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RESUMO

Analises moleculares com DNA barcoding tém sido amplamente utilizadas para a identificagao
de espécies e o estudo da biodiversidade. No grupo dos peixes, o gene mitocondrial COI
(Citocromo ¢ Oxidase subunidade I) ¢ o mais comumente utilizado como marcador tipo DNA
barcoding. Neste estudo foi analisado a variacdo molecular, através do DNA barcoding em uma
amostra populacional de trairas (Hoplias malabaricus) coletadas na Bacia do Atlantico
Nordeste Ocidental (BANOC). Foram analisadas 106 sequéncias COI, sendo que 21 sdo
provenientes de peixes coletados nas seguintes localidades: Rio Caeté, Riacho Grande, Rio
Itapecuru, Rio Perid, Rio Pericuma, Rio Mearim e Rio Urumajd; enquanto que 63 sequéncias
foram adicionadas a partir de bancos de dados publicos e de estudos anteriores. Adicionalmente
foram incluidas 20 amostras do Suriname e duas de Hoplias lacerdae para comparagdo como
grupo externo. As sequencias obtidas foram submetidas a plataforma BOLD Systems e
identificaram duas linhagens evolutivamente distintas de H. malabaricus da BANOC, as quais
foram agrupadas em dois BINs (Barcode Index Number). Um grupo foi amplamente distribuido
e associado ao BIN:AFU2064, enquanto que o outro foi restrito as sub-bacias do rio Itapecuru
e Riacho Grande, BIN:ACR9466. A distancia genética entre os dois grupos foi de 2,9%,
enquanto a variacao dentro de AFU2064 foi estimada em 2%. O estudo revelou uma diversidade
haplotipica de 0,7582 e indicou a presenca de multiplas linhagens dentro do complexo H.
malabaricus, € a importancia de estratégias de conservagao que considerem essa diversidade.

O BIN:ACR9466 pode representar uma possivel espécie nova ainda nao descrita.

Palavras-chave: Biodiversidade; Diversidade genética; Hoplias malabaricus; DNA

barcoding; Gene COI.



ABSTRACT

Molecular analyses using DNA barcoding have been widely applied for species identification
and biodiversity studies. In fish, the mitochondrial gene COI (Cytochrome ¢ Oxidase subunit I)
is the most commonly used marker for DNA barcoding. This study analyzed molecular
variation through DNA barcoding in a population sample of trahiras (Hoplias malabaricus)
collected from the Northeastern Atlantic Basin (BANOC). A total of 106 COI sequences were
examined: 21 from fish collected at the following locations—Caeté River, Grande Stream,
Itapecuru River, Peria River, Pericuma River, Mearim River, and Urumajé River—while 63
sequences were obtained from public databases and previous studies. Additionally, 20 samples
from Suriname and two samples of Hoplias lacerdae were included for comparison as an
outgroup. The sequences were submitted to the BOLD Systems platform, identifying two
evolutionarily distinct lineages of H. malabaricus from BANOC, which were grouped into two
BINs (Barcode Index Numbers). One group was widely distributed and associated with BIN,
while the other was restricted to the Itapecuru River and Grande Stream sub-basins,
corresponding to BIN. The genetic distance between the two groups was 2.9%, while the
variation within AFU2064 was estimated at 2%. The study revealed haplotypic diversity
(0.7582) and indicated the presence of multiple lineages within the H. malabaricus complex,
highlighting the importance of conservation strategies that account for this diversity. BIN

ACR9466 may represent a possible new species yet to be described.

Keywords: Biodiversity; Genetic diversity; Hoplias malabaricus; DNA barcoding; COI gene.
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1 INTRODUCAO
1.1 Taxonomia e Sistematica de Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)

A familia Erythrinidae esta agrupada com a familia Tarumanidae dentro da ordem
Characiformes, sendo Tarumanidae proposta como grupo irmdo de Erythrinidaec. Ambas
formam parte da superfamilia Erythrinoidea, uma relacdo sustentada por evidéncias
morfoldgicas e moleculares (Arcila; Petry; Orti, 2018; Melo et al., 2022).

A familia Erythrinidae inclui peixes comumente conhecidos como "trairas" e
“jejus”, que sdao predadores amplamente distribuidos em diversos ecossistemas aquaticos
neotropicais (Oyakawa; Mattox, 2009). Estes peixes sdo endémicos da regido Neotropical,
ocorrendo desde o Panama até o sul do Equador, a oeste, e estendendo-se até a Argentina, ao
sudeste, habitando predominantemente sistemas de agua doce da América do Sul (Berra, 2001;
Oyakawa, 2003).

A familia Erythrinidae ¢ composta por trés géneros: Erythrinus Scopoli 1777,
Hoplerythrinus Gill 1896 e Hoplias Gill 1903 (Oyakawa, 2003). Enquanto as espécies dos
géneros Erythrinus ¢ Hoplerythrinus geralmente alcangam comprimentos de até 40 cm, as
espécies pertencentes ao género Hoplias sao notavelmente maiores, com algumas atingindo
quase 100 cm de comprimento (Bertollo, 2007; Oyakawa, 2003). Essa variacdo de tamanho
reflete a adaptabilidade das espécies de Hoplias a diferentes habitats e sua posi¢do como
predadores nos ecossistemas onde vivem.

Atualmente, sdo reconhecidas 17 espécies validas dentro da familia Erythrinidae
(Fricke, Eschmeyer, Fong, 2024), sendo o género Hoplias o mais diverso, com o maior niimero
de espécies validas. Este género ¢ tradicionalmente dividido em trés grupos com base em
caracteristicas morfologicas: H. aimara, H. lacerdae e H. malabaricus (Mattox; Toledo-Piza;
Oyakawa, 2006; Oyakawa; Mattox, 2009; Oyakawa, 1990). Hoplias patana (Valenciennes
1847) e H. microcephalus (Agassiz 1829) sao espécies validas, entretanto, ndo estao associadas
a esses grupos morfologicos e ndo possuem um grupo formalmente reconhecido (Cardoso et
al., 2018; Guimaraes et al., 2021).

O grupo H. aimara corresponde apenas a espécie Hoplias aimara (Valenciennes,
1847), o grupo H. lacerdae corresponde as espécies: H. lacerdae Miranda Ribeiro 1908, H.
australis Oyakawa e Mattox 2009, H. brasiliensis (Spix & Agassiz 1829), H. intermedius
(Glinther 1864) e H. curupira Oyakawa e Mattox 2009.

De acordo com Mattox, Bifi e Oyakawa (2014), o grupo H. malabaricus pode
representar talvez um dos problemas mais complexos na taxonomia de peixes neotropicais. Isso

se deve ao grande nimero de espécies nominais, muitas das quais sdo consideradas sindnimos
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juniores (por exemplo, Oyakawa, 2003), e a auséncia de material-tipo para muitas dessas
espécies. Além disso, o complexo de espécies € evidenciado por diversos estudos citogenéticos
(como, Bertollo et al., 2000; Blanco et al., 2010a; Marques et al., 2013; Rosa et al., 2009,
Santos et al., 2016; Santos et al., 2009). Dados moleculares também evidenciam o complexo
de espécies que ocorre com o grupo H. malabaricus (Dergam et al., 1998; Guimaraes et al.,
2022; Jacobina et al., 2018; Marques et al., 2013; Rosso et al., 2012).

Estudos recentes tentam resolver a complexa taxonomia do grupo H. malabaricus,
como a redescrigao de espécies (Mattox; Bifi; Oyakawa, 2014) e a descrigdo de novas espécies
(Azpelicueta et al., 2015; Guimaraes et al., 2021; Rosso et al., 2016, 2018). Sendo assim,
atualmente o grupo H. malabaricus compreende as espécies validas: H. malabaricus (Bloch,
1794), H. microlepis (Giinther, 1864), H. teres (Valenciennes 1847), H. mbigua Azpelicueta,
Benitez, Aichino e Mendez 2015, H. misionera Rosso, Mabragafia, Gonzalez-Castro, Delpiani,
Avigliano, Schenone e Diaz de Astarloa 2016, H. argentinensis Rosso, Gonzalez-Castro,
Bogan, Cardoso, Mabragafia, Delpiani e Diaz de Astarloa 2018, e H. auri Guimaraes, Rosso,
Gonzalez-Castro, Souza, Diaz de Astarloa e Rodrigues 2021.

Historicamente, a taxonomia do género Hoplias passou por diversas revisoes,
especialmente com o advento de técnicas moleculares que permitiram uma andlise mais
detalhada das relacdes entre as espécies (Guimaraes et al., 2022; Jacobina et al., 2018). Hoplias
malabaricus, em particular, ¢ um dos grupos mais estudados dentro da familia devido a sua
complexidade taxondmica e ampla distribuicdo geografica (Bertollo et al., 2000; Rosa et al.,

2009).

1.2 Caracteristicas morfologicas

Hoplias malabaricus possui corpo alongado e cilindrico, coberto por escamas
cicloides, caracteristicas tipicas das espécies do género Hoplias. Sua cabeca ¢ ossificada e
alongada. A nadadeira caudal apresenta formato arredondado, as nadadeiras peitorais e dorsais
possuem um padrdo de listras escuras e claras, o que auxilia na camuflagem em ambientes
aquaticos e a boca larga abriga dentes robustos e conicos de tamanhos variados, inclusive na
superficie da lingua. No que se refere a coloracdo, H. malabaricus apresenta notavel
variabilidade, com padrdes de manchas ou listras verticais que variam conforme a idade
(Guimardes et al., 2021; Pires; Barros; Fraga, 2020; Rosso et al., 2016, 2018).

Esse padrao de manchas ¢ uma caracteristica que auxilia na distingdo das espécies
do género de Hoplias (Figura 1). Guimaraes ef al. (2021), destacam que o padrao de coloragao,

juntamente com outros tragos morfolédgicos, facilita a distingao entre as espécies. Por exemplo,
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H. auri pode ser caracterizado por uma coloracao de fundo marrom e marrom claro, mais escuro
no dorso e a superficie ventral branca ou amarelo-palida, enquanto H. mbigua apresenta uma

faixa longitudinal escura distintiva.

Figura 1 — Padrdes de coloragio nas espécies do grupo Hoplias malabaricus.

Legenda: 1 — Padrdes de coloragdo: Hoplias auri (a), UFOPA -1 1353, holotipo, 229 mm de comprimento padrdo
(CP); Hoplias misionera (b), UNMDP 3865, 187 mm CP; Hoplias argentinensis (c), UNMDP 3867, 177 mm CP;
e Hoplias mbigua (d), UNMDP 4966, 282 mm CP. Barras de escala = 1 cm. Fonte: Guimaraes ef al. (2021).
Outra caracteristica que distingue H. malabaricus das demais espécies do género
Hoplias ¢ a disposi¢@o de sua linha dentaria. Em H. malabaricus, as linhas dentdrias formam
uma configuragdo em "V", com o ponto de convergéncia voltado para a sinfise mandibular. Por
outro lado, nas espécies relacionadas, como H. lacerdae, as linhas dentdrias mantém-se

paralelas e ndo se encontram na area da sinfise mandibular (Oyakawa; Mattox, 2009; Rosso et

al., 2016; Santos, 2012), conforme demonstrado na figura 2. Além disso, a configuracdo nica
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da linha dentaria de H. malabaricus pode ter implicagdes importantes para a taxonomia e a
identificacdo das espécies dentro do género.

Na Figura 3, ¢ possivel observar a morfologia caracteristica de Hoplias
malabaricus, incluindo detalhes anatomicos como a forma do corpo, a disposi¢ao das

nadadeiras e a estrutura da cabeca.

Figura 2 — Comparag¢do da linha dentaria entre H. lacerdae (a) e Hoplias cf. malabaricus (b), com destaque para
a configuragcdo mandibular.

Legenda: 2 — Comparagéo da linh dentaria: barras de escala = 2 cm. Fonte: Adaptado de Rosso ef al. (2016).

1.3 Caracteristicas ecologicas
1.3.1 Comportamento e hdbitos alimentares

O comportamento reprodutivo de H. malabaricus esta diretamente relacionado a
variacdes sazonais que impactam a dinamica dos ecossistemas aquaticos, como o aumento do
nivel das é4guas durante o periodo chuvoso. Esse fenomeno, contribui para o sucesso
reprodutivo da espécie, criando um ambiente propicio para a desova e oferecendo vantagens as
larvas e aos jovens da traira, como disponibilidade de alimento e protecao contra predadores,
aumentando as chances de sobrevivéncia dos ovos e dos recém-eclodidos (Martins, 2009).

O periodo reprodutivo coincide com o aumento da oferta de recursos alimentares,
uma vez que a elevacdo do nivel das dguas estd associada ao incremento de nutrientes nos
sistemas aquaticos, favorecendo o surgimento de organismos essenciais a dieta das larvas e
juvenis, como fitoplancton, zooplancton, bactérias e invertebrados. O aumento desses
organismos no ecossistema ¢ crucial para o crescimento e desenvolvimento dos estagios iniciais
de vida da traira, garantindo uma fonte estavel de alimento durante o periodo critico apos a

eclosdo (Ledo et al., 1991).



Figura 3 — Morfologia de Hoplias malabaricus (CAX-27, 235 mm CP).

Legenda: 3 — Morfologia: (a) Vista lateral do corpo; (b) Vista dorsal da cabega; (c) Vista ventral da cabeca; (d)
Vista lateral da cabeca; (e) Regido caudal; (f) Nadadeira caudal; (g) Nadadeira anal; (h) Nadadeira peitoral inferior
direita; (i) Nadadeira peitoral superior direita; (j) Nadadeira dorsal; (k) Vista lateral do cranio, destacando o
opérculo; (1) Vista frontal da boca, destacando os dentes. Barra de escala = 1cm. Fotos: autoria propria (2024).
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O comportamento reprodutivo de H. malabaricus ¢é caracterizado por uma
estratégia adaptativa ao ambiente aquatico. As trairas constroem seus ninhos em areas com
vegetacao submersa, que oferecem protecao natural contra predadores. Esses ninhos sdo, em
geral, formados em depressdes rasas, com cerca de 20 cm de profundidade, onde a fémea
deposita seus ovos. O macho, responsavel pela fertilizagdo, permanece cuidando dos ovos por
alguns dias, até que eclodam e as larvas se dispersem pela vegetagao circundante (Martins,
2009).

As estratégias alimentares de H. malabaricus variam ao longo de seu ciclo de vida,
refletindo sua capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢cdes ambientais. As larvas da traira
alimentam-se principalmente de plancton, enquanto os juvenis se nutrem de insetos aquaticos.
A medida que crescem e atingem mais de 15 cm, tornam-se predominantemente piscivoros,
assumindo o papel de predadores de topo nos ecossistemas em que habitam (Loreiro; Hahn,
1998). Hoplias malabaricus ¢ uma espécie bentOnica e sedentaria, conhecida por seu
comportamento de predador de tocaia, utilizando a estratégia de "senta e espera" para capturar
suas presas, tanto durante o dia quanto a noite (Carvalho; Fernandes; Moreira, 2002; Corréa et
al., 2014; Shibatta et al., 2002).

A traira exibe comportamentos tipicos de um predador de emboscada,
caracterizados pela utilizagdo da espreita como estratégia principal para se aproximar de suas
presas. Durante essa aproximacao, a traira demonstra uma notavel capacidade de camuflagem,
alterando sua colora¢ao conforme necessario para maximizar o sucesso na captura de presas.
Quando em deslocamento ou sondagem, ela apresenta uma coloragdao mais clara, facilitando a
movimentagdo discreta no ambiente. No entanto, ao adotar a postura de emboscada, sua
coloracdo muda para um padrdo mais escuro e criptico, permitindo que ela se misture com o
ambiente circundante e permaneca oculta até o momento do ataque (Franga, 2022).

As trairas frequentemente apresentam estOmagos vazios, 0 que sugere uma
capacidade de resisténcia a longos periodos de jejum. Este comportamento é particularmente
prevalente nas estacdes mais frias, quando sua a atividade alimentar tende a diminuir
significativamente (Carvalho; Fernandes; Moreira, 2002).

Hoplias malabaricus pode apresentar uma dieta diferenciada com a presenga ou
auséncia de peixes piscivoros, sendo uma espécie adaptdvel em termos alimentares. Em
ambientes com concorréncia de outros piscivoros, as trairas podem reduzir o consumo de peixes
e passar a se alimentar mais de invertebrados. Este comportamento adaptativo evidencia a

flexibilidade alimentar de H. malabaricus, permitindo-lhe sobreviver em habitats efémeros e
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sob diferentes pressdes ecoldgicas (Pompeu; Godinho, 2001; Carvalho; Fernandes; Moreira,

2002).

1.3.2 Relevancia ecologica e econdmica

Hoplias malabaricus desempenha um papel fundamental como espécie-chave nos
ecossistemas aquaticos, exercendo uma influéncia significativa na estrutura e no funcionamento
desses ambientes (Petry, 2005). Como predador de topo, sua dieta ¢ majoritariamente composta
por peixes, mas a traira também demonstra uma notavel capacidade de adaptacdo ao se
alimentar de invertebrados aquaticos quando necessario (Carvalho; Fernandes; Moreira, 2002).

Sua presenga no ecossistema contribui diretamente para o equilibrio das
comunidades aquaticas, influenciando a dindmica populacional de outras espécies de peixes e,
por conseguinte, a estabilidade ecoldgica dos ambientes em que habita (Martins, 2009). Ao
ocupar uma posicdo de destaque na cadeia alimentar, a traira controla as populagdes de suas
presas, ajudando a manter o equilibrio das redes tréficas e garantindo a funcionalidade
ecologica (Petry, 2005).

Hoplias malabaricus ¢ considerada um bioindicador eficaz, sensivel a mudangas
ambientais (Belger, 2001). Flutuagdes em suas populagdes ou sua auséncia podem sinalizar
problemas relacionados a polui¢do ou degradacao do habitat, evidenciando a importancia de H.
malabaricus para o monitoramento da qualidade ambiental dos ecossistemas aquaticos (Belger,
2001).

No contexto econdmico, H. malabaricus desempenha um papel de destaque,
especialmente no ambito da pesca artesanal e do processamento de alimentos (Barros; Moraes
Filho; Oliveira, 2007; Petry, 2005). A espécie ¢ reconhecida por seu elevado valor nutritivo,
sendo uma fonte de proteina essencial para diversas comunidades locais que dependem dos
recursos pesqueiros para sua subsisténcia (Santos et al., 2001). A adaptabilidade de H.
malabaricus a diferentes tipos de ambientes de d4gua doce — desde rios permanentes até corpos
d'dgua efémeros — faz com que ela seja um recurso muito explorado tanto pela pesca de
subsisténcia quanto pela pesca comercial, contribuindo para as economias regionais. Além de
sua importancia para a subsisténcia, a traira também apresenta grande potencial para exploragado
em larga escala, especialmente no setor de aquicultura (Neta et al., 2021; Pessoa et al., 2013).

A conservacdo de H. malabaricus ¢ fundamental para a preservacdo da
biodiversidade aquatica. Proteger essa espécie auxilia na integridade dos ecossistemas e na

estabilidade das redes alimentares, contribuindo para a saude geral dos ambientes aquaticos. A
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gestdo adequada dos habitats e a promocdo de praticas de uso sustentavel sdo essenciais para

garantir a continuidade da espécie e a manutencao da biodiversidade local.

1.4 Distribuicao geografica

Em termos biogeograficos, a distribuicdo de H. malabaricus cobre uma vasta area
da América do Sul e central, e ¢ frequentemente registrada ao longo das bacias dos rios Orinoco,
Amazonas, Sao Francisco, Parana, Paraguai e Prata (Bertollo et al., 2000; Dagosta; Pinna, 2019;
Guimaraes et al., 2022; Oyakawa, 2003). Hoplias malabaricus habita uma grande variedade de
ambientes aquaticos, incluindo tanto sistemas loticos quanto 1énticos, como rios, lagos e
reservatorios (Jacobina et al., 2018).

A identificacdo das areas de ocorréncia de H. malabaricus é essencial para entender
os padrdes de variagdo genética e as possiveis barreiras geograficas que podem ter influenciado
a evolu¢do do grupo. Na Figura 4, é apresentada a distribuicdo geografica de Hoplias
malabaricus ao longo da América do Sul, destacando as principais regides hidrograficas onde

a espécie € encontrada.

Figura 4 — Distribuigdo geografica das amostras genéticas do grupo Hoplias malabaricus na América do Sul.
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Legenda: 4 — Distribuicdo geografica: mapa elaborado pelo estudo de Guimardes er al. 2022. Os triangulos
representam as localidades amostradas no estudo e circulos indicam sequéncias obtidas em bancos de dados
publicos. As novas espécies putativas identificadas pelo estudo estdo em amarelo. Fonte: Guimaraes et al. (2022).
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1.5 Bacia do Atlantico Nordeste Ocidental

A Bacia Atlantico Nordeste Ocidental (BANOC), possui uma area aproximada de
274.300 km?, abrange cerca de 3% do territdrio brasileiro, incluindo o estado do Maranhao e
uma pequena parte do estado do Para. Essa regido hidrografica € composta por 235 municipios,
sendo 198 localizados no Maranhdo e 37 no Pard. A oeste, faz fronteira com a Regido
Hidrografica Tocantins/Araguaia, ¢ a leste, com a Regido Hidrografica do Parnaiba (ANA,
2015; MMA, 20006).

Dentro da BANOC, estao incluidas diversas unidades hidrogréficas, como as dos
rios Preguicas, Peria, Munim, Itapecuru, Mearim, Turiagu, Macaragumé, Gurupi, e algumas
drenagens costeiras do estado do Pard, como o rio Itinga e o rio Laranjeiras (Maranhao, 2011;
MMA, 2006). Além disso, a regido abrange o Sistema Hidrografico do Litoral Ocidental e os
sistemas hidrograficos das ilhas maranhenses. Esta vasta area hidrografica inclui porgdes dos
biomas Caatinga, Cerrado e Amazonia, sendo que 28% de seu territorio ¢ ocupado por Unidades
de Conservagdo e Terras Indigenas (ANA, 2015).

Geograficamente, a BANOC esté situada entre as coordenadas 0°30°S e 6°45°S de
latitude e 47°45°W a 42°00°W de longitude. A malha hidrografica da regido ¢ iniciada pelo rio
Gurupi, formado pela confluéncia dos rios Agailandia e Itinga (MMA, 2006). Na Figura 5, ¢
apresentada a Bacia do Atlantico Nordeste Ocidental, destacando sua localizacdo geografica e
as principais unidades hidrograficas associadas.

Em termos geologicos, a maior parte da BANOC esta inserida na Bacia Sedimentar
do Parnaiba, uma das provincias hidrogeologicas mais importantes do Brasil (MMA, 2006). A
formacdo e o desenvolvimento das bacias hidrograficas na regido foram diretamente
influenciados pela estrutura dessa bacia sedimentar, que molda e controla os diferentes cursos
d'agua — alto, médio e baixo — caracteristicos da regido (Saraiva, 2019; Soares Junior et al.,
2011; Soares Junior; Costa; Hasui, 2008).

O padrao de drenagem dos rios da BANOC comegou a se estabelecer durante o
Paleoceno, aproximadamente ha 67 milhdes de anos, e foi consolidado no Mioceno, ha cerca
de 8 milhdes de anos. Durante esse periodo, dois eventos geoldgicos importantes
desempenharam um papel crucial na definicdo do padrao de drenagem: as regressdes marinhas
e a elevacdo maxima da Cordilheira dos Andes. Esses fendmenos, ocorridos ao longo de cerca
de 90 milhdes de anos, influenciaram profundamente tanto a geomorfologia da regido quanto a
distribuicao das espécies de peixes que habitam suas dguas (Hoorn ef al., 1995; Saraiva, 2019).

A BANOC tem sido reconhecida como uma unidade de endemismo para peixes de

agua doce (Hubert; Renno, 2006; Lundberg et al., 1998), abrigando tdxons endémicos que se
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estabeleceram devido ao isolamento provocado por barreiras naturais. A importancia
biogeografica da BANOC ¢ ressaltada pelo aumento significativo, na ultima década, dos
esforcos de inventdrio da ictiofauna local, resultando na descoberta de novas espécies
endémicas em suas sub-bacias hidrograficas (Guimaraes et al., 2018a, 2018b; Piorski et al.,

2008).

Figura 5 — Mapa geografico da Bacia do Atlantico Nordeste Ocidental e suas principais unidades hidrograficas.
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Fonte: Elaboragao propria (2024).

Apesar dos avangos na descri¢do de novas espécies na BANOC, muitas das suas
sub-bacias hidrograficas ainda permanecem em grande parte inexploradas em termos de sua
ictiofauna (Abreu et al., 2019; Barros; Fraga; Birindelli, 2011; Piorski, 2010). Dada essa
exploragdo limitada, torna-se evidente a necessidade de ampliar os estudos na regido, com
énfase particular na analise genética, como a proposta neste estudo, que busca revelar uma
diversidade biologica ainda ndo catalogada e fornecer indicios sobre possiveis espécies cripticas

dentro do complexo Hoplias malabaricus.
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1.6 Diversidade genética

A diversidade genética desempenha um papel fundamental na capacidade de
adaptagao das populagdes as mudangas ambientais (Merchant et al., 2024). Essa diversidade ¢
essencial para a resiliéncia das espécies, permitindo que populagdes apresentem variagoes
genéticas que podem ser vantajosas perante desafios como variagdes climéaticas, doengas e
outras pressdes ambientais (McCallum et al., 2014). Populagdes com alta variabilidade genética
tém uma maior probabilidade de incluir individuos com caracteristicas adaptativas que os
tornam mais resistentes a esses estresses, o que contribui com a sobrevivéncia e estabilidade a
longo prazo das espécies (Wang; Bradburd, 2014).

A espécie H. malabaricus tem sido reconhecida como complexo de espécies devido
a variabilidade morfologica e genética observada entre suas populagdes (Bertollo et al., 2000;
Oyakawa, 2003; Rosa et al., 2009). Essa diversidade se reflete, em parte, com a variabilidade
cariotipica detectada em estudos citogenéticos, que tém sido fundamentais para a diferenciagao
de linhagens dentro do complexo (Dergam et al., 1998; Lopes et al., 1998; Rosa et al., 2009;
Santos et al., 2009; Utsunomia ef al., 2014). As variagdes cromossdmicas observadas indicam
a existéncia de espécies cripticas (Marques et al., 2013), ou seja, espécies que sao
morfologicamente semelhantes, mas geneticamente distintas.

Essa diversidade propria dificulta a distingdo clara entre as diferentes espécies
dentro do grupo, o que exige abordagens mais detalhadas e especificas para uma correta
identificacdo. Além dos estudos citogenéticos, outras abordagens genéticas tém sido
empregadas para aprofundar a compreensdo da biodiversidade dentro do complexo H.
malabaricus. Investigagdes genéticas utilizando marcadores moleculares, como sequéncias do
acido desoxirribonucleico mitocondrial (DNAmt), t€ém permitido uma delimitagdo mais precisa
das linhagens (Cardoso et al., 2018; Guimaraes et al., 2022; Jacobina et al., 2018; Marques et
al., 2013) e a identificagao de espécies novas dentro do grupo (Guimaraes et al., 2021; Rosso
etal., 2016, 2018).

A andlise da diversidade genética de H. malabaricus desempenha um papel
fundamental na compreensao dos processos evolutivos e das adaptagdes dessa espécie ao longo
do tempo (Guimardes et al., 2022). Essa investigagdo tem implicacdes diretas na sua
classificagdo taxondmica e na identifica¢do de possiveis espécies cripticas (Rosso et al., 2016,
2018). O estudo dessa diversidade ¢ uma ferramenta essencial para o conhecimento da evolugao
e da biogeografia da espécie, auxiliando na identificagdo de linhagens evolutivamente

significativas e na elaboracao de estratégias de manejo e de conservagao.
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1.6.1 DNA barcoding

A analise da diversidade taxonomica molecular, utilizando a técnica de DNA
barcoding (Hebert et al., 2003; Hebert; Gregory, 2005), emergiu como ferramenta na
investigacao da biodiversidade, permitindo ndo apenas a identificagdo precisa das espécies, mas
também a compreensdo das relagdes evolutivas entre elas. No contexto de complexos de
espécies, onde as distingdes morfologicas podem ser sutis ou inexistentes, 0 DNA barcoding
se destaca como uma metodologia efetiva para a identificagdo e delimitacdo de espécies
cripticas (Lara et al., 2010; Marques et al., 2013; Melo et al., 2016; Mulvaney; Moir; Cherry,
2023; Odah, 2023; Toffoli et al., 2008; Wang et al., 2020).

Essa técnica possibilita a deteccao de variagdes genéticas, que ndo podem ser
identificadas por métodos tradicionais baseados em caracteristicas morfoldgicas, oferecendo
uma nova perspectiva sobre a biodiversidade e ajudando a esclarecer a estrutura taxondmica de
grupos complexos (Hebert; Gregory, 2005). Conforme ilustrado na Figura 6, o processo de
identificacdo de espécies via DNA barcoding envolve trés etapas principais: a coleta das
amostras bioldgicas, a extracdo e amplificacdo do DNA, e a geragdao do "barcode" genético,
que ¢ entdo comparado com sequéncias de referéncia para a identificagdo precisa da espécie.

Como uma técnica eficiente, 0 DNA barcoding utiliza uma sequéncia padronizada
do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase subunidade I (COI) para identificar e delimitar
espécies biologicas, além de evidenciar a ocorréncia de estruturas filogenéticas (Hebert et al.,
2003). O gene COI ¢ amplamente utilizado em estudos de biologia molecular para a
identificacao de espécies, devido sua variagdo entre diferentes espécies (Aguiar et al., 2022;

Hebert; Gregory, 2005; Rees et al., 2014; Ward; Hanner; Hebert, 2009; Ward et al., 2005).

Figura 6 — Esquema representativo da identificagdo de espécies através do DNA barcoding.
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Fonte: Elaboragao propria (2024).
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O gene COI apresenta uma taxa de mutagdo moderada e contém regides
conservadas que permitem sua amplificagcdo, a0 mesmo tempo em que possui regides variaveis
que fornecem uma resolucao suficiente para distinguir espécies. A técnica de DNA barcoding,
baseada na sequéncia do gene COI, tem demonstrado ser eficaz na delimitagdo de espécies,
especialmente em complexos taxondmicos com alta diversidade genética. A Figura 7 apresenta
uma ilustracdo do gene COI, destacando sua localizacdo no genoma mitocondrial.

Ratnasingham e Hebert (2013) introduziram o sistema Barcode Index Number
(BIN) como uma abordagem inovadora para a catalogacao de sequéncias de DNA mitocondrial

no banco de dados publico Barcode of Life Datasystems (BOLD, www.boldsystems.org). O

sistema BIN opera por meio de um algoritmo em duas etapas que agrupa sequéncias de DNA
em clusters, os quais sdo entdo atribuidos a um identificador tnico chamado Barcode Index
Number. Este identificador ¢ interpretado como uma Molecular Operational Taxonomic Unit
(MOTU), que ¢ um conceito utilizado para definir grupos de organismos com base em
similaridades genéticas, muitas vezes representando uma espécie. A criacao de BINs facilita a
organizagao sistematica e a comparagao de sequéncias de DNA.

No contexto de Hoplias, a aplicacao do sistema BIN ¢ particularmente relevante,
pois aprimora a capacidade de detectar e catalogar a diversidade genética, além de identificar
potenciais espécies cripticas dentro desse complexo (Cardoso et al., 2018; Guimaraes et al.,

2022, 2021a, 2021b; Rosso et al., 2016, 2018).

Figura 7 — Esquema do gene mitocondrial COI e sua localizagdo no genoma mitocondrial.
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Fonte: Adaptado de Pereira dos Santos et al. (2024).
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2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS
2.1 Geral:
Analisar a diversidade genética em uma populagdo de trairas do complexo Hoplias

malabaricus provenientes da Bacia do Atlantico Nordeste Ocidental.

2.2 Especificos:
e Disponibilizar publicamente na plataforma BOLD Systems, sequéncias parciais do gene
mitocondrial COI de H. gr. malabaricus provenientes da BANOC;
e Analisar a variagdo molecular em trairas (H. gr. malabaricus) da BANOC;

e [Estimar as distancias genéticas entre as diferentes espécies ou populagdes do grupo.

3 METODOLOGIA
3.1 Tipo de estudo

A pesquisa abrange a biologia molecular por meio de técnicas de extragao de
material genético, amplificagdo de fragmentos por PCR, purificacdo e sequenciamento de
DNA. No ambito da taxonomia, foca na delimitacdo de possiveis novas espécies com base em
dados genéticos. Portanto, esta pesquisa ¢ caracterizada como um estudo de manipulacao

experimental (Lakatos, 2016).

3.2 Area de estudo

Foram analisados 21 individuos de trairas identificadas primariamente como da
espécie H. malabaricus (Figura 8). As amostras de tecido muscular processadas pertencem ao
“Banco de Tecidos da Familia Erythrinidae” do Laboratorio de Genética e Biodiversidade
(LGBio) da Universidade Federal do Oeste do Parda (UFOPA) e foram coletadas no ambito do
projeto “Taxonomia integrativa de Hoplias malabaricus na bacia amazdnica e drenagens
adjacentes e avaliacdo de risco a contaminagdo por mercurio na bacia do rio Tapajés” sob
licenca do Sistema de Autorizag¢ao e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO) permissao N°
77783-1 e do projeto “Estudo taxondmico das espécies e populacdes do clado Hyphessobrycon
rosy tetra” permissao SISBIO N° 79948-2.

Esses espécimes foram coletados em sete sub-bacias da BANOC: Rio Caeté¢,
Riacho Grande, Rio Itapecuru, Rio Peria, Rio Pericuma, Rio Mearim e Rio Urumajo (Figura 9)
— os municipios das coletas estdo informados na Tabela 1. Além disso, foram utilizadas 63

sequéncias obtidas de bancos de dados publicos, BOLD Systems, e de pesquisas anteriores (por
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exemplo, Guimaraes et al., 2022; Jacobina et al., 2018). Também foram adicionadas 20
sequéncias do Suriname, possivelmente a localidade tipo de H. malabaricus, para a
identificacao de espécimes relacionados a H. malabaricus stricto sensu (Cardoso et al., 2018).
Duas sequéncias pertencentes a espécie H. lacerdae foram adotadas como grupo externo
(Cardoso et al., 2018), totalizando 106 sequéncias analisadas. A Tabela 2 representa os

metadados associados a cada sequéncia analisada.

Tabela 1 — Municipios e sub-bacias de coleta de amostras do complexo Hoplias malabaricus.

Localidade Sub-bacias n Referéncia
Agailandia, MA, Brasil Rio Mearim 1 4
Aldeias Altas, MA, Brasil Rio Itapecuru 4 1
Augusto Correa, PA, Brasil Rio Urumajé 1 4
Braganga, PA, Brasil Rio Caeté 8 2¢e4
Caxias, MA, Brasil Rio Itapecuru 40 1,3e5
Colinas, MA, Brasil Rio Itapecuru 4 le5
Formosa da Serra Negra, MA, Brasil Riacho Grande 2 3
Gongalves Dias, MA, Brasil Rio Itapecura 3 3
Mirador, MA, Brasil Rio Itapecuru 3 le5
Peri Mirim, MA, Brasil Rio Pericuma 2 4
Peritord, MA, Brasil Rio Itapecuru 1 3
Presidente Vargas, MA, Brasil Rio Itapecura 2 1
Rosario, MA, Brasil Rio Itapecuru 11 1
Santo Amaro do Maranhdo, MA, Brasil Rio Peria 2 3
Suriname 20 le2
Argentina Meédio Rio Uruguai 2 2

Fonte: (1) BOLD Systems (http://www.boldsystems.org); (2) Cardoso et al. 2018; (3) Este estudo; (4) Guimaraes
et al. 2022; (5) Jacobina et al. 2018.

As sub-bacias foram categorizadas de acordo com o sistema de classificagao do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) das Bacias Hidrograficas do Brasil —
BHB250 Versao 2021.09.24 (IBGE, 2021).



29

Figura 8 — Exemplar de Hoplias malabaricus (AMTRA308-24, 54 mm CP), coletado na sub-bacia do Riacho
Grande, pertencente a Bacia do atlantico Nordeste Ocidental.
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Tabela 2 — Metadados das amostras do complexo H. malabaricus no presente estudo.
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Foto: Erick C. Guimaraes (2021).
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Codigo BIN Amostra Identificacao Sub-bacia Lat Lon Referéncia
ABW2258 FARGBS521-12  H.lacerdae ~ Médio Rio Uruguai  -27.443 -54.941 2
ABW2258  FARGB522-12 H. lacerdae Meédio Rio Uruguai  -27.443 -54.941 2
ACR9466 ~ AMTRA297-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.870 -43.361 3
ACR9466 ~ AMTRA229-22 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.870 -43.361 3
ACR9466 ~ AMTRA230-22 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.870 -43.361 3
ACR9466 ~ AMTRA231-22 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.870 -43.361 3
ACR9466 ~ AMTRA298-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.994 -43.477 3
ACR9466 ~ AMTRA299-24 H. malabaricus Rio Itapecurt -4.994 -43.477 3
ACR9466 ~ AMTRA243-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.994 -43.477 3
ACR9466 ~ AMTRA244-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.994 -43.477 3
ACR9466 ~ AMTRA245-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.994 -43.477 3
ACR9466 ~ AMTRA246-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.994 -43.477 3
ACR9466 ~ AMTRA301-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -5.116  -44.097 3
ACR9466 ~ AMTRA302-24 H. malabaricus Rio Itapecurt -5.116  -44.097 3
ACR9466 ~ AMTRA303-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -5.116  -44.097 3
ACR9466 ~ AMTRA307-24 H. malabaricus Rio Itapecurti -4.514 -44319 3
ACR9466 ~ AMTRA308-24 H. malabaricus Riacho Grande -6.429 -45.997 3
ACR9466  ITAPE092-15  H. malabaricus Rio Itapecurti -3.9395 -44.36 1
ACR9466  ITAPE093-15  H. malabaricus Rio Itapecurti 294 -44.240 1
ACR9466  ITAPE094-15  H. malabaricus Rio Itapecurti 294  -44.240 1
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Fonte: (1) BOLD Systems (http://www.boldsystems.org); (2) Cardoso et al. 2018; (3) Este estudo; (4) Guimaraes
et al. 2022; (5) Jacobina et al. 2018.
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Figura 9 — Distribuicdo dos pontos amostrais associados aos cddigos BINs com énfase na Bacia do Atlantico
Nordeste Ocidental.

-49.800 -46.800 -43.800 -40.800

-2.000

-4.000

-6.000

Sistema de Coordenadas Geogrificas Datum Sirgas 2000.
Bases cartograficas: IBGE, 2021
Agéncia Nacional das Aguas (ANA)
Composicao: 19/09/2024
Legenda: 9 — Distribui¢@o dos pontos amostrais utilizados neste estudo. Os tridingulos vermelhos correspondem ao

BIN:AFU2064; os tridngulos azuis, ao BIN:ACR9466. Fonte: Elaboragdo propria (2024).

3.3 Métodos moleculares

O DNA gendmico total foi extraido utilizando o protocolo de salting-out (Aljanabi;
Martinez, 1997; Vitorino et al., 2015), com algumas adaptagdes. Os tecidos foram macerados
em microtubos de 1,5 mL, lavados com 600 pL de agua destilada e centrifugados por 1 minuto
a 10.000 rpm, repetindo-se o processo trés vezes. Para a lise celular, foram adicionados 440 pL
de tampao de lise (10 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 400 mM NacCl, 2% SDS) e 12 puL de
proteinase K (10 mg/mL), incubando-se a mistura em banho-maria a 55°C por
aproximadamente 3 horas. Para a precipitagdo do DNA, foram adicionados 300 uL de NaCl (5
M), misturando-se manualmente por 10 minutos, seguido de centrifuga¢do por 10 minutos a
10.000 rpm. O sobrenadante contendo o DNA, aproximadamente 600 pL, foi transferido para
um novo microtubo e precipitado com 500 pL de isopropanol a 100%, sendo armazenado em
freezer a -20°C por 30 minutos. O DNA foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, lavado

com 700 pL de etanol a 70%, seco e ressuspenso em 40 uL. de dgua estéril, incubado a 37°C
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por 30 minutos e armazenado a -20°C. A qualidade do DNA foi analisada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1%.

Apos a extragdo, foi realizada a amplificagdo por PCR do fragmento do gene COI
utilizando os primers padronizados Fish F1-5"TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3’ e
Fish R1-5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3’ (Ward et al., 2005). As reagoes de
PCR seguiram os seguintes passos: 1) desnaturacdao inicial a 94°C por 3 minutos; 2)
desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 59°C por 1 minuto, e extensao a 72°C por
2 minutos, repetindo-se esse ciclo 35 vezes; 3) extensao final a 72°C por 5 minutos. Os produtos
das reagdes foram corados com GelRed (Biotium) e visualizados em gel de agarose a 1%. Em
seguida, as amostras foram purificadas utilizando o protocolo de polietilenoglicol 8000 (PEG
20%) (Dun; Blattner, 1987) e, posteriormente, sequenciadas unidirecionalmente em
sequenciador automatico de DNA modelo ABI 3500 (4Applied Biosystems), utilizando o kit ABI
Prism Big Dye Terminator V.3, conforme as instrugdes do fabricante. Parte das amostras foi
sequenciada no Laboratério de Genética e Biodiversidade (LGBio), enquanto a outra parte foi
sequenciada pela empresa “ACTGene Andlises Moleculares”, utilizando o mesmo kit e

protocolo de sequenciamento.

3.4 Analise dos dados

Foram utilizadas sequéncias parciais do gene COI com 684 pares de bases. As
sequéncias foram alinhadas através do algoritmo Clusta/W (Thompson; Higgins; Gibson,
1994), implementado no software BioEdit (Hall, 1999), e a qualidade do alinhamento
inspecionada visualmente. As reconstruc¢des das relagdes filogenéticas foram realizadas pelo
método Neighbor-Joining (NJ), o suporte estatistico dos agrupamentos foi calculado pelo
método Bootstrap, com 1000 replicagdes (Felsenstein, 1985). As reconstrugdes filogenéticas
foram processadas com o software MEGA11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021) e editadas com
o FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2018). As distancias genéticas inter e intraespecificas foram
calculadas com base nos valores de distdncia p, em comparacdes par-a-par, utilizando o
software Mega 11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021).

A delimitacdo molecular das espécies foi realizada pelo método Barcode Index

Number (BIN) disponivel na plataforma BOLD Systems (http://www.boldsystems.org)

(Ratnasingham; Hebert, 2007), para identificar MOTUs delimitadas como espécie. O BIN
utiliza um algoritmo denominado Refined Single Linkage Analysis (RESL) para encontrar
clusters — grupos de sequéncias de DNA agrupadas com base em sua similaridade genética — a

partir dos dados de entrada e da biblioteca arquivada do BOLD. As MOTUs sdo definidas por
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meio de clusters de sequéncias com muita similaridade, e essa abordagem ¢ fundamental para
a delimitacdo de espécies em estudos de biodiversidade (Ratnasingham; Hebert, 2013).

Para explorar a variagdo molecular e as relagdes entre diferentes linhagens do
complexo H. malabaricus, foi construida uma rede de haplotipos usando o critério Median
Joining empregado no programa PopArt 1.7 (Leigh; Bryant, 2015). Os dados haplotipicos
foram obtidos usando o software DNAsp v.6 (Rozas et al., 2017).

4 RESULTADOS

O DNA gendmico de 21 individuos de Hoplias malabaricus da Bacia do Atlantico
Nordeste Ocidental foi extraido e a regido DNA barcode foi sequenciada com sucesso. Todas
as novas sequéncias barcode de trairas (gene mitocondrial COI) foram depositadas na base de
dados do repositério publico BOLD Systems e vinculadas ao Projeto AMTRA: “Amazonian
Trahiras” (Figura 10).

O Projeto AMTRA foi langado com a proposta de explorar a diversidade genética
de peixes da familia Erythrinidae na Bacia Amazonica, por meio de analises moleculares (DNA
barcoding) e cariotipicas, com énfase no complexo Hoplias malabaricus. O Laboratorio de
Genética e Biodiversidade da Universidade Federal do Oeste do Para ¢ responsavel pela
idealizac¢do, coordenagdo e execucdo do projeto, o qual teve inicio em 2013 e, ao longo do
tempo, ampliou o banco de dados de DNA barcoding das trairas, contribuindo com novas
sequéncias e expandindo a cobertura geografica e taxonomica das amostras coletadas.

Atualmente, o projeto ¢ reconhecido como o maior contribuinte de sequéncias de
DNA barcoding de trairas no repositorio publico BOLD Systems, com um total de 313
sequéncias depositadas. Essas sequéncias estdo distribuidas entre os seguintes paises: Brasil,
Colombia, Venezuela, Peru e Guiana. Em termos de dados taxonomicos, o projeto possui
sequéncias de Hoplias malabaricus, Hoplias auri, Hoplias curupira € Hoplias misionera.

Os resultados obtidos por meio do Projeto AMTRA contribuiram para os estudos
realizados por Guimaraes et al., (2022), Guimaraes et al. (2021a); Guimaraes et al. (2021b),
Marques et al. 2011, Marques et al. (2013) e o presente estudo.
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Figura 10 — Interface web da plataforma BOLD Systems demonstrando o projeto AMTRA.
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Fonte: Elaboragao propria (2024).

No total, foram analisadas 106 sequéncias do gene COI mitocondrial de Hoplias
malabaricus. Apds a edigdo inicial para triagem e alinhamento as sequéncias deste estudo
apresentaram um comprimento de 549pb, sem cédons de parada ou inser¢des/delecdes (indels),
sugerindo a integridade das sequéncias analisadas (Apéndice A). A composi¢ao de bases
nucleotidicas foi de 30,7% de Timina (T), 29% de Citosina (C), 22,5% de Adenina (A) e 17,8%
de Guanina (G), refletindo uma predominancia de bases pirimidicas (T e C), que somam 59,7%,
em relacdo as bases purinicas (A e G), que representam 40,3%.

Para compreender a diversidade genética e as relagdes evolutivas entre as
sequéncias, foi gerada uma arvore filogenética utilizando o método NJ. Este método ¢ eficaz
para inferir a filogenia com base nas distancias genéticas entre as sequéncias, ele constrdi uma
arvore filogenética que reflete essas distancias e foi escolhido por sua capacidade de representar
visualmente as relacdes evolutivas de maneira clara.

A arvore filogenética pelo método NJ revelou trés clusters distintos, associados as
seguintes espécies conforme o método BIN: Hoplias malabaricus (BIN:AFU2064), H.
malabaricus (BIN:ACR9466) e Hoplias lacerdae (BIN:ABW2258). A identificacdo desses
clusters demonstra a estrutura genética dentro da BANOC, refletindo diferencas entre as
espécies e possiveis linhagens dentro de H. malabaricus (Figura 11).

Além disso, utilizando o método BIN, foram identificadas duas linhagens

evolutivamente distintas entre as populagdes de Hoplias malabaricus na BANOC. A primeira
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linhagem, associada ao BIN:AFU2064, ¢ amplamente distribuida, incluindo amostras da
localidade-tipo (Suriname). A segunda linhagem, associada ao BIN:ACR9466, foi encontrada
nas sub-bacias dos rios Itapecuru e Riacho Grande.

A distancia genética (p) entre as linhagens definidas pelo BIN para o gene COI ¢
sustentada por uma distancia interespecifica de 2,9% indicando uma divergéncia consideravel,
enquanto a variacao genética dentro do cluster AFU2064 ¢ de 2% (Tabela 3).

A analise das 104 sequéncias de DNA, excluindo-se o grupo externo, permitiu
identificar 26 hapldtipos distintos e 56 sitios polimorficos, resultando em uma diversidade
haplotipica (Hd) de 0,7582. A rede de haplotipos foi criada para visualizar as relagdes entre os
haplotipos e interpretar a variabilidade genética. Esta rede ilustra como os hapldtipos estdo
distribuidos e como a diversidade ¢ compartilhada entre as sub-bacias. O grupo BIN:ACR9466
mostrou cinco hapldtipos na sub-bacia do rio Itapecuru e um haploétipo compartilhado com a
sub-bacia do Riacho Grande. O grupo BIN:AFU2064 apresentou uma vasta distribuicdo de

haplotipos, incluindo amostras da localidade tipo, conforme mostrado na Figura 12.

Tabela 3 — Distancias genéticas (p) entre linhagens de H. malabaricus identificadas pelo sistema BIN para o gene
COL. Os valores de divergéncia intraespecificas estdo demonstrados em negrito.

ACR9466 AFU2064 Hoplias lacerdae
ACRY466 0
AFU2064 0.0292 0.02
Hoplias lacerdae 0.1395 0.1307 0

Fonte: Elaboragao propria (2024).

A diversidade haplotipica observada, com um indice de Hd de 0,7582, ¢
significativa para compreender a variabilidade genética nas populacdes de H. malabaricus.
Segundo Funk e Omland, (2003), a Hd sugere uma maior capacidade adaptativa das populagdes
e indica a presenca de multiplas linhagens evolutivas na area estudada.

Os resultados obtidos fornecem uma visao sobre a diversidade genética e a estrutura
das populacdes de H. malabaricus na Bacia do Atlantico Nordeste Ocidental. A arvore
filogenética e a andlise de haplotipos revelam a presenca de duas linhagens distintas e suas
diversidades genéticas, destacando a importancia da analise filogenética para compreender a

variabilidade e a estrutura das populacdes.
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Figura 11 — Arvore filogenética de Neighbor-Joining baseada nas sequéncias do gene mitocondrial COL.
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Legenda: 11 — Alguns ramos foram colapsados para melhor visualizagcdo da arvore filogenética. A barra lateral
indica as divisdes de delimitacdo das espécies com base nos codigos BINs. Fonte: Elaboragao propria (2024).
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Figura 12 — Diagrama de Median Joining dos haplotipos de H. malabaricus, baseado no gene mitocondrial COI,
com indicagdo das ocorréncias dos haplotipos ao longo da Bacia do Atlantico Nordeste Ocidental e no Suriname.
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Legenda: 12 — Diagrama de Median Joining: foram identificados 26 haplotipos, com o tamanho dos circulos
proporcional as suas frequéncias. As cores representam os haplotipos associados as diferentes sub-bacias. As
elipses indicam os codigos BIN aos quais cada haplotipo pertence (BIN:ACR9466 ¢ BIN:AFU2064). Pequenos
circulos pretos representam haplétipos ndo amostrados ou possivelmente extintos. As barras perpendiculares
indicam etapas mutacionais. Fonte: Elaboragdo propria (2024).

5 DISCUSSAO

A arvore filogenética revela as distancias genéticas entre os individuos, permitindo
a analise das relagdes evolutivas entre os organismos. Esse tipo de anélise evidencia como as
espécies estdo relacionadas entre si e com seus ancestrais comuns, proporcionando
conhecimento acerca da biodiversidade e da evolucao das espécies (Caldart et al., 2016).

A arvore de NJ revelou trés clusters distintos (Figura 10), correspondentes as
categorias de espécies definidas pelo método BIN: Hoplias malabaricus (BIN:AFU2064 e
BIN:ACR9466) e Hoplias lacerdae (BIN:ABW2258). A presenca desses clusters indica a
estrutura genética dentro da BANOC. O cluster BIN:AFU2064 representa individuos
provenientes de todas as sub-bacias e da localidade-tipo, Suriname. Os espécimes do Suriname
também apresentam distancia genética em relacdo aos demais individuos do mesmo cluster
(Tabela 3), enquanto o BIN:ACR9466 esta restrito a sub-bacias especificas, do rio Itapecuru e

do Riacho Grande, que sdo bacias vizinhas, sendo o Riacho Grande um divisor de 4guas entre
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as sub-bacias do rio Itapecuru e do rio Mearim, sugerindo uma diferenciacdo geografica
significativa entre as populacdes.

Os resultados deste estudo revelam a estrutura genética de Hoplias malabaricus,
com a identificacdao de duas linhagens distintas na BANOC. Esses achados contribuem para a
compreensdo da variabilidade genética do grupo Hoplias malabaricus na regido. A diversidade
genética desse grupo ja havia sido relatada por Guimaraes et al. (2022), que observaram uma
elevada variabilidade genética entre os espécimes da BANOC e da bacia do Tocantis, com a
presenca de 11 haplotipos e uma alta diversidade haplotipica de 0,947, dos quais 7 haplotipos
sdo exclusivos da BANOC. Isso indica que as sub-bacias do Atlantico Nordeste Ocidental
podem abrigar uma diversidade genética ainda subestimada, o que pode ter importantes
implicagdes para futuras revisdes taxondmicas e estratégias de conservagao.

As divergéncias genéticas observadas com o limiar de 2% em H. malabaricus
sugerem uma diferenciacdo especifica significativa dentro do género Hoplias (Tabela 3). Esse
nivel de varia¢do estd em conformidade com o que foi reportado em estudos anteriores, que
discutem a complexidade do processo de especiagao dentro deste grupo (Cardoso et al., 2018;
Guimaraes et al., 2022; Jacobina et al., 2018; Marques et al., 2013).

A literatura tem documentado distancias genéticas para o gene COI entre diferentes
espécies de Hoplias, refletindo essa complexidade. Por exemplo, H. misionera e H.
argentinensis apresentaram divergéncias de 5,6% e 9,0%, respectivamente, em relacdo as suas
espécies irmas (Rosso et al., 2016, 2018). Em contraste, H. auri exibiu uma divergéncia de 3%
em relacao a outras espécies do género (Guimaraes ef al., 2021). Esses dados reforgam a ideia
de que o processo de especiacdo em Hoplias ¢ dinamico e variavel, com diferentes espécies
apresentando distintos graus de divergéncia genética.

As distancias genéticas encontradas entre as linhagens (2,9% entre BIN:AFU2064
e BIN:ACR9466) e dentro do cluster AFU2064 (2%) sdo indicativas de uma divergéncia
evolutiva substancial. A distancia genética interespecifica sugere uma separagdo evolutiva
importante, enquanto a variagdo dentro do cluster aponta para uma diversidade genética
moderada. A variagdo intraespecifica observada no cluster BIN:AFU2064, junto a distingao
interespecifica em relagdo ao cluster BIN:ACR9466, sugere a presenca de diversidade criptica,
particularmente na bacia do rio Itapecuru e Riacho Grande. Esses resultados corroboram com
estudos anteriores que mostram a importancia das distdncias genéticas na compreensdo da
evolugdo e adaptacdo das espécies (Hebert et al., 2003; Hebert; Gregory, 2005).

A andlise revelou 26 haplotipos distintos e 56 sitios polimorficos, com uma Hd de

0,7582. A rede de haplétipos criou um panorama detalhado das relagdes entre os hapldtipos e
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mostrou a separacao entre o grupo BIN:ACR9466 e o grupo BIN:AFU2064. O grupo
BIN:ACR9466 possui um conjunto de cinco haplotipos na sub-bacia do rio Itapecuru e um
haplétipo compartilhado com a sub-bacia do Riacho Grande, enquanto o grupo BIN:AFU2064
demonstra maior distribui¢ao, incluindo amostras de ambas as sub-bacias (Figura 11).

O método de DNA barcoding revelou-se eficiente na identificagdo das espécies e
na determina¢do das linhagens mitocondriais de H. malabaricus (Guimaraes et al., 2022;
Jacobina et al., 2018). A precisdio do método BIN para a identificacdo de espécies foi
corroborada pelos dados filogenéticos e pela analise de haplétipos.

A Tabela 4 apresenta as principais caracteristicas genéticas e as localidades das
sequéncias relacionadas a nova espécie candidata, refor¢ando a hipotese de que ela representa
uma linhagem ainda ndo descrita. A analise das distancias genéticas, bem como a estrutura dos

haploétipos, sugere diferenciacao em relacao as outras populacdes de H. malabaricus.

Tabela 4 — Informacdes genéticas e localidades das sequéncias relacionadas a nova espécie candidata de H.
malabaricus identificadas neste estudo.

Cédigo BIN Amostra Sub-bacia Haplétipo Distancia interespecifica
ACR9466 AMTRA297-24 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA229-22 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA230-22 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA231-22 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA298-24 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA299-24 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA243-24 Rio Itapecuru Hap 2 2,9%
ACR9466 AMTRA244-24 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA245-24 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA246-24 Rio Itapecuru Hap 2 2,9%
ACR9466 AMTRA301-24 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA302-24 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA303-24 Rio Itapecuru Hap 1 2,9%
ACR9466 AMTRA307-24 Rio Itapecuru Hap 10 2,9%
ACR9466 AMTRA308-24 Riacho Grande Hap 10 2,9%

Fonte: Elaboragao propria (2024).

A diferenciacdo observada entre as linhagens pode estar associada a fatores
ambientais e biogeograficos. Espécies de peixes amplamente distribuidas, como H.
malabaricus (Reis, 2003), estdo expostas a extensas mudangas evolutivas e impulsos ecologicos
que promovem eventos de dispersao (Albert; Reis, 2011; Cardoso; Montoya-Burgos, 2009;
Guimaraes et al., 2022; Hoorn et al., 2009). A distribui¢do das populacdes de Hoplias
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malabaricus nas bacias hidrograficas da BANOC pode ser influenciada por barreiras
geograficas que delimitam a dispersdo genética entre as sub-bacias (Forien, 2019).

Os resultados deste estudo demonstram variacdes genéticas intraespecificas
significativas dentro de H. malabaricus, que podem ser indicativas de fluxo génico histdrico ou
recente entre as sub-bacias. A observacdo de linhagens geneticamente distintas dentro da
mesma bacia sugere que eventos geologicos ou mudangas climdticas, que no passado
permitiram a interconectividade das bacias, podem ter facilitado a migragdo e a mistura genética
entre as populacdes (Calvez et al., 2022). Essas linhagens distintas dentro de H. malabaricus
destacam a complexidade da especiagdo e da estrutura populacional nesta regido, refor¢cando a
ideia de que as bacias hidrograficas atuam como unidades de endemismo, moldando a
diversidade genética local (Alexander et al., 2006; Vergara; Azpelicueta; Garcia, 2008).

As caracteristicas ecologicas de H. malabaricus também devem ser consideradas
ao interpretar os padrdes genéticos observados. Como uma espécie de habito sedentdrio com
pouco ou nenhum deslocamento migratério (Almeida; Hahn; Vazzoler, 1997; Suzuki et al.,
2018), H. malabaricus tende a ter uma menor capacidade de superar barreiras fisicas, como
divisdes naturais entre bacias hidrograficas, ou evitar pressdes ambientais especificas. Isso
resulta em um maior acimulo dos efeitos de eventos vicariantes e processos ecoldgicos no DNA
das populacdes isoladas (Lopez-Fernandez et al., 2013). Essa limitagdo na dispersdo pode
favorecer um aumento na diversidade genética entre as populagdes de diferentes bacias
hidrograficas, como observado no presente estudo.

As pressoes seletivas exercidas pelos diferentes ambientes aquaticos nas sub-bacias
do Itapecuru e Riacho Grande parecem desempenhar um papel crucial na diversificacdo das
populacdes de H. malabaricus. Por exemplo, as caracteristicas hidrologicas distintas, como a
presenca de lagoas marginais que se isolam durante a estiagem, podem criar microhabitats que
favorecem a selecao de haplotipos especificos adaptados a condi¢cdes ambientais (Wagner et
al., 2017). Considerando a preferéncia de H. malabaricus por ambientes lénticos (Petry;
Agostinho; Gomes, 2003), sua diversidade genética pode estar intimamente ligada a arquitetura
de drenagem das bacias hidrograficas onde habita (Piorski, 2010).

Em seu estudo, Piorski, (2010) observou que os maiores indices de diversidade
genética em H. malabaricus foram encontrados em drenagens com cursos d'dgua meandrantes,
que formam diversas lagoas marginais durante o periodo de estiagem. Esse cenario de
isolamento temporario das lagoas pode ter desempenhado um papel crucial na geracao da

variabilidade genética observada na espécie, uma vez que as populagdes isoladas podem ter
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experimentado eventos de deriva genética e selecdo local, resultando em uma maior
diversificacdo genética (Angst et al., 2022; Sachdeva, 2022).

A diferenciacdo observada entre as linhagens de H. malabaricus pode estar
diretamente relacionada a fatores ambientais e biogeograficos especificos das sub-bacias dos
rios Itapecuru e Riacho Grande. As variagdes nos habitats dessas regides podem ter contribuido
para o isolamento reprodutivo, levando a divergéncia genética entre as populacdes.

A identificag¢do de linhagens geneticamente distintas dentro da BANOC ressalta a
necessidade de estratégias de conservagao que levem em conta essa diversidade intraespecifica.
A presenca de um haplétipo tnico e a coexisténcia de linhagens distintas dentro da mesma bacia
sugerem que as populagdes de H. malabaricus podem estar adaptadas a seus ambientes locais.

A RH abordada neste estudo ¢ composta por drenagens de sub-bacias hidrograficas
que abrigam uma ictiofauna ainda pouco explorada (Abreu et al., 2019; Barros, Mc; Fraga;
Birindelli, 2011; Piorski, 2010). A historia geoldgica singular dessas sub-bacias tem favorecido
a descoberta de novos taxons (Abreu ef al., 2019), evidenciando o potencial da 4rea para a
identificacdo de espécies endémicas. Ao longo dos ultimos anos, diversas espécies foram
descritas na regidao (Guimaraes et al., 2018a, 2018b; Lucena, 2007; Ottoni, 2011; Piorski et al.,
2008), o que reforca a importancia de andlises detalhadas dos grupos taxondmicos presentes,
podendo resultar no reconhecimento de novas espécies exclusivas dessa area.

Os resultados obtidos sdo consistentes com estudos anteriores sobre Hoplias e
outras espécies de peixes em regioes similares, que também identificaram diferengas genéticas
significativas entre populacdes geograficamente isoladas (por exemplo, Blanco et al., 2010;
Cardoso et al., 2018; Grassi et al., 2017).

Esta pesquisa desempenha um papel crucial no aprofundamento do conhecimento
sobre a diversidade taxondmica e a estrutura genética de H. malabaricus na Bacia do Atlantico
Nordeste Ocidental. A complexidade revelada na estrutura populacional de H. malabaricus
neste estudo evidencia a necessidade de uma abordagem taxonomica integrativa, que forneca

uma compreensdo mais abrangente das relagcdes evolutivas entre as linhagens identificadas.

6 CONCLUSAO

O estudo ampliou o conhecimento sobre a diversidade taxondmica molecular grupo
Hoplias malabaricus na BANOC, apresentando a existéncia de duas linhagens distintas de

trairas na regido de estudo. Uma dessas linhagens pode ser atribuida a espécie Hoplias
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malabaricus stricto sensu, enquanto a outra, restrita as bacias do rio Itapecuru e Riacho Grande,
pode representar uma espécie nova ainda nao descrita.

Esses achados contribuem para o entendimento da diversidade genética e evolutiva
de H. malabaricus e destacam a necessidade de uma abordagem taxondmica integrativa para
uma classificagdo mais precisa. Além disso, eles ressaltam a importancia de estratégias de
conservagdo que reconhecam e preservem a diversidade genética dentro da BANOC,

considerando as possiveis espécies novas.
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GLOSSARIO

Acido desoxirribonucleico (DNA) — Molécula que contém a informagdo genética dos
organismos.

Adaptacdo evolutiva — Processo pelo qual os organismos se tornam mais adequados ao seu
ambiente.

Alelo — Diferentes versdes de um gene.

Ambiente 1€ntico — Ecossistema aquatico de aguas paradas, como lagos.

Ambiente l6tico — Ecossistema aquatico de aguas correntes, como rios.

Amplificagdo de DNA — Processo de replicagdo de uma sequéncia especifica de DNA,
geralmente realizado por PCR.

Analise de diversidade — Avaliacao da variagao genética em uma populagao.

Analise filogenética — Estudo das relagdes evolutivas entre diferentes espécies.

Andlise genética — Avaliacdo das sequéncias de DNA para determinar variagdes ou
semelhangas entre individuos ou espécies.

Arvore filogenética — Grafico que mostra as relagdes evolutivas entre espécies.

Bacia hidrografica — Area que drena a d4gua da chuva para um rio ou lago.

Bacia sedimentar — Estrutura geologica que acumula sedimentos, frequentemente relacionada
a formacodes hidrograficas.

Barcode Index Number (BIN) — Sistema que agrupa sequéncias de DNA semelhantes para
identificacdo de espécies.

Biogeografia — Estudo da distribuigdo de espécies e ecossistemas no espago € no tempo.

Bold Systems — Plataforma que armazena dados de DNA para identificacao de espécies.
Citocromo c oxidase subunidade I (COI) — Gene mitocondrial utilizado no DNA barcoding
para identificar espécies.

Cluster — Grupo de sequéncias de DNA geneticamente semelhantes.

Complexo de espécies — Espécies morfologicamente semelhantes, mas geneticamente
diferentes.

Conservagao genética — Protecdo da variabilidade genética de uma espécie para manter sua
capacidade adaptativa.

Divergéncia genética — Actimulo de diferencas genéticas entre populacdes que pode levar a
formacdo de novas espécies.

Diversidade genética — Variedade de genes em uma populacgao ou espécie.

Diversidade haplotipica — Variedade de haplotipos (conjuntos de alelos) em uma populacao.
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DNA barcoding — Técnica que usa uma pequena parte do DNA para identificar espécies.
Endemismo — Quando uma espécie ¢ restrita a uma area geografica especifica.

Erythrinidae — Familia de peixes que inclui a traira, Hoplias malabaricus.

Espécie chave — Organismo que exerce um papel crucial em um ecossistema.

Espécies cripticas — Espécies morfologicamente semelhantes, mas geneticamente distintas.
Evolu¢ao molecular — Mudangas na sequéncia de DNA que ocorrem ao longo do tempo.
Extracdo de DNA — Processo laboratorial de obtencdo de DNA de células ou tecidos para
analises genéticas.

Filogenia — Estudo da historia evolutiva e das relagdes entre espécies ou grupos de espécies.
Fragmento de DNA — Pedago isolado de uma sequéncia de DNA.

Gene — Segmento de DNA que codifica caracteristicas biologicas.

Genoma — Conjunto completo de material genético de um organismo.

Haplotipo — Conjunto de alelos de diferentes loci em um cromossomo que sdo herdados juntos.
Hotspots — locais que concentram alta biodiversidade, associada a uma grande ocorréncia de
endemismos e sujeitas a grande pressao antropica.

Linhagem evolutiva — Grupo de organismos relacionados que descendem de um ancestral
comum.

Morfologia — Estudo da forma e estrutura dos organismos.

Mutacao — Alteracdo na sequéncia de DNA que pode resultar em variagcdo genética.
Neighbor-Joining (NJ) — Método de construcao de arvores filogenéticas com base em distancias
genéticas.

Organismo piscivoro — Organismo que se alimenta predominantemente de peixes.

PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) — Técnica utilizada para amplificar fragmentos
especificos de DNA.

Plancton — Pequenos organismos aquaticos que servem de base alimentar em ecossistemas
aquaticos.

Polietilenoglicol (PEG) — Composto quimico utilizado na purificagdo de DNA.

Polimorfismo genético — Presenca de duas ou mais variantes de um gene em uma populagao.
Relacdes filogenéticas — Relagdes evolutivas entre organismos.

Rede de haplétipos — Diagrama que representa as relagdes entre diferentes haplotipos em uma
populacao.

RESL (Refined Single Linkage Analysis) — Algoritmo que agrupa sequéncias de DNA

semelhantes.
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Salting-out — Método de extragdo de DNA que usa alta concentracdo de sal para separar o DNA
de outras substancias celulares.

Sequenciamento de DNA — Processo que determina a ordem dos nucleotideos no DNA.

Sitio de restricado — Local especifico em uma molécula de DNA reconhecido e cortado por
enzimas de restri¢ao.

Sistematica — Estudo da classificagdo e relagdes evolutivas dos organismos.

Sub-bacia — Divisao de uma bacia hidrografica, composta por varios rios menores.

Taxonomia — Ciéncia que classifica e nomeia 0s organismos.

Vicaridncia — Mecanismo evolutivo no qual a distribuicdo de uma espécie ancestral ¢

fragmentada em duas ou mais areas, devido ao surgimento de uma barreira natural.
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APENDICE A - SEQUENCIA DE DNA BARCODING DO GENE MITOCONDRIAL
COI DO EXEMPLAR AMTRA307-24 DO COMPLEXO Hoplias malabaricus,
BIN:ACRY9466, COLETADO NA SUB-BACIA ITAPECURU, PERTENCENTE A
BACIA DO ATLANTICO NORDESTE OCIDENTAL.

CATGCCTTCGTGATAATTTTCTTCATAGTAATGCCTATCATGATCGGGGGGTTCGG
GAACTGACTTGTTCCCCTCATGATCGGGGCACCTGACATAGCCTTTCCACGAATA
AATAACATAAGTTTCTGACTTCTTCCCCCCTCATTACTTCTCCTGTTAGCCTCCTCC
GGCGTAGAGGCGGGAGTCGGGACAGGCTGAACTGTTTACCCCCCTCTTGCCGGAA
ACCTCGCACATGCGGGAGCCTCCGTCGACCTGGCAATCTTTTCTCTCCATCTTGCA
GGGGTCTCCTCAATTTTAGGAGCTATCAATTTTATCACAACAATTATTAATATAAA
ACCCCCTGCCATTTCACAATACCAAACCCCTCTATTTGTTTGAGCTATTTTAGTTA
CAGCCGTCCTTCTTCTCCTCTCCCTTCCCGTTCTTGCTGCTGGAATTACAATACTTT
TAACAGACCGAAA



