elevadas que suas correlatas no gene 
COI. Os valores de distância genética K2P coespecífico e intrafamiliar do presente 
estudo (0,54% e 9%, respectivamente) (Tabela 6) foram inferiores em relação aos seus 
equivalentes encontrados em peixes comerciais da África do Sul (CAWTHORN et al., 
2012) (0.03% e 5.10%). Isso possivelmente ocorreu em reflexo ao melhor conhecimento 
taxonômico de espécies comercialmente importantes, de médio e grande porte, o que 
minimiza os problemas de identificação (CARVALHO et al., 2011b).

Diante dos resultados é possível concluir, portanto, que o DNA barcode demostrou 
sua potencialidade em identificar espécie, pois esteve de acordo com a identificação 
morfológica na grande maioria das espécies (93,3%) e ainda apontou para problema 
de identificação em G. carapo, espécie na qual provavelmente existe negligência de 
identificação. Faz-se necessário, então, aprofundamento nos estudos genéticos e 
taxonômicos de G. carapo ocorrentes na APA do Inhamum, através de uma revisão 
taxonômica dos exemplares por um especialista no grupo.

O gene rRNA 16S indicou a presença de mais de uma espécie em Hemigrammus, 
de tal modo que se faz necessária a análise dessa indicação por meio de mais 
sequências do gene COI de amostras desse gênero.

Identificou-se a espécie M. thoracata na área de estudo, dessa forma sua 
distribuição foi estendida para a bacia do rio Itapecuru, o que contribui para o 
conhecimento da amplitude de ocorrência dessa espécie. Por meio da utilização do 
gene COI, foi possível indicar os epítetos específicos de B. affinis e P. vittata, essas 
espécies anteriormente haviam sido identificadas apenas em nível genérico.
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