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RESUMO

A bacia Amazonica apresenta a maior diversidade ictiica do Brasil em seus mais variados
ambientes, tais como os igarapés de terra firme, comuns na Amaz6nia. Em igarapés sdo
encontradas espécies de peixes com alto endemismo e pouco estudadas em relacdo aos peixes
de alto valor comercial. Para caracterizacdo da ictiofauna em tais ambientes 0 emprego de
coletas ativas com a utilizacdo de pucds e redes de arrasto tem alcancado resultados
satisfatorios. A ferramenta molecular DNA barcoding é utilizada para a caracterizacdo de
espécies em diversos tipos de animais, inclusive em peixes, por meio do uso de um marcador
mitocondrial, regido Citocromo Oxidase I. O presente trabalho objetivou caracterizar a
ictiofauna de 4 igarapés de terra firme de 12 ou 22 ordens da regido de Santarém por meio do
emprego da coleta ativa em trechos de 50 metros de cada igarapé e identificacdo tradicional e
molecular dos espécimes coletados. De um total de 836 peixes coletados alcangou-se um total
de 20 diferentes espécies, distribuidos em 20 géneros, 14 familias e 6 ordens em 3 destes
igarapés, com a predominancia de Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes,
respectivamente. Ainda, por meio da utilizacdo da técnica de DNA barcoding, 69 sequéncias
de 12 diferentes espécies foram obtidas nos ambientes analisados, ocorrendo 75% de
consenso entre a identificacdo tradicional e a molecular, ocorrendo divergéncia intraespecifica
superior ao limiar de 3,5%, adotado como delimitador de espécies no barcoding, em
Bryconops giacopinii, Hypessobrycon heterorhabdus e Aequidens tetramerus, sugerindo
novas analises nesses grupos para haver consenso em relacdo a se caracterizarem como mais
de uma espécie.

Palavras-chave: bacia amazonica, igarapés, peixes, DNA barcoding.
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ABSTRACT

The Amazon basin has the greatest diversity of fishes of Brazil in its various environments,
such as lowland forest streams, common in the Amazon. Streams are found in fish species
with high endemism and little studied in relation to fish of high commercial value. For
characterization of fish populations in such environments the use of active sampling with the
use of hand nets and seine nets has achieved satisfactory results. The DNA barcoding
molecular tool is used to characterize species in various types of animals, including fish,
through the use of a mitochondrial marker region I. Cytochrome oxidase The present study
aimed to characterize the fish fauna of four streams upland 1st or 2nd orders in the Santarém
region through the use of active collecting in stretches 50 feet each stream and traditional and
molecular identification of the collected specimens. A total of 836 fish collected reached a
total of 20 different species, belonging to 20 genera, 14 families and 6 orders in these three
streams, with the predominance of Characiformes, Siluriformes and Gymnotiformes,
respectively. Further, by using the technique of DNA barcoding, 69 12 different sequences
were obtained from species analyzed environments, occurring 75% of consensus between the
traditional identification and molecular intraspecific divergence occurring above the threshold
of 3.5%, which was adopted as delimiter in species barcoding in Bryconops giacopinii,
Hypessobrycon heterorhabdus and Aequidens tetramerus, suggesting new analyzes in these
groups to be no consensus on whether there is only one specie.

Keywords: Amazon basin, streams, fish, DNA barcoding.
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1 INTRODUCAO GERAL

Uma diversidade de corpos d’agua, ndo somente grandes rios e lagos, mas também
inimeros pequenos riachos, corregos, varzeas alagadas e igap6s formam a maior bacia
hidrogréfica existente em todo o mundo, a bacia Amazénica (Junk, 1983; Sioli, 1985). Esta
possui extensdo que alcanca 7.050.000 km? e vazéo de 220.800 m®/s, o que equivale a cerca
de 20% de toda agua despejada pelos rios nos oceanos do mundo todo (Malabarba et al.,
1998; Santos & Ferreira, 1999; Barthem & Fabré, 2004).

A maior diversidade ictiica do Brasil esta na bacia Amazénica (Ministério do Meio
Ambiente, 2002), sdo 2.400 espécies de peixes presentes — das 4.500 espécies que ocorrem na
regido Neotropical —, sendo 2.000 espécies endémicas a essa bacia (Vari & Malabarba, 1998;
Reis et al., 2003). Tal ictiofauna é representada principalmente por membros das ordens
Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes, e, em menor nimero, por 14 outras familias
de diferentes ordens, tais como Cichlidae, Osteoglossidae, Cyprinodontidae e Poecillidae
(Roberts, 1972; Bayley & Petrere, 1989).

Os igarapés auxiliam na formacédo da bacia amazénica e sdo apontados como um dos
principais ambientes aquaticos que ocorrem na floresta amazonica, sendo encontrados tanto
em &reas de varzea como em florestas de terra-firme (Junk, 1983; Santos & Ferreira, 1999).
Como caracteristicas comuns, apresentam aguas acidas e altas concentracdes de oxigénio
dissolvido (Mendonca et al., 2005).

Assim como no canal principal dos grandes rios, as corredeiras e 0s igarapés
sustentam grande biomassa de peixes, explorados pela pesca comercial ou de subsisténcia
(Ministério do Meio Ambiente, 2002). Em igarapés, no entanto, a ictiofauna é composta
principalmente por uma abundancia de peixes de pequeno porte (15 centimetros ou menos, de
comprimento), que apresentam alto grau de endemismo e acabam sendo muito menos
estudadas que as espécies de maiores porte e valor comercial (Castro, 1999; Lowe-
McConnell, 1999).

Os igarapés de terra-firme, em particular, caracterizam-se por ndo serem submetidos
a pulsos de inundacédo, mas a chuvas locais com menor amplitude e maior frequéncia (Junk et
al., 1989; Rezende, 2007). Em tais ambientes, a producdo primaria autoctone é reduzida por
conta do sombreamento da area causado pelo denso dossel da vegetacdo marginal (Anjos &
Zuanon 2007; Santos & Ferreira, 1999), sendo sua fauna aquatica, entdo, altamente

dependente da matéria organica do sistema terrestre que esta ao redor dos cursos d’agua



(Goulding, 1980; Walker, 1991 apud Anjos & Zuanon, 2007; Rezende, 2007; Santos &
Ferreira, 1999).

Os estudos sobre igarapés amazoénicos ainda sdo pouco expressivos diante da
complexidade desses ambientes e da enorme malha hidrica que cobre a regido amazonica. Os
principais temas investigados até o presente tratam da composicdo e estrutura das
comunidades ictiica em geral e sua relagdo com o ambiente (Bilhrnheim & Fernandes, 2003;
Mendonca et al., 2009; Espirito-Santo et al., 2011; Brejdo et al., 2013). Buscando auxiliar na
caracterizacdo da ictiofauna de igarapés, estudos com marcadores genéticos também tém sido
aplicados e abordam temas como analise de populacdes, filogenia molecular e identificacdo
de espécies (Toffoli et al., 2008; Carvalho-Costa et al., 2011; Ardura et al., 2010; Ortiz, 2010;
Maia & Gomes, 2012).

Dentre as metodologias genéticas utilizadas, atualmente destaca-se a técnica
conhecida como DNA Barcoding (codigo de barras de DNA), proposta por Hebert et al.
(2003) como uma ferramenta para identificagdo molecular de espécies visando o rapido
crescimento de conhecimento sobre a biodiversidade. Tal técnica tem provado ser eficiente
para a identificacao de espécies em muitos grupos de organismos, incluindo peixes (Steinke et
al., 2009), aves (Kerr et al., 2007), mamiferos (Borisenko et al., 2007), insetos (Hebert et al.,
2004), plantas (Kress et al., 2005) e fungos (Schoch et al., 2012).

A sequéncia nucleotidica escolhida, gerada de parte de um gene mitocondrial, o
Citocromo Oxidase I, com 648 pares de bases, é tida como um marcador universal para
espécies animais, servindo como um codigo de barras de DNA — fazendo-se uma analogia ao
codigo de barras universal que identifica cada produto em um supermercado, por exemplo — e
que possui vantagens como a identificacdo de espécies cripticas e a possibilidade de
identificacdo de um organismo em todos os seus ciclos de vida (ovos, larvas, individuos
maduros) (Hebert et al., 2003).

Com o intuito de fortalecer o desenvolvimento e o emprego do DNA Barcoding
como um padrdo global de identificacdo de espécies bioldgicas, foi criado o Consortium for
the Barcode of Life (CBOL), onde instituicdes do mundo todo contribuem para a identificacédo
do maior nimero possivel de organismos por meio do DNA barcoding. Um banco de dados
publico chamado de Barcode of Life Data System (BOLD) também foi criado para que as
sequéncias de barcode dos organismos de todo o mundo, assim como outras informacdes
como fotos e locais de coleta, pudessem ser depositadas e disponibilizadas publicamente
(Ratnasingham & Hebert, 2007).



No Brasil, o consorcio Brazilian Barcode of Life (BrBOL), objetiva a identificacéo
molecular da biodiversidade brasileira com varios grupos de pesquisadores associados para
gerar sequencias barcode de diferentes organismos, tais como organismos marinhos,
invertebrados terrestres, plantas, fungos, peixes e anfibios. O presente trabalho é vinculado a
rede BrBOL, por meio do projeto Rede de ‘DNA Barcoding da ictiofauna do Brasil’ e dessa

maneira, partilha seu objetivo.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 A bacia amazbnica e aspectos da ictiofauna

A bacia amazonica é a maior bacia hidrografica do mundo com 7.050.000 km? de
extensdo territorial (Sioli, 1985; Malabarba et al., 1998). Cerca de 68% de sua &rea de
drenagem situa-se em territorio brasileiro, sendo o restante distribuido pelos paises do norte
da Ameérica do Sul: Peru, Colémbia, Equador, Bolivia, Venezuela, Guiana, Guiana Francesa e
Suriname (Junk et al., 2011). Sua malha hidrica é formada por uma diversidade de corpos
d’agua, ndo somente grandes rios e lagos, mas também inumeros pequenos riachos que tem o
rio Amazonas como seu coletor final (Junk, 1983, Santos e Ferreira, 1999).

Os diversos corpos d’agua que formam a bacia em questdo foram classificados por
Harald Sioli, em 1956. Tal classificacdo foi baseada na observacdo da cor das dguas e também
em parametros fisicos e quimicos para explicar as caracteristicas limnolédgicas dos grandes
rios amazoénicos, além de relacionar estas caracteristicas as propriedades geoldgicas e
geomorfologicas das bacias, classificando os corpos d’agua em trés categorias: aguas clara,
preta ou branca (Junk et al., 2011). No caso das aguas clara e preta, em particular, foram
considerados ainda o tipo de solo e a vegetacdo presente na area de represa de cada curso
d’agua (Sioli, 1964). Segundo essa classificacdo o rio Amazonas € tido como um rio de agua
branca, enquanto que o rio Tapajds possui dgua clara e o Rio Negro, &gua preta (Fink & Fink,
1979).

O rio Tapaj6s é originado na regido do cerrado brasileiro pela jun¢do dos rios Téles
Pires e Juruena, na divisa dos estados Para, Amazonas e Mato Grosso. E o quinto maior
tributario do rio Amazonas, com extensao de 1.784 km (Costa, 2007). Sua bacia possui uma

area de drenagem de 400.000 km?, o equivalente a 7% da bacia Amazonica, além de vazéo



que alcanca 13.540 m®/s (Barthem & Fabré, 2003; Godoi, 2008). Mais de 95% do vale do
Tapajos estdo divididos entre os Estados de Mato Grosso e Para, e o restante nos estados de
Rond6nia e Amazonas (Godoi, 2008). Assim como os demais rios de agua clara, tende a
apresentar caracteristicas como aguas esverdeadas e com grande transparéncia - visibilidade
chegando a quase 5m —, baixa quantidade de sedimentos e solidos dissolvidos, pH acido
(entre 5 e 6) e condutividade elétrica baixa, entre 20-40 uS cm-1 (Barthem & Fabré, 2004;
Junk & Piedade, 2010).

Na regido do alto Tapajés, sul da Amazonia, diversos estudos feitos em rios e riachos
apontam a descricdo de novas especies, além de outros aspectos como diversidade e
alimentacdo dos peixes desta regido (Lucena 2003; Oliveira et al., 2010; Birindelli et al.,
2008; Godoi, 2008; Bertaco & Garutti, 2007; Britski & Garavello, 2007; Costa et al., 2007,
Smerman, 2007). Na por¢do do baixo Tapajds (ou regido do baixo Amazonas), a maioria das
informacdes sobre a ictiofauna esta relacionada a atividade pesqueira que ocorre nessa regido
(Ruffino, 2008; Ruffino et al., 1998; Bayley & Petrere Jr., 1989), sendo escassos os trabalhos
sobre a diversidade, ecologia e habitos alimentares de peixes, seja no rio Tapajos ou nos
varios igarapés situados ali.

Dados de atividade pesqueira da regido de Santarém, baixo Tapajds, apontam a pesca
como sendo estritamente artesanal, ocorrendo principalmente nos lagos (50%) e rios (49%) da
regido e tendo como principais espécies capturadas a dourada (Brachyplatistoma flavicans), o
mapara (Hypophthalmus spp.), a pescada (Plagioscion spp.) e o surubim (Pseudoplatystoma
spp.) (Ruffino et al., 1998). O desembarque pesqueiro nessa cidade é de 4.000 toneladas/ano,
sendo quase 100 espécies comercializadas, porém, apenas 10 destas representam mais de 80%
do total, o que favorece a ocorréncia da sobre-exploracdo dessas espécies (Isaac et al., 2004).

Embora o nimero exato de espécies de peixes existentes no mundo ainda nao seja
conhecido (Levequé et al., 2008), estima-se que das 30.000 espécies ja registradas nos mais
diversos ambientes aquaticos, 13.000 (39%) ocorrem em aguas fluviais (de acordo com o
FishBase: www.fishbase.com.br, em Ivanova et al., 2007). Nas regides tropicais e

subtropicais do globo terrestre ha maior abundancia de espécies de peixes em relacdo as
demais regides do globo, sendo que na regido equatorial encontra-se a maior diversidade
ictiica existente (Vari & Malabarba, 1998; Levequé et al., 2008;). Tal riqueza para a regido
Neotropical esta estimada na ordem de 8.000 espécies de peixes (Vari & Malabarba, 1998),
sendo que de 2.400 a 3.000 espécies de peixes calcula-se que ocorram na bacia amazénica
(Levequé et al., 2008; Ardura et al., 2000). Segundo Lowe-McConnell (1999), a alta

diversidade ictiica presente na Amazonia é atribuida a fatores como: a idade e o tamanho do
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sistema de drenagem; a sucessdo de habitats oferecidos pelos rios de meandro; os diversos
nichos presentes nos rios de planicie e lagos adjacentes; a alta proporcao da bacia em terras de
nivel baixo; e a incorporacdo de rios de outras bacias que geram o intercambio de fauna.

Os peixes de agua doce compreendem 170 familias, agrupadas em sua maior parte
nas ordens Characiformes, Cypriniformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Perciformes e
Cyprinodontiformes (Levequé et al., 2008; Roberts, 1972). A ictiofauna amazbnica é
representada principalmente por Characiformes (43%), Siluriformes (39%) e Gymnotiformes
(3%), o restante (15%) é representado por 14 familias de diferentes ordens (Lowe-McConnell,
1987; Roberts, 1972).

1.1.2 lgarapes de terra-firme na Amazoénia e sua comunidade de peixes

Quase todos os rios amazonicos sdo resultantes da juncdo de pequenos riachos,
chamados regionalmente de igarapés. Sdo corpos d’agua de pequeno porte, caracterizados
pelo leito bem delimitado, correnteza relativamente acentuada e &gua com temperatura pouco
variavel ao longo do ano — entre 24 e 26 °C (Santos & Ferreira, 1999).

Os igarapés podem ser encontrados tanto em areas de varzea como em florestas de
terra-firme e sdo apontados como um dos principais ambientes aquaticos que ocorrem na
floresta amazonica (Junk, 1983; Santos & Ferreira, 1999). Em florestas de terra-firme, nas
areas de baixio, ocorrem igarapés que se caracterizam por ndo serem submetidos a pulsos de
inundacdo (Rezende, 2007) e sim a chuvas locais em frequéncia elevada e menor amplitude,
estes sdo denominados igarapés de terra-firme (Junk et al., 1989). Esses ambientes
contribuem para a formagao dos grandes rios amazonicos por formarem uma densa malha de
corpos d’agua que representa grande parte da area drenada de todo o sistema fluvial
amazonico (Espirito Santo et al., 2009).

Na Amazonia central os igarapés de terra firme possuem aguas claras e acidas por
conta principalmente da elevada concentragdo de compostos humicos e fulvicos, com altas
concentragOes de oxigénio dissolvido (Walker, 1995 apud Anjos & Zuanon, 2007; Mendonca
et al., 2005). Em tais ambientes, a produgdo primaria autoctone € reduzida por conta do
sombreamento de sua &rea causado pelo denso dossel da vegetacdo marginal (Santos &
Ferreira, 1999; Anjos & Zuanon, 2007). Além da reducdo da luz penetrante, o reduzido teor

de sais minerais dissolvidos e a correnteza relativamente acentuada, os igarapés possuem



baixa producdo bioldgica e sua fauna aquética torna-se dependente da matéria organica
advinda do sistema terrestre que estd ao seu redor, seja em forma de folhas, flores, frutos ou
invertebrados. (Goulding, 1980; Santos & Ferreira, 1999; Walker, 1991 apud Anjos &
Zuanon, 2007; Rezende, 2007).

Séo observados tanto igarapés com alta velocidade de correnteza e que apresentam
substrato composto principalmente por areia, seixo, intercalado por extensos bancos de
folhico e troncos submersos (Rezende, 2007), quanto ambientes de po¢bes mais profundos,
formados em areas de baixa velocidade de correnteza, normalmente nos retornos dos
meandros do canal ou apds barreiras naturais (troncos de arvores, por exemplo) e que tem
como substrato banco de folhas em decomposi¢cdo e pequenos galhos (Fittkau, 1967 apud
Espirito Santo et al. 2009).

Nos igarapés, com o inicio de fortes chuvas o volume de agua se eleva, muitas vezes
ultrapassando o limite do canal e atingindo o vale circundante, a turbidez da agua aumenta e
0s bancos de liteira do curso dos riachos sdo espalhados, e somente apenas ap6s algumas
horas depois do término da chuva € que o volume volta ao inicial (Espirito Santo et al., 2009).
Algumas pocas temporarias encontradas nos vales ou baixios sdo formadas pela dgua que
transborda dos riachos devido as chuvas e & agua advinda dos plat6s, estas pocas permanecem
com &gua por um periodo de trés a onze meses e podem manter assembleias de peixes
diversas, inclusive com espécies que ocorrem principalmente ou exclusivamente nesses
ambientes (Pazin et al., 2006).

De acordo com o tamanho dos igarapés ha maior ou menor influéncia sobre a
diversidade de espécies encontradas ali, sendo que igarapés de maior ordem tendem a possuir
maior diversidade do que aqueles de menor ordem (Anjos & Zuanon, 2007). Segundo Lowe-
McConnell (1999), a diversidade de espécies de peixes diminui em dire¢do as nascentes dos
corregos, onde os fatores fisico-quimicos, as obstru¢es que causam pequenas corredeiras, a
elevada velocidade do fluxo, o tamanho e as condicdes dos reflgios na estacdo de seca podem
ser mais limitantes que os recursos alimentares nesses ambientes.

Os igarapés de terra firme abrigam um grande namero de espécies de peixes (Anjos
& Zuanon, 2007), sendo essa diversidade caracterizada principalmente por uma abundéncia
de peixes de pequeno porte (15 centimetros ou menos de comprimento) que apresentam um
alto grau de endemismo e tem sido pouco estudadas (Lowe-McConnell, 1999; Castro, 1999).
Dentre as espécies comuns encontradas em igarapés, podem-se destacar as piabas (ex.
Bryconops spp., Moenkhausia spp., Hemigrammus spp.), sarap6s (Eigenmannia spp.,

Gymnorhamphichthys sp.), acards (Aequidens spp., Apistogramma spp.), jacundas



(Crenicichla spp.), pequenos bagres (Helogenes marmoratus) e jejus (Hoplerythrinus
unitaeniatus, Erythrinus erythrinus) (Santos & Ferreira, 1999).

Nos ultimos anos houve um crescente interesse pelo estudo da ictiofauna de igarapés
de na bacia Amazonica. Tais estudos contemplam temas como: levantamentos da diversidade
ictiica (Anjos & Zuanon, 2007, Smerman, 2007); estudo das assembleias de peixes
(Mendonga, 2002; Buhrnheim & Cox Fernandes, 2003; Pazin et al., 2006); metodologias de
coleta (Anjos & Zuanon 2007; Ribeiro & Zuanon, 2006); relacdo entre o niUmero de espécies
e 0 habitat (Aradjo-Lima et al., 1999; Buhrnheim & Cox Fernandes, 2003); variacdo temporal
da ictiofauna (Espirito Santo et al., 2009); e efeitos da pressdo antropica sobre os igarapés
(Barbosa et al., 2003; Ferreira et al., 2012).

A dimensdo da diversidade ictiofaunistica em igarapés amazonicos ainda é uma
questdo em debate, muitas vezes influenciada pelo método de amostragem que cada
pesquisador utilizou para alcancar determinado nimero de espécies nesses ambientes. Bohlke
et al., (1978), por exemplo, registraram de 50 a 70 espécies, enquanto que Buhrnheim & Cox
(2003) e Espirito Santo et al., (2009) encontraram de 20 a 30 espécies e, finalmente Barbosa
et al., (2003) registraram apenas 10 espécies. Pazin et al. (2006) analisaram pocas marginais
proximas ao igarapé e observaram riqueza de 18 espécies.

Um ponto importante é que cada um desses estudos aplicou um protocolo de
amostragem diferente principalmente em relagdo ao tamanho do trecho amostrado, 0 que
impossibilita comparag6es fidedignas. Segundo Anjos & Zuanon (2007), a comparagdo entre
os resultados obtidos por diferentes autores fica prejudicada devido a falta de padronizacao na
forma de amostragem desses ambientes.

Para o estudo da ictiofauna em igarapés de menor ordem (1% a 3% ordens) € utilizada,
principalmente, a coleta ativa como meio de amostragens dos espécimes. Este tipo de coleta
tem maior eficiéncia e parece ser menos seletivo quanto as espécies e o tamanho dos peixes
capturados em relacdo ao método de coleta passiva — coleta que ocorre por meio de
apetrechos que ndo sdao movidos ativamente pelo coletor (Uieda & Castro, 1999; Ribeiro &
Zuanon, 2006). No entanto, os instrumentos utilizados no método ativo promovem
perturbacdo no ambiente, tanto pela movimentacdo dos coletores quanto pelas alteragdes
provocadas na estrutura de microhabitats (Ribeiro & Zuanon, 2006). Além disso, as coletas
que utilizam essa metodologia sdo altamente influenciadas pela habilidade do coletor, ao
passo que coletores menos experientes podem subestimar a analise de determinado ambiente

por ineficiéncia na amostragem (Uieda & Castro, 1999).



Mendonca et al. (2005) propuseram uma metodologia de amostragem por coleta
ativa que tem sido amplamente utilizada, proporcionando no minimo, compara¢des mais
precisas. Em resumo, sdo amostrados trechos de 50 metros de igarapés, denominados de
parcela aquética, bloqueados no inicio e fim por redes para que seja reduzido o escape dos
peixes. A parcela aquética é inspecionada por dois ou trés coletores durante um tempo
predefinido de uma ou duas horas. Neste periodo os coletores utilizam apetrechos como redes

de arrasto, pucas e peneiras para capturar os peixes ao longo da parcela (Figura 1).

Puca
Peneira

Rede de Bloqueio
Rede de Cerco

Figura 1: Esquema de parcela aquética e apetrechos de coleta de peixes em igarapes, adaptado de Mendonga et
al. (2005).

Por meio da caracterizacdo da comunidade ictiica em ambientes como igarapés
utilizando-se metodologias tais como a de Mendonga et al. (2005), é possivel haver uma
compreensdo maior sobre as espécies encontradas nesses locais e as caracteristicas fisico-
quimicas dos mesmos, 0 que possibilita o desenvolvimento de programas de preservacdo ou
monitoramento dessas areas, inclusive com a utilizacdo de métodos adequados a ictiofauna

local, para que causem o minimo de impacto sobre tais espécies (Espirito-Santo et al., 2011).

1.1.3 Estudos genéticos aplicados a sistematica e conservacao

A degradacdo ambiental iminente sobre rios, lagos e igarapés amazonicos,
principalmente nos que estdo mais proximos dos grandes centros urbanos, age contra a
protecio desses ambientes e, consequentemente, da ictiofauna presente nos mesmos. Areas

como a Amazbnia, por concentrarem um elevado nimero de espécies devem receber



constante atencdo em pesquisas cientificas visando-se a conservacdo de biodiversidade e
ecossistemas (Reid, 1998).

E grande o nimero de espécies que podem ser extintas antes mesmo de serem
conhecidas pela humanidade (Hebert et al., 2003). Nos dias de hoje, o ritmo anual de extin¢éo
de espécies no mundo todo aumentou de uma espécie por milhdo para 100 a 1000 espécies
por milhdo, ou seja, sdo milhares de especies de plantas e animais extintas a cada ano (USING
DNA BARCODES TO IDENTIFY AND CLASSIFY LIVING THINGS, disponivel em

http://www.dnabarcoding101.org/files/using-dna-barcodes.pdf). Aos niveis taxondmicos de

género e espécie desconhece-se grande parte da diversidade existente, em muitos tdxons
(Blaxter, 2004). Dos 5 a 50 milhdes de espécies que, estima-se existam no mundo, apenas
30% foram descritas — isso se for considerado o nimero de 5 milhdes de espécies (Winston,
1999).

Um outro aspecto que tem favorecido o crescimento da utilizagcdo de ferramentas
genéticas em taxonomia € que a identificacdo baseada em caracteristicas morfoldgicas, além
de ser uma atividade muitas vezes minuciosa, necessita de profissionais especializados em
grupos especificos de organismos, profissionais esses que estdo cada vez mais raros (Hebert et
al., 2003). Mesmo quando espécimes adultos intactos estdo disponiveis para serem
analisados, as caracteristicas morfoldgicas usadas para discernir espécies podem ser tdo sutis
que a identificacdo se torna dificil, até para taxonomistas treinados (Ward et al., 2009).

A necessidade de se efetuar identificacdo de espécies de modo rapido e eficiente esta
vinculada a uma série de situacoes relacionadas a biologia como a questdo de salde, de pragas
na agricultura, de identificacdo de espécies exdticas, de monitoramento ambiental, manejo da
fauna, turismo, controle de comércio de produtos bioldgicos e/ou organismos protegidos e de
manejo de estoques (Hebert et al., 2003). A partir do momento que as descri¢cdes de espécies
baseiam-se em uma ampla base de dados, estas se tornam hipoteses cientificas interessantes, o
que permite a elaboracdo de predicGes explicitas sobre os atributos dos organismos (Lipscomb
et al., 2003).

Assim, como método de auxilio a identificacdo tradicional (morfoldgica) de espécies,
ha mais de 30 anos a genética vem sendo utilizada em vérios tipos de estudos por meio da
analise de sequéncias de DNA (Ward et al, 2005). Entre os dados moleculares utilizados em
Taxonomia e Sistematica podem-se citar as analises citogenéticas, analises bioquimicas, o uso
de isozimas, dados imunolégicos e de polimorfismo do DNA (Henriques, 2010). Nos estudos
taxondmicos, essas ‘novas’ categorias de dados tém sempre sido adicionadas aos dados

morfologicos, nunca pretendendo substitui-los (Henriques, 2010).
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Segundo Galtier et al. (2009), o DNA mitocondrial tem sido o marcador molecular
de diversidade animal mais utilizado ao longo das Ultimas trés décadas. Recentemente,
iniciou-se 0 emprego de uma ferramenta que utiliza uma regido do DNA mitocondrial como
um marcador genético universal capaz de identificar espécies animais de maneira padronizada
e rapida, servindo como um cédigo de barras de DNA, ou DNA barcoding (Hebert et al.,
2003; Blaxter, 2004).

1.1.4 DNA barcoding e a identificacdo molecular de espécies

No genoma, existem regides cuja sequencia de nucleotideos mantem-se conservada
entre membros de um taxon devido pressdo exercida pela sele¢cdo natural, mas que podem
variar entre os taxons (Blaxter, 2004). Baseados na utilizacdo de uma destas extensdes, Hebert
et al., (2003) propuseram o emprego da técnica denominada DNA Barcoding almejando a
identificacdo de qualquer espécie animal por meio da utilizacdo de um fragmento de 648
pares de bases da extremidade 5’ do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade I
(COI) (Figura 2). A identificacdo ocorreria de maneira rapida, padronizada e com baixo custo,
com a possibilidade de ser gerado um banco de dados publico mundial que agruparia 0s
barcodes gerados em todo o mundo, de qualquer organismo. Possibilitaria também uma
melhor resolucdo taxonémica do que aquela que poderia ser alcangada apenas com estudos
morfoldgicos, alem de ser uma solucdo parcial para o problema de declinio no conhecimento
taxonémico tradicional (Taylor & Harris, 2012).

Entre as principais vantagens da utilizacdo desta técnica destacam-se: 1) a
identificacdo de espécies mesmo a partir de pequenos fragmentos; 2) identificacdo podendo
ocorrer em qualquer estagio de vida (ovos, larvas, adultos); 3) a possibilidade de se distinguir
espécies aparentemente semelhantes, como em espécies cripticas; e 4) reducdo de

ambiguidades gracas a identificacdo inequivoca das espécies (Stoeckle et al., 2005).



11

125 IRNA

16s rIRNA

Ty
CINSANS
- PR
\E %\
e
Ly
4 2%
NS
AL

SAARARRANSY

19297997091
19555555551

PELPLLELPL:
B

ND6

ey

[
[5d
AR

3
N

-./;
R

AR
SRR
SARRARARAN S

ND3 COlll ATPaseb

Figura 2 — Genoma mitocondrial em vertebrados, destacando-se a regido do gene da citocromo oxidase
subunidade I (COI), adaptado de Brown, (2008).

O termo DNA barcoding faz analogia ao codigo de barras universal (Figura 3)
presente nos produtos comercializados e que identifica cada item singularmente, o codigo de
barras de DNA serviria entdo como um codigo de barras para a identificacdo de espécies
(Hebert et al., 2003, Blaxter, 2004).

O DNA mitocondrial apresentou-se vantajoso para utilizacdo no proposto por Hebert
et al. (2003) principalmente por caracteristicas como: 1) possuir um elevado nimero de
copias por célula; 2) apresentar diferencas de sequéncias entre espécies proximas de 5 a 10
vezes maiores do que em genes nucleares; 3) possuir variacdo intraespecifica pequena na
maioria das espécies animais; 4) ndo apresentar introns, o que facilita a obtencdo da
amplificagdo de DNA mitocondrial; 5) possuir heranga predominantemente materna e baixo
polimorfismo ancestral (Hebert et al., 2003; Stoeckle et al., 2005).
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Figura 3: Comparacdo entre o codigo de barras universal de produtos e o cédigo de barras de DN,
adaptado de (Maia & Alves-Gomes, 2012).

O gene COl, escolhido como marcador universal, € responsavel por codificar parte
de uma enzima terminal da cadeia respiratéria da mitocondria e apresenta baixa variacao
dentro de uma mesma espécie quando comparada com variac@es entre espécies (Ward et al.,
2009). Embora outros segmentos génicos tenham sido sugeridos para 0 mesmo fim, como os
genes mitocondriais 16S rRNA e Citocromo B (Vences et al., 2005), o gene COI continuou a
ser utilizado como padrao por seu aparente melhor desempenho (Henriques, 2010).

O principal fundamento do DNA barcoding estd baseado no fato de que certos
fragmentos de DNA possuem uma baixa variacdo intraespecifica e uma alta variacdo
interespecifica, dessa forma, a efetividade da aplicacdo da técnica depende de que as
divergéncias dentro de uma mesma espécie sejam menores do que entre espécies diferentes, o
gue se chama de barcoding gap (Ward et al., 2008; Hubert et al., 2008; Lautredou et al.,
2010; Ortiz, 2010). Assim, um limite de variacdo pode ser caracterizado para cada grupo
taxondmico, acima do qual um grupo de individuos pode ser considerado como néo
pertencendo a mesma espeécie, ou seja, representando uma nova espécie (Hebert et al., 2003).

O limite entre os valores para as divergéncias interespecificas e intraespecificas tem
sido sugerido para ser cerca de 2% (3,5% para peixes) de divergéncia entre as sequéncias COI
(Ward et al., 2009, Lautredou et al., 2010). Os desvios a regra do barcoding gap seriam
atribuidos a um pequeno nimero de espécies incipientes, com separagdo incompleta de
linhagens (Hebert et al., 2004). Outra recomendacdo para aplicacdo e eficiéncia do DNA
barcoding sugere que uma quantidade de 5 a 10 individuos de cada espécie devem ser
amostrados, sempre que possivel, de diferentes pontos dentro da area estudada. Segundo Ortiz



13

(2010), tanto o nimero amostral quanto o nimero de localidades de coleta pode interferir nos
resultados j& que a subamostragem de espécimes pode subestimar as divergéncias
intraespecificas e superestimar as divergéncias interespecificas, facilitando a visualizacdo do
barcoding gap.

O sucesso apresentado pela aplicagdo do DNA barcoding se estende aos mais
variados grupos de animais, como em peixes (Ward et al., 2005; Costa et al., 2008; Lautedrou
et al., 2010), aves (Hebert et al., 2004; Kerr et al., 2007), mamiferos (Clare et al., 2007;
Borisenko et al, 2008) e insetos (Hebert et al., 2004; Hajibabaei et al., 2006), apresentando
resultados satisfatérios na identificacdo de espécies cripticas (Hebert et al., 2004; Allcock et
al., 2010; Lara et al., 2010;) ou de hibridos (Carvalho et al., 2008) e também na autenticagéo
de produtos alimenticios de origem animal, prevenindo fraudes na rotulagem de alimentos
(Ardura et al., 2010, Barbuto et al., 2010).

Em outros organismos como em protistas, 0 COI também € utilizado e tem alcangado
bons resultados, especialmente em algas vermelhas e marrons (Burgess et al., 2011). J4 em
plantas e fungos, ha um menor nimero de estudos realizados e as regides padronizadas para
barcode foram determinadas somente ap06s alguns anos do trabalho de Hebert et al. (2003)
(Kress & Erickson, 2012). Em plantas uma regido do cloroplasto, o gene rbcL — RuBisCo
grande subunidade — é utilizada (Kress & Erickson, 2012), enquanto que em fungos a regiao
ITS tem sido a mais apropriada (Burgess et al., 2011).

Apesar dos resultados favoraveis a sua ado¢do, 0 DNA barcoding ndo esta isento de
criticas. Tais criticas apontam limitaces intrinsecas que comprometeriam grandemente sua
funcionalidade e eficicia, por problemas como: inexatiddo no nudmero de individuos
necessarios para a validacdo do barcode em determinada espécie; impossibilidade de somente
0 gene COl servir a identificacdo de todas as espécies animais; a ineficiéncia da aplicabilidade
do barcoding em grupos de espécies com tempo de divergéncia bastante reduzido; e mesmo
quanto a validacdo da técnica como uma atividade cientifica por esta ndo testar hipoteses e
apenas produzir informagdes (Lipscomb et al., 2003; Hickerson et al., 2006; Brower, 2006;
Wiemers & Fiedler, 2007; Galtier et al., 2009). Ward et al. (2009), se referindo a algumas
criticas, observa que os problemas sdo caracteristicos em apenas grupos especificos e que
baixas taxas de eficiéncia do DNA barcoding podem ser devidas inclusive a erros na
identificagdo prévia de alguns organismos.

Mesmo em meio as criticas, 0 DNA Barcoding é um empreendimento global com
amplo crescimento, que atrai muitos fundos, possui varias organizagdes parceiras de diversas

partes do mundo e opera trés sites internacionais: 1) Consortium for the Barcode of Life —
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CBOL (http://www.barcodeoflife.org); 2) International Barcode of Life — iBOL
(http://www.ibol.org); 3) The barcode of Life Datasystems — BOLD

(http://www.boldsystems.org) (Taylor & Harris, 2012).

Com o intuito de se estabelecer uma biblioteca de referéncias de barcodes de DNA
para todas as espécies de peixes derivadas de espécimes testemunhos (vouchers) com
identificacdo taxonémica confiavel, também foi desenvolvida a Iniciativa em Peixes do
Codigo de Barras da Vida (Fish Barcode of Life Initiative — FISH-BOL -
http://www.fishbol.org). Segundo seu proprio website (acessado em 15.07.2013), ha no
FISHBOL atualmente um total de 88757 barcodes de espécimes realizados, sendo 9769
espécies com seus barcodes gerados, e dentre estas, 1935 sdo espécies que ainda ndo possuem
uma descricdo. Segundo lIvanova et al. (2007), os beneficios deste trabalho incluem
identificacdo facilitada de espécies — sinalizando potencialmente espécies previamente nédo
reconhecidas —, permitir identificacbes onde os métodos tradicionais ndo sdo aplicados e
fornecer uma poderosa ferramenta para a melhora do entendimento da histéria natural e

interacdes ecoldgicas de espécies de peixes.

No Brasil, criou-se a rede BrBOL (Brazilian Barcode of Life - http://www.brbol.org),
um consorcio brasileiro de identificagdo molecular da biodiversidade com quase uma centena
de instituicoes colaboradoras. Peixes, artépodes, anfibios, passaros, répteis, mamiferos,
plantas e fungos sdo alguns dos grupos sendo caracterizados pelo BrBOL. Dentre os projetos
pertencentes a esse consorcio estd o denominado “Rede de ‘DNA Barcode’ da Ictiofauna do
Brasil” que visa a identificagdo de 2100 espécies de peixes no Brasil por meio da metodologia
de DNA Barcoding.

Estudos realizados em paises como Cuba (Lara et al., 2010), Canada (Steinke et al.,
2009) e Australia (Ward et al., 2005) utilizando o DNA barcoding, tem agido de maneira
eficiente na caracterizacdo da fauna de peixes nesse locais assim como na prote¢do da
ictiofauna por conta das informacgdes geradas por esses estudos. Ortiz (2010) aplicando o
DNA barcoding em um estudo de ampla amostragem em siluriformes de varias regifes da
amazonia, alcancou grande eficiéncia na validacdo dessa ferramenta como identificador desse
grupo de peixes.

Em ambientes com grande biodiversidade e considerados pouco estudados, onde
ainda existem lacunas de identificacdo, como em igarapés amazoOnicos que ainda estdo
sujeitos a processos dindmicos e complexos que representam ameagas para a sua

biodiversidade e estrutura ambiental, o advento do DNA barcode pode contribuir para acelerar


http://www.barcodeoflife.org/
http://www.ibol.org/
http://www.boldsystems.org/
http://www.brbol.org/

15

0 acmulo de conhecimento sobre a ictiofauna desses ambientes e sua protecdo e com isso
viabilizar estratégias e politicas de conservacdo e manejo desse componente biotico.

O presente trabalho € integrado a Rede BrBOL e tem como objetivo principal a
geracdo de etiquetas moleculares (DNA barcodes) de peixes de igarapés da bacia do rio
Tapajos, aléem de promover a caracterizagdo da ictiofauna desses ambientes. Como objetivos
especificos visa-se observar as possiveis semelhancas e diferengas entre os ambientes
analisados e sua comunidade ictiica por meio de pardmetros como abundancia e diversidade, e
ainda, contribuir com a biblioteca mundial de barcodes (plataforma BOLD system) por meio

das sequéncias de barcodes obtidas nesse trabalho.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral:

Caracterizar a ictiofauna de trés igarapés da regido de Santarém utilizando-se dos
métodos de identificacdo tradicional baseado na morfologia e biologia molecular baseado no

marcador genético DNA barcoding.

1.2.2 Objetivos especificos:

Relacionar as espécies de peixes encontradas nos igarapés e classifica-las conforme suas
categorias taxonémicas;

Comparar o0s igarapés com base na composicdo e abundancia das espécies encontradas;

Desenvolver etiquetas moleculares (DNA barcodes) para as espécies de peixes coletadas
nos igarapes;

Comparar o desempenho do marcador genético frente a identificacdo baseada em
morfologia;

Depositar os DNA barcodes gerados e associa-los com a rede BrBOL no repositorio
BOLD System;
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Capitulo 1

Levantamento rapido da ictiofauna em trés igarapés da regido de

Santarém, Para’

Marcos Paulo Alho de Sousa

Luis Reginaldo Ribeiro Rodrigues

1 Manuscrito de artigo cientifico a ser submetido ao periddico Neotropical Ichthyology
(ISSN-1679-6225)
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Resumo

A biodiversidade dos igarapés da bacia Amazonica ainda é pobremente conhecida e muitos
sdo os fatores que ameacam o equilibrio desses ricos ecossistemas. No presente trabalho
investigamos trés igarapés da regido de Santarém para conhecer a composi¢do de espécies e
comparar os padrdes ictiofaunisticos observados. Foram realizadas coletas ativas em parcelas
aquaticas de 50m com o esforco amostral padronizado. Os peixes foram coletados com uso de
peneiras, e redes de arrasto. Foram capturados 836 individuos de 20 espécies representando
14 familias e seis ordens. Os Characiformes foram o grupo predominante representando
75,5% das capturas e 45% do namero de espécies (n=9). A dominancia de Characiformes

pode indicar que os igarapés analisados apresentam bom estado de conservacdo ambiental.

Palavras-chave

Igarapés; coleta ativa; ictiofauna, Alter do Chéo
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Introducéo

A bacia amazénica ¢é reconhecida por sua extensa malha hidrica de rios caudalosos
que nascem nas terras altas da cordilheira dos Andes e dos planaltos guianés e brasileiro, e
drenam enormes porcdes da planicie até desembocar no oceano Atlantico (Goulding, 1997).
Os grandes rios da Amazobnia sdo irrigados pela conexdo com uma complexa rede de
pequenos riachos (igarapés) que drenam a floresta (Junk, 1983).

Os igarapés sdo ambientes aquaticos com baixa producdo bioldgica, caracterizados
como corpos d’agua de pequeno porte, cujo leito é bem delimitado, a correnteza é
relativamente acentuada, a temperatura da agua varia em torno de 26 °C ao longo do ano; os
cursos médio e superior sdo encobertos pelo dossel da floresta de terra firme e o leito é
entulhado por troncos caidos. O nivel das &guas nos igarapés oscila anualmente em funcéo
dos periodos de enchente e vazante do rio principal, além disso, variacfes abruptas podem
ocorrer devido a fortes chuvas em sua area de drenagem (Santos & Ferreira, 1999).

A ictiofauna da bacia amazonica ainda é considerada pouco conhecida e estima-se
que sua diversidade alcance de 2.400 a 3.000 espécies (Ardura et al., 2000, Levequé et al.,
2008). A maioria dos peixes amazonicos é classificada na superordem Ostariophysi sendo
representada por Characiformes (43%), Siluriformes (39%), Gymnotiformes (3%), os 15%
restante classifica-se em 14 familias de diferentes ordens (Roberts, 1972; Lowe-McConnell,
1987; Bayley & Petrere, 1989).

Recentemente, muitas espécies novas tém sido descritas a partir de espécimes tipos
coletados nesta regido (Lucena, 2003; Kullander & Ferreira, 2005; Bertaco & Garutti, 2007;
Costa, 2007; Birindelli et al., 2008; Godoi, 2008; Oliveira et al., 2010; Lucena & Malabarba,
2010). Segundo Castro (1999), estima-se que cerca de 2.000 novas espécies de peixes
dulcicolas sul-americanos ainda estdo por serem descritas. Os ambientes de igarapés da bacia

amazonica foram pouco explorados e possivelmente abrigam espécies desconhecidas para a
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ciéncia. Entre as caracteristicas mais estudadas dos igarapés podemos citar a composicédo e
estrutura das comunidades, a distribuicdo espacial da ictiofauna, aspectos da alimentacéo,
influencia da variacdo temporal e de perturbagdes antropicas sobre a fauna de peixes (para
revisao: Araujo-Lima et al., 1999; Mendonca, 2002; Barbosa et al., 2003; Buhrnheim & Cox
Fernandes, 2003; Mendonga et al., 2005; Pazin, 2006; Ribeiro & Zuanon, 2006; Anjos &
Zuanon 2007; Espirito Santo et al., 2009; Ferreira et al., 2012).

A ictiofauna de igarapés € composta normalmente por peixes de pequeno porte com
média de 15 cm de comprimento total. Dentre as espécies comumente encontradas em
igarapés destacam-se as piabas (ex. Bryconops spp., Moenkhausia spp., Hemigrammus spp.),
0s acards (Aequidens spp., Apistogramma spp.), os sarapés (Eigenmannia spp.,
Gymnorhamphichthys sp.), os jacundas (Crenicichla spp.), os pequenos bagres (Helogenes
marmoratus), as trairas e jejus (Hoplias malabaricus, Hoplerythrinus unitaeniatus, Erythrinus
erythrinus) (Santos & Ferreira, 1999).

As caracteristicas estruturais dos ambientes aquéticos tropicais afetam a composicao
das comunidades de peixes (Mendonca et al., 2005). Tem se observado que igarapés de maior
ordem tendem a possuir maior diversidade do que aqueles de menor ordem (Anjos & Zuanon,
2007). Segundo Lowe-McConnell (1999), a diversidade de espécies de peixes diminui em
direcdo as nascentes dos cdrregos onde os fatores fisico-quimicos, as obstru¢fes que causam
pequenas corredeiras, a elevada velocidade do fluxo, o tamanho e as condi¢des dos reflgios
na estacdo de seca podem ser mais limitantes que o0s recursos alimentares nesses ambientes.
Vaérios autores tem observado uma variacdo do nimero de espécies entre 20 a 50 (Lowe-
McConnell, 1999; Mendonga et al., 2005; Buhrnheim & Cox, 2003, Espirito Santo et al.,
2009). Parte dessa variagdo pode ser explicada pela ndo adocdo de metodologias padronizadas

nos estudos ictiofaunisticos (Anjos & Zuanon, 2007).
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Os igarapés ocorrem por toda a bacia amazbnica, que ocupa uma area de
aproximadamente 7x10° km?, entretanto, nota-se que estudos da ictiofauna de igarapés estdo
concentrados em poucas areas deste vasto territorio, tais como a Reserva Adolpho Ducke
localizada proximo a Manaus/AM e a Floresta Nacional de Caxiuand, localizada em
Melgaco/PA. A regido de Santarém, localizada na confluéncia dos rios Tapajés e Amazonas,
¢ considerada um importante centro de desembarque pesqueiro e ha um bom nivel de
conhecimento sobre as espécies exploradas comercialmente (Santos et al. 1998), por outro
lado, nota-se uma completa lacuna de informacdes cientificas sobre a ictiofauna dos igarapes
dessa regido, 0 que demanda por atencdo e esforco de pesquisa no tema, visto que essa regido
¢ atualmente alvo de grandes projetos, tais como o asfaltamento da BR-163, a construcdo de
hidrelétricas no rio Tapajos e a expansdo das areas de cultivo de grdos, que podem ser
consideradas potencialmente danosas aos ecossistemas de igarapés. Por ser um rio de
cabeceira, 0 Tapajos pode possuir bidtopos restritos com a possibilidade de abrigar uma fauna
diferenciada, com a ocorréncia, inclusive, de espécies endémicas (Godoi, 2008).

Segundo Abell et al. (2008) o crescimento populacional e as mudancas recentes no
estilo de vida humano tem causado perturbac6es e degradacdo dos ambientes naturais de agua
doce. Os igarapés da regido de Santarém/PA tém sofrido alteraces devido a expansdo da area
urbana seguida por degradacdo de matas ciliares e poluigdo de solos e corpos d’agua, além
disso, sdo modificados em seu curso e estrutura do canal para uso em piscicultura e atividades
de lazer. No presente trabalho, investigamos a composicdo da ictiofauna em trés igarapés da
regido de Santarém/PA, visando contribuir para o conhecimento da ictiofauna na bacia do rio
Tapajos além de prover informacgdes Uteis subsidiar medidas de conservacdo desses

ecossistemas e de sua biota aquatica.

Material e métodos
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Area de estudo

O municipio de Santarém (S 2°24°; W 54°42’) pertence a mesorregidao do Baixo-
Amazonas, situando-se na bacia Sedimentar Amazonica. Seu solo é formado pelo Latossolo
Amarelo de texturas médias, argilosas e muito argilosas; o relevo é constituido por areas de
varzeas, terracos e praias fluviais. O clima do municipio é quente e imido, com temperatura
em média 25.6 °C, e umidade relativa acima dos 80% em quase todos os meses do ano. Entre
0s meses de dezembro a junho observa-se maior precipitacao, seguida por um periodo mais
seco que se estende de julho a novembro. Ao longo do ano as chuvas séo irregulares e a
pluviosidade se aproxima dos 2.000mm (Boletim Estatistico de Santarém, 2011).

Foram investigados trés igarapés situados nas proximidades da Rodovia Everaldo
Martins que liga Santarém a Vila de Alter do Chao: igarapé UDV (S 2°28°50.1>°; W 54°
47°19.1”°), igarapé Sé&o Braz (S 2°30°36.8°; W 54°48°39.3"°) e igarapé Sonrisal (S 2°32°15;

W 54°55°26.5"") (Fig. 1).
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Fig. 1. Mapa de localizacdo da area de estudo na margem direita do rio Tapajos nas
proximidades de Santarém e Alter do Ch3o, estado do Para, Brasil. Areas coloridas em
amarelo correspondem as microbacias dos Igarapés UDV (1) e S@o Braz (2) e do lgarapé
Sonrisal (3). Os circulos em vermelho representam as areas urbanas de Santarem (S) e Alter

do Chéo (AC). Linhas tracejadas indicam as rodovias principais.

Delineamento Amostral

As coletas ocorreram entre os meses de janeiro de 2012 a janeiro de 2013,
preferencialmente no periodo matutino. Foram realizadas trés coletas em cada um dos
igarapés. Em cada igarapé foi delimitada uma parcela aquéatica de 50m de comprimento,
bloqueada em seus limites por redes de malha fina. A captura dos peixes foi realizada com o
uso de redes, pucas e peneiras sempre no sentido jusante-montante, até se cobrir
completamente o trecho. Cada sessao de coleta foi executada por trés coletores e teve duragéo
de duas horas. Este protocolo de amostragem foi adaptado de Mendonga et al. (2005).

Os exemplares coletados foram transportados ao laboratdrio, anestesiados e
sacrificados em dose letal de solucdo de dleo de cravo (Eugenol). Em seguida, foram obtidas
fotografias e amostras de tecido muscular para futuros estudos moleculares. Os peixes entéo
foram fixados em formalina 10% e posteriormente transferidos para recipientes com etanol a
70%. A identificacdo taxondmica dos espécimes foi realizada com base na literatura
pertinente com o auxilio de chaves de identificagdo e por comparacdo com espécimes da
Colecdo Ictiologica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia das Aguas (ICTA-UFOPA). Os

espéecimes testemunho foram depositados na Colecéo Ictiologica do ICTA/UFOPA.

Parametros Ambientais
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Os igarapés foram classificados em 12, 22 e 32 ordem seguindo-se a escala de Horton
(Petts, 1994 apud Mendonca et al., 2005). Para a caracterizacdo dos ambientes e explicar
possiveis relacfes das ictiocenoses com as variaveis ambientais foram registrados dados sobre
a estrutura dos igarapés e de parametros fisico-quimicos da agua. As medidas foram feitas
antes do inicio de cada sessdo de coleta e foram registradas as seguintes variaveis estruturais:
1) velocidade da corrente; 2) largura média; 3) profundidade média; para detalhamento dos
protocolos adotados ver Mendonca et al. (2005) . As variaveis fisico-quimicas foram: 1)
potencial hidrogenibnico (pH); 2) temperatura (°C), medidas com equipamento portatil
HANNA HI 98128; e 3) oxigénio dissolvido, medida com o oximetro HOMIS, modelo YK —

22D0.

Anélise de dados

Os dados de abundancia de cada espécie foram utilizados para se estimar a riqueza
da ictiofauna local com base no estimador ndo paramétrico Jackknife de 1* ordem com auxilio
do programa EstimateS (Colwell, 2006). Uma analise de similaridade entre os igarapés foi
realizada a partir de uma matriz de presenca-auséncia utilizando-se o método de Jaccard com
auxilio do programa PAST (Hammer et al., 2001). As estimativas de diversidade foram

efetuadas através do indice de Simpson (1/D) com auxilio do programa Biodiversity PRO.

Resultados

Os parametros ambientais analisados sdo resumidos na Tabela 1. Nota-se que o0s
igarapés apresentam aguas acidas e frias com pH variando de 4.6 a 4.8 e temperaturas de 25.3
a 26.4 °C; em relagdo as variaveis fisicas os maiores valores de largura, profundidade e
velocidade da corrente foram obtidos no Ig. Sdo Bras, o que poderia ser explicado por sua

ordem de grandeza, pois se trata de um igarapé de terceira ordem.
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Foram capturados 836 individuos, distribuidos em 20 espécies (Fig. 2) pertencentes a
6 ordens, 14 familias e 20 géneros (Tabela 2 ). A curva acumulativa de espécies mostrou
tendéncia a assintota e a estimativa de riqueza indicou 23 espécies, evidenciando forte
eficiéncia da metodologia empregada para amostrar a diversidade da ictiofauna local (Fig. 3).
Com base na composicdo de espécies observou-se maior similaridade entre os igarapés UDV
e Sonrisal (Fig. 4). Em relacdo ao numero de espécies o igarapé Sdo Bras apresentou maior
riqueza, seguido pelo UDV e Sonrisal respectivamente, entretanto, a medida de diversidade

(Simpson 1/D) mostrou os maiores valores nos igarapés UDV e Sdo Braz (Tabela 3).

Tabela 1 — Valores médios de parametros ambientais em trés igarapés do baixo rio Tapajos,
PA. Largura (Larg), Profundidade (Prof.), velocidade da corrente (VC), taxas de oxigénio
dissolvido (Oy), potencial hidrogenidnico (pH) e temperatura (Tmp).

lgarapé Ordem Larg Prof. VC 0O, pH Tmp
(m) (cm) (m/s) (mg/L) (°C)

ubv 1° 1.29 34 0.23 10.4 4.61 25.3

Sonrisal 2 3.42 72 0.22 6.6 4.85 25.7

SdoBraz 3° 8.93 97 0.44 19.1 4.88 26.4
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Fig. 2: Espécies registradas no presente estudo: 1- Potamorrhaphis guianensis; 2- Copella
nigrofasciata; 3- Helogenes marmoratus, 4- Bryconops giacopinii; 5- Crenuchus spilurus; 6-
Hoplias malabaricus; 7- Aequidens tetramerus; 8- lguanodectes variatus; 9- Rivulus
dibaphus; 10- Microsternarchus bilineatus; 11- Apistogramma hippolytae; 12-
Hyphessobrycon heterorhabdus; 13- Gymnotus anguillaris; 14- Nannostomus marginatus; 15-
Hemigrammus vorderwinklery; 16- Gymnorhamphichthys petiti; 17- Tatia aff. dunni; 18-
Otocinclus vittatus; 19- Denticetopsis sp.; 20- Acestrorhynchus falcatus.



Tabela 2 — Composicdo e abundancia da

PA, baixo rio Tapajos.
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ictiofauna de trés igarapés da regido de Santarém-

Ordem/Familia/Espécies lg. UDV Ig. Sdo Braz  Ig. Sonrisal N
BELONIFORMES

BELONIDAE

Potamorrhaphis guianensis - Jardine, 1843 1 1
CHARACIFORMES

ACESTRORHYNCHIDAE

Acestrorhyncus falcatus - Bloch, 1794 1 1
CHARACIDAE

Bryconops giacopinii - Fernandez-Yépez, 1950 30 71 101
Hemigrammus vorderwinclery - Géry, 1963 47 4 51
Hyphessobrycon heterorhabdus - Ulrey, 1894 37 55 45 137
Iguanodectes variatus - Géry, 1993 24 87 111
CRENUCHIDAE

Crenuchus spilurus - Gunther, 1863 12 1 9 22
ERYTHRINIDAE

Hoplias malabaricus - Bloch, 1794 3 3 6
LEBIASINIDAE

Copella nigrofasciata - Meiken, 1952 54 51 55 160
Nannostomus marginatus - Eingemann, 1909 32 36 68
CYPRINODONTIFORMES

RIVULIDAE

Rivulus dibaphus - Myers, 1927 14 3 17
GYMNOTIFORMES

HYPOPOMIDAE

i/sl;ggosternarchus bilineatus - Fernandez-Yépez, 10 17 27
GYMNOTIDAE

Gymnotus anguillaris - Hoedeman, 1962 5 1 6
RHAMPHICHTHYIDAE

Gymnorhamphichthys petiti - Géry & Vu-Tan-Tug,

1964 3 3
PERCIFORMES

CICHLIDAE

Aequidens tetramerus - Heckel, 1840 56 15 7 78
Apistogramma hippolytae - Kullander, 1982 5 17 22
SILURIFORMES

AUCHENIPTERIDAE

Tatia aff. dunni - Kner, 1858 2 2
CETOPSIDAE

Denticetopsis sp. 2 2
Helogenes marmoratus - Gunther, 1863 3 1 4
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Tabela 2 — Continuacao.
LORICARIIDAE
Otocinclus vittatus - Regan, 1904 17 17
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Fig. 3: Curva acumulativa de espécies em funcdo de esforco amostral padronizado em trés
igarapés do baixo rio Tapajdés. As amostras dos igarapés UDV, Sdo Braz e Sonrisal foram

agrupadas e a riqueza estimada pelo método Jackknife de 12 ordem.
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Fig. 4: Rela¢des de similaridade com base na composicao de espécies entre os igarapés UDV

(12 ordem) e Sonrisal (22 ordem) e S&o Braz (3? ordem).

Tabela 3: Medidas de riqueza e diversidade em trés igarapés do baixo rio Tapajos, PA.

Igarapés
UDV SadoBraz Sonrisal
Espécies 12 16 10
Individuos 255 268 313

indice de Simpson (1/D) 6.984 6.936 5.404
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Os Characiformes apresentaram maior dominancia com nove espécies, representando
45% do numero total de espécies e 75.5% dos individuos coletados. Em sequéncia ficaram
Siluriformes (4 espécies) e Gymnotiformes (3 espécies) como segundo e terceiro maiores

grupos, respectivamente (Fig. 5).
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Fig. 5: Propor¢do do nimero de Espécies por Ordem da ictiofauna de trés igarapés da regido

do baixo rio Tapajds, PA.

As espécies com maior abundéncia nos igarapés analisados foram Hyphessobrycon
heterorhabdus, Copella nigrofasciata, Iguanodectes variatus e Bryconops giacopinii. Tais
espécies representaram juntas quase 61% dos peixes coletados, sendo Copella nigrofasciata a
espécie que apresentou maior abundancia.

Apenas quatro espécies foram encontradas em todos os igarapés, Hyphessobrycon
heterorhabdus, Crenuchus spilurus, Copella nigrofasciata e Aequidens tetramerus. Do total
de espécies, seis foram encontradas exclusivamente no igarapé S&o Braz, de terceira ordem.
Essas espécies representam seis familias de quatro ordens (Tabela 2). Os igarapés de 12 e 22

ordem (UDV e Sonrisal) ndo apresentaram espécies exclusivas. Ressalta-se ainda que, das
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espécies mais abundantes, Iguanodectes variatus e Bryconops giacopinii ocorreram em
apenas dois dos ambientes analisados. Como esperado para igarapés, grande parte dos
espécimes apresentou tamanho reduzido (<10 centimetros), apenas um exemplar de Hoplias

malabaricus e outro de Acestrorhyncus falcatus apresentaram tamanhos superiores.

Discussao

A riqueza observada nos igarapés da regido de Santarém (20 espécies), presente
estudo, foi menor do que tem sido registrado em igarapés de mesma ordem da Reserva
Adolpho Ducke, que varia entre 40 e 50 espécies (Mendonca et al., 2005; Espirito Santo et
al., 2011). Tal variacdo poderia indicar um grande contraste entre as assembleias de peixes
entre igarapés da Amazonia central, regido de Manaus e do baixo Amazonas, regido de
Santarém; porém, é importante considerar que a menor riqueza dos igarapés da regido de
Santaréem pode ser explicada por outros fatores, tais como, o menor esforco amostral
empregado e por estarem situados as proximidades de uma rodovia estadual e acessiveis a
populacdo local que os utiliza para diversas finalidades, tais como balnearios e criacdo de
peixes (tambaqui).

A riqueza observada nos igarapés presente estudo assemelha-se ao encontrado em
igarapés da area urbana de Manaus (Anjos, 2008). Segundo 0 mesmo autor, o desmatamento e
crescimento urbano desordenado sdo responsaveis por desencadear um complexo processo de
alteracdo nos ecossistemas de igarapés que se estendem desde a modificacdo da estrutura
fisica dos corpos d’agua, alteragdo dos parametros fisico-quimicos da dgua e da estrutura das
comunidades ictiicas, levando a diminuicdo da riqueza e possibilitando a introducdo de

espécies exoticas e invasoras.

Ao contrario do que foi observado em igarapés alterados da regido de Manaus, em

que houve grande diminuicdo de Characiformes e aumento de Siluriformes, 0s igarapés
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analisados no presente estudo mostraram dominancia de Characiformes; um padrdo esperado
para riachos neotropicais e também observado nos igarapés conservados da regido de Manaus
(Anjos, 2008). Portanto, embora haja evidéncias de alteracdo ambiental nos igarapés de Alter
do Chao, presente estudo, os mesmos ainda apresentam caracteristicas ecoldgicas da

composicdo ictiofaunistica que se assemelham ao padrdo esperado em ambientes conservados.

E esperado que a composicdo da ictiofauna de tributarios de primeira ordem seja
diferente daquela dos riachos de maior ordem, ocorrendo maior riqueza em igarapés de maior
ordem (Araudjo-Lima et al., 1999; Anjos & Zuanon et al., 2007). Uma vez que os trés igarapés
receberam igual esforco de pesca, a variacdo do nimero de espécies observada entre o igarapé
Sao Braz (16 espécie) e os igarapés UDV e Sonrisal (12 e 10 espécies, respectivamente) é
explicada em virtude da maior capacidade de suporte do primeiro, que se trata de um igarapé

de 32 ordem, em relacdo aos outros igarapés de menor ordem.

Mesmo sendo os mais distantes entre si, e pertencam a diferentes microbacias, 0s
igarapes de menor ordem UDV e Sonrisal mostraram maior similaridade quanto a composi¢ao
de espécies, enquanto que o igarapé Sdo Braz mostrou-se mais diferenciado. Esse padrdo
resultou do compartilhamento de oito espécies entre os igarapés de 12 e 22 ordem e pela

ocorréncia de seis espécies exclusivas do igarapé de 32 ordem.

Em estudos realizados por Araujo-Lima et al. (1999), Mendonc¢a (2002) e Anjos
(2005) também foram observadas diferencas na ocorréncia de espécies em relacdo ao tamanho
estrutural dos igarapés, seja pela presenca ou auséncia das mesmas ou pela mudanga em
relacdo ao tamanho corporal destas em igarapes de maior ordem. Assim, a exclusividade das
especies observadas apenas no igarapé Sdo Braz pode ser explicada pela relacdo entre a
ocorréncia de maior riqueza de espécies em igarapes de maior ordem (Lowe-McConnell,

1999) e a possivel limitacdo que as menores dimensoes fisicas dos riachos de menor ordem



33

podem impor sobre a ocorréncia de peixes de maior porte (Anjos 2005) — como

Acestrorhyncus falcatus, espécie observada apenas nesse igarape.

Os igarapés sdo ambientes de 4gua doce que possuem ictiofauna ricas e diferenciadas
dos rios principais. Esses ambientes sdo susceptiveis a degradacdo devido a efeitos
antropogénicos oriundos do desmatamento e urbanizagdo desordenada (Silva, 1995; Anjos,
2008). Os igarapés investigados na regido de Santarém mostraram sinais de perturbacdo na
composi¢do da comunidade de peixes local que podem estar associados a efeitos antropicos
do uso dos igarapés pelas populacfes locais. Estudos adicionais sdo necessarios para se
avaliar os impactos da alteracdo ambiental no entorno dos igarapés sobre a estrutura das
comunidades ictiicas. Adicionalmente, enfatizamos a caréncia de dados sobre igarapés
urbanos e periurbanos da regido amazénica e a necessidade de politicas efetivas de

monitoramento e protecao da biodiversidade nesses ambientes.
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Titulos das Tabelas

Tabela 1 — Valores médios de parametros ambientais em trés igarapés do baixo rio Tapajos,
PA. Largura (Larg), Profundidade (Prof.), velocidade da corrente (VC), taxas de oxigénio
dissolvido (Oy) potencial hidrogenionico (pH) e temperatura (Tmp).

Tabela 2 — Composicdo e abundancia da ictiofauna de trés igarapés da regido de Santarém-
PA, baixo rio Tapajos.

Tabela 3: Medidas de riqueza e diversidade em trés igarapés do baixo rio Tapajds, PA.

Legendas das Figuras

Fig. 1. Mapa de localizacdo da area de estudo na margem direita do rio Tapajos nas
proximidades de Santarém e Alter do Chdo, estado do Para, Brasil. Areas coloridas em
amarelo correspondem as microbacias dos Igarapés UDV (1) e Sdo Braz (2) e do lgarapé
Sonrisal (3). Os circulos em vermelho representam as areas urbanas de Santarém (S) e Alter
do Chéo (AC). Linhas tracejadas indicam as rodovias principais.

Fig. 2: Espécies registradas no presente estudo: 1- Potamorrhaphis guianensis; 2- Copella
nigrofasciata; 3- Helogenes marmoratus, 4- Bryconops giacopinii; 5- Crenuchus spilurus; 6-
Hoplias malabaricus; 7- Aequidens tetramerus; 8- lguanodectes variatus; 9- Rivulus
dibaphus; 10- Microsternarchus bilineatus; 11- Apistogramma hippolytae; 12-
Hyphessobrycon heterorhabdus; 13- Gymnotus anguillaris; 14- Nannostomus marginatus; 15-
Hemigrammus vorderwinklery; 16- Gymnorhamphichthys petiti; 17- Tatia aff. dunni; 18-
Otocinclus vittatus; 19- Denticetopsis sp.; 20- Acestrorhynchus falcatus.

Fig. 3: Curva acumulativa de espécies em funcdo de esforco amostral padronizado em trés
igarapés do baixo rio Tapajdés. As amostras dos igarapés UDV, Sdo Braz e Sonrisal foram
agrupadas e a riqueza estimada pelo método Jackknife de 12 ordem.

Fig. 4: Rela¢des de similaridade com base na composicéo de espécies entre os igarapés UDV
(12 ordem) e Sonrisal (22 ordem) e S&o Braz (3? ordem).

Fig. 5: Proporgdo do nimero de Espécies por Ordem da ictiofauna de trés igarapés da regido

do baixo rio Tapajos, PA.
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Resumo

A ferramenta DNA barcoding é largamente utilizada na identificagdo taxonémica de espécies
de peixes, sejam marinhos ou de agua doce. O uso de DNA barcoding pode ser Gtil no avanco
do conhecimento da ictiofauna em regides altamente diversas, tais como a bacia Amazonica.
No presente trabalho analisamos DNA barcoding (COI) de peixes de quatro igarapés da
regido do baixo rio Tapajos visando a caracterizacdo molecular das espécies registradas. Das
28 espécies registradas foram obtidas 69 sequencias de DNA barcoding representativas de 12
espécies. A distancia intraespecifica variou de 0 a 18.2%. As espécies Hyphessobrycon
heterorhabdus, Bryconops giacopinii, Aequidens tetramerus apresentaram distancias
intraespecificas médias acima de 2%. Tal variacdo pode ser explicada por erro de
identificacdo taxondmica com base na morfologia ou pela presenca de espécies cripticas nas

amostras.

Palavras-chave: bacia amazonica, igarapés, DNA barcoding, rio Tapajos
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Introducéo

A bacia amazonica possui uma complexa rede de pequenos riachos, localmente
conhecidos como igarapés, que cortam as florestas e abrigam uma ictiofauna bem
diferenciada, daquela encontrada nos canais principais. Nos igarapés observa-se a
predominancia de espécies endémicas, de pequeno porte e que sdo bem menos conhecidas ou
estudadas que as espécies amazénicas de maior valor comercial (Lowe-McConnell, 1999).

Em geral, a ictiofauna da bacia amazbnica € dominada por representantes da
superordem Ostariophysi, com 85% das espécies, das quais os Characiformes sdo o grupo
mais abundante (43%), seguido por Siluriformes (39%) e Gymnotiformes (3%). Vérios
autores consideram deficiente o nivel de conhecimento sobre a ictiofauna em ambientes
fluviais de pequeno porte, como os igarapés (Castro, 1999; Anjos & Zuanon, 2007) e a cada
ano, novas espécies de agua doce estdo sendo descritas para essa regido (Oliveira et al., 2010;
Maxime et al., 2011; Ribeiro et al., 2011).

Os ecossistemas de dgua doce representam apenas 0.8% da superficie terrestre, mas
abrigam uma enorme biodiversidade. Estima-se que proporcionalmente a perda de
biodiversidade é maior nos ecossistemas de agua doce em comparacdo com ecossistemas
terrestres e oceénicos. Adicionalmente, ecossistemas de &gua doce tém recebido menores
esforcos de conservacdo em larga escala e um dos principais fatores diagnosticados como
causadores desse quadro é o baixo nivel de informacdo sistematizada sobre a distribuicdo das
espéecies de peixes (Abell et al., 2008). Portanto, considerando-se que a bacia amazénica
abriga um elevado nimero de espécies endémicas, e que 0s atuais processos de alteracao
ambiental ocasionam riscos a biodiversidade aquatica, as estratégias de conservagdo
necessarias para proteger a biodiversidade e mitigar os impactos oriundos das atividades
antropogénicas demandam por uma base primaria de dados sobre a taxonomia e distribuicao
das espécies.

A identificacdo taxonbmica de espécies biolégicas com base em caracteres
morfoldgicos, geralmente, € um processo lento que requer a analise por um especialista no
tdxon. Diante da necessidade de prover rapidamente informagdes basicas sobre a
biodiversidade visando a conservacao das espécies foi adotada a metodologia de identificacdo
molecular baseada em um marcador genético denominada de DNA barcoding (Herbert et al.,
2003).
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As anélises de sequéncias de DNA tém sido usadas por 30 anos para auxiliar a
identificacdo de espécies, no entanto, diferentes sequéncias sdo usadas em diferentes grupos
taxonémicos e em diferentes laboratérios (Ward et al., 2005). O DNA barcoding, proposto
por Hebert et al. (2003), tem sido largamente utilizado como uma poderosa ferramenta
padronizada para a identificagdo, tendo como principal pressuposto de sua eficicia a
verificacdo de que a distancia genética intraespecifica deve ser menor do que a distancia
genética interespecifica (WARD et al., 2008). Em animais, a regido que foi padronizada como
etiqueta molecular é um segmento de 650 pares de bases da regido 5° do gene mitocondrial da
Citocromo Oxidase subunidade | (COl). Este marcador DNA barcoding ja demonstrou alta
eficiéncia na identificacdo taxondmica de diferentes grupos, como aves (Kerr et al., 2007),
mamiferos (Borisenko et al., 2007), insetos (Hebert et al., 2004) e peixes (Steinke et al.,
2009).

O Fish-BOL (Fish Barcode of Life Initiative) criado com o intuito de se estabelecer
uma biblioteca de referéncias de barcodes de DNA para todas as espécies de peixes derivadas
de espécimes testemunhos (vouchers) com confiavel identificacdo taxonémica, apresenta em
seu proprio website (acessado em 15.07.2013), um total de 88757 barcodes de espécimes
realizados, sendo 9769 espécies com seus barcodes gerados, e dentre estas, 1935 sdo espécies
que ainda ndo possuem uma descricao.

No presente trabalho utilizamos o DNA barcoding para investigar a diversidade
taxonémica da ictiofauna de quatro igarapés da bacia do rio Tapajés, visando a caracterizacdo
molecular desse componente da biodiversidade amazonica e criando subsidios para a

conservacao das espécies de peixes de igarapé.

Materiais e métodos
Amostragem

No periodo de janeiro a setembro de 2012 foram realizadas oito coletas para captura
de peixes em quatro igarapés da regido do rio Tapajés (Figura 1). O igarapé Sdo Braz foi
amostrado em trés coletas, enquanto que os igarapés UDV e Sonrisal duas e o igarapé Branco
uma. As coletas foram realizadas em parcelas aquéticas delimitadas em 50m e as capturas
foram feitas com redes de cerco e peneiras seguindo protocolo descrito por Mendonga et al.
(2005).
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Os espécimes testemunho foram fixados em formol 10% e preservados em etanol a
70%. A identificacdo taxondmica foi executada por taxonomista especializado com o auxilio
de chaves de identificacdo. De cada exemplar coletado foi obtida fotografia e amostras de
tecido muscular preservadas em etanol 96GL. Os espécimes testemunho (vouchers) foram
depositados na Colecdo Ictiologica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia das Aguas —
ICTA/UFOPA sob os nimeros de acesso: UFOPA-1-336 a UFOPA-1-404.

P
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Figura 1: Mapa de localizacdo dos sitios de coleta de peixes de igarapés da bacia do rio

Tapajés associados a sequencias de DNA barcoding depositadas no BOLD.

Extracdo de DNA gendmico, PCRs e sequenciamento de DNA barcodes

As amostras de tecido foram processadas com o kit PHIRE Animal Tissue Direct
PCR (ThermoScientific) seguindo as instrucdes do fabricante.

O DNA barcode, fragmento 5’ do gene mitocondrial COI, foi amplificado por reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) pelo método direct-PCR utilizando-se os primers FishF1-
5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3’; FishR1-
5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3’ (Ward et al., 2005). As reagdes foram

constituidas em volume de 20ul contendo: 6,6ul de agua ultrapura, 1pl de DNA gendmico,
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10pl de tampédo de PCR 2X PHIRE, 1pl de cada primer a 5uM, 0,4ul de PHIRE Hotstart
DNA polimerase.

O programa de reagdo foi estabelecido como segue: 98°C de desnaturagdo inicial por
5 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 98°C por 5 segundos, anelamento a 60°C
por 5 segundos e extensdo a 72°C por 20 segundos, e 1 ciclo de extensio final a 72°C por 1
minuto. Ao final da amplificacdo, os fragmentos de COIl foram examinados em gel de
Agarose 0.8% corados com GelRed (Biotium-Uniscience). Os produtos de reacdes positivas
foram purificados usando-se o reagente Exosap-it (Invitrogen).

Na reagdo de sequenciamento usamos o primer FishFl, seguindo-se o método
didesoxiterminal de Sanger utilizando-se o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems) e as sequencias foram analisadas por eletroforese capilar no

sequenciador automatico ABI3500XL (Applied Biosystems).

Anélise de dados

As sequencias foram inspecionadas com auxilio do programa GeneiousPro 4.8.5
(Biomatter Ltd.) para selecdo das reads com alta qualidade e descarte das sequencias de baixa
qualidade. As sequencias foram alinhadas automaticamente com auxilio do programa
ClustalW implementado no BioEdit (Hall, 1999) utilizando-se uma sequencia barcode
padronizada de Hoplias malabaricus baixada do genbank (HM405124.1 — gi300198988). A
ocorréncia de insercdes/delecdes e cddons de parada prematuros, assim como a correta caixa
de leitura foram inspecionadas e editadas manualmente com auxilio do programa
GeneiousPro.

As planilhas padronizadas de metadados, as fotografias dos vouchers, os trace files e

as sequencias editadas foram depositadas no repositério BOLD (www.boldsystems.org)

associadas ao projeto Peixes de igarapés da bacia do Tapajés (IGTAP). As sequencias foram
analisadas com auxilio das ferramentas do BOLD (Taxon IDTree, Distance Summary e
Barcode Gap analysis). Para a reconstrucdo filogenética e calculo das distancias genéticas
utilizamos o modelo evolutivo Kimura-2-parametros. As demais analises foram realizadas
através do programa MEGA versdo 5 (Tamura et al., 2011) usando o modelo Kimura-2-
parametros com método bootstrap em 1000 replicas.

Resultados


http://www.boldsystems.org/
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Foram obtidos 69 COI barcodes de 12 espécies representantes de oito familias.
Todas as sequencias amplificadas foram maiores que 600 nucleotideos e ndo se observou
insercOes/delecdes ou cddons de parada (stop codons). As tentativas de amplificacdo em
amostras de Nannostomus marginatus foram mal sucedidas. Das 12 espécies analisadas
somente trés j& possuiam DNA barcodes depositadas em repositérios publicos, Aequidens
tetramerus, Hoplias malabaricus e Otocinclus vittatus.

Todas as espécies formaram grupos bem delimitados pelo método de agrupamento de
vizinhos, com excecdo de Hyphessobrycon heterorhabdus que incluiu um individuo de
Hemigrammus sp.n. As espécies mostraram ramos pouco profundos exceto em Bryconops
giacopinii, Aequidens tetramerus e H. heterorhabdus (Figura 2). A distancia intraespecifica
foi avaliada em 10 espécies (n=67) e mostrou o valor minimo de 0.0 em lIguanodectes
variatus, Gymnotus coropinae e Microsternarchus bilineatus, valor médio de 4.78% e
maximo de 18.229%, o erro padrdo foi de 0.02% em 330 comparagcfes. A andlise de
barcoding gap revelou trés espécies com distancias intraespecificas médias acima de 2%,
sendo que entre elas apenas H. heterorhabdus mostrou auséncia de barcoding gap em relagédo
ao vizinho mais proximo (Hemigrammus sp. n.) visto que a distancia intraespecifica maxima
em H. heterorhabdus (17.16%) superou a distancia para o vizinho mais préximo (14.98%),
Tabela 1.

Tabela 1: Espécies com distancias intraespecificas médias e maximas >2% no marcador DNA
barcode COIl em peixes de igarapé da bacia do Tapajoés. D=distancia, NE=espécie vizinha

mais proxima, NN=individuo vizinho mais préximo.

- L Dintra  Dintra D
Familia Espécie (med)% (max)% (NN)% NE NN

Characidae Bryconops 738 1823  19.68 Hoplias — 1GTAPOGS-
giacopinii malabaricus 13

. Hyphessobrycon Hemigrammus  IGTAPO60-
Characidae heterorhabdus 7.67 17.16  14.98 sp. N 13

Cichlidae Aequidens 609 1205 2124  Oymnows - IGTAPOG2-
tetramerus coropinae 13

O grupo Hyphessobrycon heterorhabdus, incluindo Hemigrammus sp.n, evidencia
quatro linhagens claramente divergentes com elevada distancia genética (Tabela 2); uma delas
¢ formada pelo espécime unico de Hemigrammus sp.n, enquanto que as outras trés sdo
constituidas por individuos do igarapé Sdo Braz, do igarapé Branco e o ultimo clado resultou

da associacao de individuos dos igarapés Sonrisal e UDV (Figura 2). A comparac¢do do grupo
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Hyphessobrycon-Hemigrammus com sequencias barcode de Hyphessobrycon santae, H.
bifasciatus, H. eques obtidas do genbank/BOLD (HM405126; HM422469; AAC1024,
AAC7094, AA06235, ABY4383, AAX1888, AAC8988, AAX1886, respectivamente)
resultou uma topologia semelhante ao padrdo de agrupamento observado na figura 2,

indicando uma clara divergéncia entre esse grupo e as espécies de referéncia.

Tabela 2: Distancias genéticas médias entre as linhagens evidenciadas no grupo

Hyphessobrycon-Hemigrammus.

Grupo Distancia (K2P)

Branco

Sonrisal 0.090

Hemigrammus sp. n 0.133  0.138

Séo Bréz 0.145 0.149 0.133

ubv 0.086 0.005 0.139 0.150

O clado formado pelos espécimes de Bryconops giacopinii mostra uma nitida
separacgdo entre individuos do igarapé Sonrisal e do igarapé Sao Braz cuja distancia média foi
de 15.7%. Uma comparacdo das sequencias DNA barcode de B. giacopinii, presente estudo,
com sequencias de B. affinis e Bryconops sp. obtidas do genbank (HM405071; HM562853,
respectivamente) mostrou que os espécimes do igarapé Sonrisal agruparam com B. affinis,
enguanto que os do igarapé Sdo Braz associaram-se com Bryconops sp. (Figura 3).

Os DNA barcodes de individuos identificados como Aequidens tetramerus foram
comparados com sequencias de A. tetramerus e A. diadema, obtidas do genbank (EU888037;
GU817291, respectivamente). Dos quatro exemplares analisados no presente trabalho, apenas
um (LGB#P-115) mostrou maior afinidade filogenética com A. tetramerus, enquanto que 0s

demais (LGB#P-114, 116 e 117) agruparam mais proximo de A. diadema (Figura 4).

Discussao

A utilizacdo do barcoding como ferramenta de identificagdo € bem sucedida em
diversos trabalhos com peixes, sejam marinhos (Ward et al, 2009) ou de &gua doce (Ortiz,
2010), com grande eficiéncia na associacdo entre a identificacdo morfoldgica e a molecular,
sendo a ocorréncia do barcoding gap uma das premissas dessa técnica para a determinacao da

identificacdo de uma espécie, onde a distancia intraespecifica deve ser menor que a
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interespecifica. A distancia intraespecifica minima de 3,5% em peixes, segundo Ward et al.,
(2009), também € adotada na delimitacao de especies.

A elevada divergéncia intraespecifica observada nas espécies Bryconops giacopinii,
Aequidens tetramerus e Hyphessobrycon heterorhabdus poderia ser explicada por trés
hipoteses: 1) as linhagens sdo muito antigas e teriam acumulado uma alta variagdo molecular;
2) 0 padrdo observado poderia ter resultado de erro de identificacdo taxondmica a partir dos
caracteres morfologicos e 3) esses grupos poderiam incluir representantes de espécies novas
ainda desconhecidas da ciéncia.

Apesar da metodologia DNA barcoding apresentar uma elevada taxa de acerto
quando confrontada com o método tradicional baseado em morfologia, divergéncias entre a
identificacdo morfologica e a molecular tem sido observados e sdo relatados em outros
trabalhos (Rock et al., 2008; Ortiz, 2010; Lara et al., 2011).

Considerando que os peixes de igarapés amazénicos sdo pouco conhecidos e que
novas espécies estdo sendo descritas a cada ano, grupos cuja taxonomia é bastante discutida,
tal como Characiformes, devem passar por revisdes taxonémicas modernas levando em conta
a variabilidade molecular (Oliveira et al., 2013).

As divergéncias observadas entre as sequencias de Bryconops giacopinii dos
igarapés Sao Bras e Branco/Sonrisal sugerem nova revisdo na morfologia desses espécimes
para que ocorra maior certeza na identificagdo dos mesmos, visto que a partir dos resultados
apresentados aqui, ha grande possibilidade de que as sequéncias tratam espécies diferentes de
Bryconops. Da mesma maneira, a similaridade entre as espécies de Aequidens tetramerus com
as demais sequencias obtidas no genbank e os dois clado formados, sugerem a ocorréncia de
mais de uma espécie.

Em H. heterorhabdus, os resultados apresentaram alta separacéo entre os individuos
analisados, de acordo com os locais onde foram coletados, demonstrando alta variacdo
nucleotidica dentro dessa mesma espécie. Os espécimes do Sdo Bras apresentaram ainda
maior similaridade com a espécie Hemigrammus sp.n. Analises mais detalhadas devem ser
realizadas nesse grupo, afim de que haja maior certeza se verdadeiramente tratam-se de
diferentes espécies ou se Hyphessobrycon heterorhabdus pode ser considerada uma espécie

com alta variacdo nucleotidica nos ambientes analisados.
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%
rApistogmmma hippolytae|[GTAP050-13|LGB#P-110|Igarape Sonrisal

IApiﬂogmmma hippolytae[IGTAP049-13|LGB#P-109|Igarape Sonrisal

I guanodectes variatus|GTAPO07-13/LGB#P-67|lgarape Sonrisal

| guanodectes variatus IGTAPO0S-13|LGB#P-68|lgarape Sonrisal
Iguanodectes variatus [GTAP009-13|L.GB#P-69|Igarape Sonrisal
Iguanodectes variatus IGTAPO10-13[LGB#P-70|Igarape UDV
Iguanodectes variatusIGTAPO11-13|LGB#P-71|Igarape UDV
Iguanodectes variatus/[GTAP012-13|L.GB#P-72|lgarape Sonrisal
Iguanodectes variatus [GTAPO13-13]LGB#P-73|Igarape Sonrisal
Iguanodectes variatus/IGTAPO14-13|L.GB#P-74|Igarape UDV
Iguanodectes variatus |GTAP002-13|LGB#P-62|Igarape UDV
Iguanodectes variatusIGTAPO03-13]LGB#P-63|lgarape Sonrisal
Iguanodectes variatus |GTAP004-13|L.GB#P-64|Igarape Sonrisal
Iguanodectes variatus/ |GTAP003-13|LGB#P-65|lgarape UDV
Ig lectes variatusIGTAP0O06-13|LGB#P-66|lgarape UDV

Iguanodectes variatus IGTAPO01-13].GB#P-61|lgarape Sonrisal

gBryconops giacopiniiIGTAP022-13|LGB#P-82/Igarape Sonrisal

Bryconops giacopiniilGTAP020-13|LGB#P-80/Igarape Sonrisal

Bryconops giacopinii IGTAP016-13(L.GB#P-76/lgarape Sonrisal

Bryconops giacopiniillGTAPO15-13|LGB#P-75/Igarape Sonrisal
Bryconops giacopiniiI[GTAP019-13(L.GB#P-79|Igarape Sonrisal
Bryconops giacopiniiIGTAP021-13|LGB#P-81Igarape Sonrisal
FBryconops giacopinii lGTAPO18-13|LGB#P-78|Igarape Sonrisal
I Bryconops giacopiniilGTAP017-13]LGB#P-77|lgarape Sonrisal

_ = Bryconops giacopinii||GTAP026-13|L.GB#P-86|Igarape Branco
Bryconops giacopiniiIGTAP023-13|LGB#P-83|Igarape Sao Bras

|Hr_\conops giacopiniilGTAP024-13|LGB#P-84/Igarape Sao Bras

Bryconops giacopinii IGTAP025-13|LGB#P-85|Igarape Sao Bras

—Copella nigrofasciataIGTAP045-13|LGB#P-105|Igarape UDV
Copella nigrofasciatal IGTAP046-13(L.GB#P-106/Igarape Sao Bras
Copella nigrofasciata| IGTAP044-13|LGB#P-104|Igarape UDV
Copella nigrofasciata[GTAP048-13|L.GB#P-108|Igarape Sonrisal
'Copella nigrofasciatal|GTAP047-13|LGB#P-107|Igarape UDV

Hoplias malabaricus||GTAP067-13|LGB#P-127|Igarape Branco

[l Toplias malabaricus/IGTAP064-13|L.GB#P-124{Igarape Branco
‘Hoplias malabaricus/IGTAP069-13|LGB#P-129|Igarape Branco

Hoplias malabaricus||GTAP066-13|LGB#P-126|lgarape Branco
Hoplias malabaricus/IGTAP068-13|LGB#P-128|Igarape Branco
Hoplia

malabaricus/IGTAP065-13|LGB#P-125|Igarape Branco
Acquidens tetramerus|IGTAP0S55-13|LGB#P-115|Igarape Branco
r Acquidens tetramerus|IGTAP057-13|LGB#P-117|Igarape Sonrisal
Aequidens tetramerus|{IGTAP054-13|LGB#P-114|Igarape UDV
Acquidens tetramerus|IGTAP056-13|LGB#P-116|Igarape Sonrisal
Gymnotus coropinae|IGTAP062-13|L.GB#P-122(Igarape Branco
lemnolus coropinae/IGTAP061-13|LGB#P-121|Igarape Branco

bl

phichthys petiti|IGTAP063-13[LGB#P-123]Igarape Branco
(Microsternarchus bilineatusIGTAP052-13|LGB#P-112|Igarape Sonrisal
Mi hus bilineatus/IGTAP053-13|LGB#P-113|Igarape Sonrisal
Microsternarchus bilineatus IGTAPOS1-13[LLGB#P-111|Igarape Sonrisal
Otocinclus vittatus|IGTAP058-13|LGB#P-118|Igarape Sao Bras

lotocinclus vittatus|IGTAP059-13|LGB#P-119|lgarape Sao Bras

Hemigra s sp. n|IGTAP060-13|L.GB#P-120|Igarape Branco

_| jHyphessobrycon heterorhabdus/IGTAP032-13|LGB#P-92|Igarape Sao Bras

1
Gymnor

IH) phessobrycon heterorhabdus/IGTAPO31-13|LGB#P-91|Igarape Sao Bras

Hyphessobrycon heterorhabdus|IGTAP027-13|L.GB#P-87|Igarape Sonrisal

Hyphessobrycon heterorhabdus|IGTAP036-13|LGB#P-96|Igarape Sonrisal

Hyphessobrycon heterorhabdus|IGTAPO38-13|LGB#P-98|Igarape Sonrisal

Hyphessobrycon heterorhabdus|IGTAP034-13|LGB#P-94|Igarape Sonrisal
Hyphessobrycon heterorhabdus/IGTAP039-13[LGB#P-99 Igarape UDV
Hyphessobrycon heterorhabdus/IGTAP030-13|LGB#P-90/Igarape UDV
Hyphessobrycon heterorhabdus|IGTAP035-13|L.GB#P-95|Igarape Branco

Hyphessobrycon heterorhabdus{IGTAP041-13|LGB#P-101|Igarape Branco
Hyphessobrycon heterorhabdusIGTAP043-13|LGB#P-103|Igarape Branco
Hyphessobrycon heterorhabdus|IGTAP040-13]L.GB#P-100|Igarape Branco

Hyphessobrycon heterorhabdus/IGTAP033-13|LGB#P-93|Igarape Branco

[yphessobrycon heterorhabdus/ IGTAP029-13|LGB#P-89/Igarape Branco
Hyphessobrycon heterorhabdus|IGTAP042-13|LGB#P-102|Igarape Branco
Hyphessobrycon heterorhabdus|IGTAP037-13|L.GB#P-97/Igarape Branco
Hyphessobrycon heterorhabdus{IGTAP028-13|L.GB#P-88 Igarape Branco

Figura 2: Arvore Neighbour-Joining das sequéncias de COI das 12 espécies obtidas, gerada a
partir da ferramenta Taxon IDTtree. As cores indicam diferentes agrupamentos familiares.
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— LGB*P-T8|BRE6E035110CONIBRAGF MSP3-7

— LGB*P-86|BRB6E035110CO09BRAGF MSP3-12

45| LGB"P-75|BRBEE035110CO09BRAGE MSP3-11

LGB*P-81|BRB68035110CO09BRAGF MSP3-3

52[ | GB*P-79|BRBE8035110C009BRAGF MSP3-8

LGB*P-76|IBRBEE03S110CONIBRAGF MSP3-2

L LGB*P-77|BRBEE035110CO0SBRAGF MSP34
LGB"P-82|BRBEE035110CO0IBRAGE MSP3-3

EJ LGB*P-80IBRBE8035110CO0IBRAGF MSP3-1

Bryconops affinis

100

a0

Bryconops sp.

LGB*P-85|BRBE8035110CO09BRAGF M3P3-13
‘LGB*P—BdIEIRE]EBMEﬁUCOUBEIRAGF MSP3-15
LGB*P-53|BRBGS035110CC09BRAGF MSP3-14

mn‘

—
0.02

Figura 3: Arvore Neighbour-Joining do grupo Bryconops giacopinii comparado com
espécies congéneres cujas sequencias DNA barcoding foram obtidas do Genbank. Os valores

nos ramos indicam o suporte de Bootstrap.

40— LGB*P-117|BRBE8035110CO09BRAGF MSP104
100' LGB*P-114|BRB68035110CO09BRAGF M3P10-11
LGB*P-116|BRBE8035110CO0IBRAGF MSP10-3

Aequidens diadema

I—Aequidens tetramerus
1001 LGB*P-115|BRBEE035110CO09BRAGF MSP10-20

0.0
Figura 4: Arvore Neighbour-Joining do grupo Aequidens tetramerus comparado com

espécies congéneres cujas sequencias DNA barcoding foram obtidas do Genbank. Os valores

nos ramos indicam o suporte de Bootstrap.
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O ntmero de espécies e de individuos analisados impedem conclusfes mais precisas
e maiores inferéncias nos grupos analisados, no entanto, servem de base para posteriores
estudos nesse grupo de animais nos mesmos ou em ambientes similares, visto que, 0s dados
aqui apresentados demonstram a riqueza de informacbes obtidas em ambientes pouco
analisados.

O uso de DNA barcoding no estudo da ictiofauna brasileira encontra-se em sua fase

inicial a partir da implantacdo da rede BrBOL (www.brbol.org.br). Espera-se que nos

préximos anos ocorra um rapido avango do conhecimento sobre a diversidade ictiofaunistica
do Brasil em fungdo da adogdo dos métodos baseado em identificacdo molecular. Para maior
clareza do status taxonémico dos exemplares aqui relatados nos grupos Bryconops, Aequidens
e Hyphessobrycon séo necessarias a ampliacdo da base de dados moleculares (DNA barcodes)

assim como a criteriosa revisao dos caracteres diagnosticos de cada grupo.

Concluséo

Das espécies analisadas, apenas Bryconops giacopinii, Hyphessobrycon
heterorhabdus e Aequidens tetramerus ndo se apresentaram como uma Unica espécie atraveés
da identificacdo molecular por meio do barcoding. Tais espécies necessitam ser averiguadas
com maior acuracia tanto em sua identificacdo morfoldgica quanto em relacdo as anélises

moleculares, no caso, por meio do barcoding.
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de

no

Material suplementar: Relacdo das amostras de tecido e voucher espécimes de peixes

igarapées da bacia do rio Tapajds associadas a sequencias de DNA barcode depositadas

BOLD.

No. | Sample ID Field ID Museum ID Espécies Exact Site
1 LGB#P-61 Msp 1-5 UFOPA-I-336 Iguanodectes variatus Igarapé Sonrisal
2 LGB#P-62 Msp 1-15 UFOPA-I-337 Iguanodectes variatus Igarapé UDV
3 LGB#P-63 Msp 1-8 UFOPA-I-338 Iguanodectes variatus Igarapé Sonrisal
4 LGB#P-64 Msp 1-9 UFOPA-I-339 Iguanodectes variatus Igarapé Sonrisal
5 LGB#P-65 Msp 1-14 UFOPA-I-340 Iguanodectes variatus Igarapé UDV
6 LGB#P-66 Msp 1-19 UFOPA-I-341 Iguanodectes variatus Igarapé UDV
7 LGB#P-67 Msp 1-3 UFOPA-I-342 Iguanodectes variatus Igarapé Sonrisal
8 LGB#P-68 Msp 1-10 UFOPA-I-343 Iguanodectes variatus Igarapé Sonrisal
9 LGB#P-69 Msp 1-11 UFOPA-I-344 Iguanodectes variatus Igarapé Sonrisal
10 | LGB#P-70 Msp 1-13 UFOPA-I-345 Iguanodectes variatus Igarapé UDV
11 | LGB#P-71 Msp1-18 UFOPA-I-346 Iguanodectes variatus Igarapé UDV
12 | LGB#P-72 Msp 1-2 UFOPA-1-347 Iguanodectes variatus Igarapé Sonrisal
13 | LGB#P-73 Msp 1-4 UFOPA-I-348 Iguanodectes variatus Igarapé Sonrisal
14 | LGB#P-74 Msp 1-12 UFOPA-I-349 Iguanodectes variatus Igarapé UDV
15 | LGB#P-75 Msp 3-11 UFOPA-I-350 Bryconops giacopinii Igarapé Sonrisal
16 | LGB#P-76 Msp 3-2 UFOPA-I-351 Bryconops giacopinii Igarapé Sonrisal
17 | LGB#P-77 Msp 3-4 UFOPA-I-352 Bryconops giacopinii Igarapé Sonrisal
18 | LGB#P-78 Msp 3-7 UFOPA-I-353 Bryconops giacopinii Igarapé Sonrisal
19 | LGB#P-79 Msp 3-8 UFOPA-I-354 Bryconops giacopinii Igarapé Sonrisal
20 | LGB#P-80 Msp 3-1 UFOPA-I-355 Bryconops giacopinii Igarapé Sonrisal
21 | LGB#P-81 Msp 3-3 UFOPA-I-356 Bryconops giacopinii Igarapé Sonrisal
22 | LGB#P-82 Msp 3-9 UFOPA-1-357 Bryconops giacopinii Igarapé Sonrisal
23 | LGB#P-83 Msp 3-14 UFOPA-I-358 Bryconops giacopinii Igarapé Sdo Bras
24 | LGB#P-84 Msp 3-15 UFOPA-I-359 Bryconops giacopinii Igarapé S3o Bras
25 | LGB#P-85 Msp 3-13 UFOPA-I-360 Bryconops giacopinii Igarapé Sdo Bras
26 | LGB#P-86 Msp 3-12 UFOPA-I-361 Bryconops giacopinii Igarapé Branco
27 | LGB#P-87 Msp 4-1 UFOPA-I-362 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Sonrisal
28 | LGB#P-88 Msp 4-34 UFOPA-I-363 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Branco
29 | LGB#P-89 Msp 4-40 UFOPA-I-364 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Branco
30 | LGB#P-90 Msp 4-17 UFOPA-I-365 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé UDV
31 | LGB#P-91 Msp 4-26 UFOPA-I-366 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Sdo Bras
32 | LGB#P-92 Msp 4-27 UFOPA-I-367 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé S3o Bras
33 | LGB#P-93 Msp 4-39 UFOPA-I-368 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Branco
34 | LGB#P-94 Msp 4-2 UFOPA-I-369 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Sonrisal
35 | LGB#P-95 Msp 4-32 UFOPA-I-370 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Branco
36 | LGB#P-96 Msp 4-7 UFOPA-I-371 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Sonrisal
37 | LGB#P-97 Msp 4-36 UFOPA-I-372 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Branco
38 | LGB#P-98 Msp 4-9 UFOPA-I-373 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Sonrisal
39 | LGB#P-99 Msp 4-20 UFOPA-I-374 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé UDV
40 | LGB#P-100 Msp 4-33 UFOPA-I-375 Hyphessobrycon heterorhabdus Igarapé Branco
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

LGB#P-101
LGB#P-102
LGB#P-103
LGB#P-104
LGB#P-105
LGB#P-106
LGB#P-107
LGB#P-108
LGB#P-109
LGB#P-110
LGB#P-111
LGB#P-112
LGB#P-113
LGB#P-114
LGB#P-115
LGB#P-116
LGB#P-117
LGB#P-118
LGB#P-119
LGB#P-120
LGB#P-121
LGB#P-122
LGB#P-123
LGB#P-124
LGB#P-125
LGB#P-126
LGB#P-127
LGB#P-128
LGB#P-129

Msp 4-35
Msp 4-41
Msp 4-42
Msp 5-20
Msp 5-13
Msp 5-27
Msp 5-15
Msp 5-14
Msp 6-9
Msp 6-10
Msp 8-3
Msp 8-4
Msp 8-2
Msp 10-11
Msp 10-20
Msp10-3
Msp 10-4
Msp 16-11
Msp 16-6
Msp 27-2
Msp 30-2
Msp 30-1
Msp 15-1
IGB-1
IGB-2
IGB-3
IGB-4
IGB-5
IGB-6

UFOPA-1-376
UFOPA-I-377
UFOPA-1-378
UFOPA-I-379
UFOPA-1-380
UFOPA-I-381
UFOPA-1-382
UFOPA-I-383
UFOPA-1-384
UFOPA-I-385
UFOPA-1-386
UFOPA-I-387
UFOPA-1-388
UFOPA-1-389
UFOPA-1-390
UFOPA-I-391
UFOPA-1-392
UFOPA-1-393
UFOPA-1-394
UFOPA-1-395
UFOPA-1-396
UFOPA-I-397
UFOPA-1-398
UFOPA-1-399
UFOPA-1-400
UFOPA-I-401
UFOPA-1-402
UFOPA-I-403
UFOPA-1-404

Hyphessobrycon heterorhabdus
Hyphessobrycon heterorhabdus
Hyphessobrycon heterorhabdus
Copella nigrofasciata
Copella nigrofasciata
Copella nigrofasciata
Copella nigrofasciata
Copella nigrofasciata
Apistogramma hippolytae
Apistogramma hippolytae
Microsternarchus bilineatus
Microsternarchus bilineatus
Microsternarchus bilineatus
Aequidens tetramerus
Aequidens tetramerus
Aequidens tetramerus
Aequidens tetramerus
Otocinclus vitatus
Otocinclus vitatus
Hemigrammus sp.n.
Gymnotus coropinae
Gymnotus coropinae
Gymnorhamphichthys petiti
Hoplias malabaricus
Hoplias malabaricus
Hoplias malabaricus
Hoplias malabaricus
Hoplias malabaricus

Hoplias malabaricus

Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé UDV
Igarapé UDV
Igarapé S3o Bras
Igarapé UDV
Igarapé UDV
Igarapé Sonrisal
Igarapé Sonrisal
Igarapé Sonrisal
Igarapé Sonrisal
Igarapé Sonrisal
Igarapé UDV
Igarapé Branco
Igarapé Sonrisal
Igarapé Sonrisal
Igarapé S3o Bras
Igarapé Sdo Bras
Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé Branco
Igarapé Branco

Igarapé Branco
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2. SINTESE INTEGRADORA

O estudo de ecossistemas amazonicos € tido como prioritario para 0 conhecimento e
conservacao da biodiversidade. A quantidade de informag6es disponiveis atualmente sobre tal
regido ainda € considerada pequena dada a grande extensdo territorial que a Amazoénia possui
e a heterogeneidade dos diversos ambientes ali encontrados. Os peixes sdo 0 maior grupo de
vertebrados existentes, com grande dispersao nos mais variados ambientes e constituem uma
das principais fontes de alimentacdo e renda de parte da populacdo da Amazénia. O que torna
imprescindivel o estudo desse grupo altamente abundante e diversificado.

No presente estudo verificou-se que a fauna de peixes em igarapés da regido de
Santarém, no baixo rio Tapajos é diversificada com mais de 20 espécies representativas de 6
ordens, 14 familias e 20 géneros. Esse componente da biodiversidade ainda é pouco estudado
e a medida que os ecossistemas de igarapés vém sendo alterados por diferentes fatores
antrépicos as populacbes de peixes tornam-se vulneraveis aos processos de modificacdo da
paisagem e processos demogréficos/genéticos que podem comprometer a conservagdo das

espécies.

Entre as doze espécies analisados por DNA barcoding verificou-se que em trés
grupos (Aequidens, Bryconops e Hyphessobrycon) surgiram davidas em relacdo a
identificacdo taxonémica classica baseada na morfologia. As medidas de distancias genéticas
intraespecificas sugerem a possibilidade de diversidade criptica nesses grupos. Estudos
adicionais sdo necessarios para melhor caracterizar a taxonomia desses grupos. Nove das 12
espécies analisadas tiveram suas sequencias de DNA barcoding depositadas pela primeira vez

em repositorio publico (www.boldsystems.org) com acesso livre, dessa forma contribuindo

para avancar os esforcos empreendidos no conhecimento da diversidade molecular dos peixes

amazonicos.

Considerando a imensa malha hidrica representada pelos igarapés da Amazénia e a
susceptibilidade desses ecossistemas frente aos processos de perturbacdo ambiental
recomenda-se fortemente a continuidade de pesquisas dessa natureza, com o foco na

diversidade taxondmica e molecular da ictiofauna de igarapés.


http://www.boldsystems.org/
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devendp apresentar clar fimdamentacio tedrica do tema, descrigde dos objetives a'ou hipotesss em andlize,
akem de desenhe amostral e analitice condizentes cam a propests. Trabalbas descritivos arigimds de elevada
qualidads e relevancis serdo considerados para publicacao. Ohservagdes casuais, notas cientificas ou estudos
meramente descridvos sem assoragio com questies teoricas relevantes nio serdo considedos pam andfise
0 Editor & 05 editores de area avaliardo previaments o mamuscrito submetido, a fim de determinar sa sau
cont=nde & adequde para publicar 3o na revista Weotropical Ichitrrology.

A revista esta aberta para oubrmisstes a todos os pesquisadores da ictiofmra Neomopical. O pagamento dos
custos de publicacio pode ser requenido s nenbum dos auterss for memhro da Sodedads Brasilein de
Ictinlogia.

Submissio de mamnscritos
Mannzoites devem ser submetides conw arguives digitads ne sigo hbfp /oS, mempschpicenm)] com -
sciela

Ta submizsio do mAmIsCTie, 05 antores devem inchir wma cars com uma declaracio de que se consting em
pesquisa ariziral nde submetida a cutre periodica.

Wos marmscritos com mmiltiplos amtares, o autor responsavel pela sabenissdo deve declarar na carta da
submEssio que todos os co-autores estdn dentss e de acorde com 2 subnmssde do mAmusCrite.
Todos o5 co-nmonss & respectves e-mails devem ser regismrados nos formmilaries mdicados dumante a
submiss3o do pamsoio,

Crarante a submissdo. indicar a drea da revista (Bioquimica e Fisiologia, Biologia, Ecologia, Erologia,
(emetica = Hinkoga Maolacular, Sistsmatioa) a que o mamisoito s refere,

Druranss 2 submissae, indiqoe trés possveis referees (mome, nstiicso, pais @ email) para a arclise do
EQAms i,

Manuscrites submetidos fora do formate requerido nas mstrugies aos aatores sardo devolvidas.
Manusites submetidos com uso mapropriade da Inmm inglesa serdo devolvidos sem revisio. O uso
adequado da lineua inglesa @ um requisito par a revisao e pablicagao.

Forma e preparacio de manmscrites
Texto deve ser em Word for Windows ou arquivos rif
Fizuras e mhelas devem ser camezadas sepamdamenns ComD arguives individais.

'\audnphquemcfmapuamreno,msﬁgmisenﬁahﬂas Aprecents apenas fizuras e tabelas que s30
eSTTitAmEnte NeCRSSarias.

Formato
Tento deve sar apresentado e inFlés,
O marmscmibe deve CODGST 05 sepuntss Hens nest ondeny
Tituly



Texta
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- Tirudo em pirzculas da seguinte forma: “Tebruecherichrins epakmes, a new speciss of lomcarid
caifish from the rio Bibsir de Imape basin Bzl (Telepstel Siurnfomes)™.

- Taxons subardmados dever ser separados por dods-pontos, come sepee | Sikrifomes:
Loricariiae]”
Amtor (&) nome {3)
- 50 as fniciais devem ser e Jetras pediscalas. Mimea abrevie o primsiro nome.
Enderecos
- Mo apresentz o5 enderspos em nota de rodaps.
- Uze mimenas arabices sobrescrites' para identificacdo no caso de multiplos autores e endeeros,
- Listar enderegos completos & amail de mdos o3 auiorss.
Abstract
-Emingles.
Eesuma
- Em Portagsss o0 espanhol. Deve ter o mesmw contende do 45-ract em mples.
Palavras-chave
- Cinco palavras-chave em inglas, néo repetir palavras ou expressoes do titnlo,
Introducio
Material e Metados
FResnbtadas
Dscussio
Asradecimentos
Literatura citads
Tabela (5)
Legenda(z) da(s) Figura(z)
Em trabathes tazondmyices Verifique tahen: Neosropical Tehrhvelogy tazonomic contribution sivle shest.

- Pizinas de t=xto ndo podem inchuir cabecathos, rodapes, ou notas de rodapé (exceto o mimero de pAEny) oo
qualiquer formata de paragrafo. Texto deve ser alinhado 3 esquerda.

- Usar Times Wew Foman, fonfe tamanha 12

- Wao hifenizar o texcto.

- Usar a fomte “symiol” para repressntar o3 caracierss a Segiur
jpfoeptwvviomachdynowisoBva® T AL

- Especies, peneros e termos em Latim (er i, B vitrg, i1 vive, vi.) devemn ser em ifakico.
-TMMLMMMMMMEMMEMM cf, aff (por exemplp, Hopiias of
malabarious) pdo deven ser em italico.

- W30 abreviar o nome do género mo inicko de uma frase ou paragratio

- W30 sublichar palavas.

- 05 noulos 3 sepuir devern se7 apresemtades em nezwity: Infroducton, Material and Methods, Fesulis,
Discnssion, Ackmowledgments, Literatore Cited.

- Liztar abreviahmas utilizada: no texto em Material o Métodos, exceto pam aguelss de uso comum (poer
exenplo, min, km mm kg, m s, b oml L, g



- As medidas devem usar o sisferm metrice.
- Manuscritos devem comter as siglas instihaciorads & oz mimeros de catlogo de esperimes-testemmha,

- Diescritores peograficos (o, Igarape. amoio, comesn) devem ser em letras mimisoalas, exceto quando 2
refers 3 um nome de localidade (g . mmicipality of Ameio dos Fates, State of Fio Grande do Sul).

- Arradecimentnds) dewe(nr) s&r comrisoiz)

Nomenclytors
- Nomes ciantifices devem ser citades de acerdo com o ICZH (1999,
- A muraria de nomes cientificos & necessaria apenas em mahalhos treondmicos e na primeina refaréncia de
1 espécie o génare. Nao inclua sutara mo resumo ¢ abstract

-hmﬁqﬂfnmﬂgﬁﬁmnﬂrﬁnﬁdﬂiem de especies oo Caraiog ¢ Fisher em
«research calacadsnoy ooz Tesearch i olopycatalas fishcammam.

Tabelas

- Tabelas devern ser mumeradas sequencialments de acorde com a s ordem de citagdo no texto, usando os
sepunies formanos: Table 1. Tables 1-2, Tables 1, 4.

- A palavra Table 2 o respective mimers devem ser prifades em neprite nas lependas das Tabelas.
- Tabelas devern ser construidas usande linhas & colunas; néo use tabalagtes e espacos.
- Tabelas ndo podem conter linhas verticais ou notas de rodapé Arquives digitais de tabelss devem sar
formatados em celulys. Arquives digitais de tabelas com colnas separadas por tabulacao ou espace nao serao
aceitas.
- Legendas devem ser inchodas ne final do marmsorito, no seguinte formao:

Table 1. Manthly vanation of the pomadosomatse index m Digpoma toeculierm
- 05 locais aproximades onde as @helas devem ser mseridas devem ser mdicades ao lonzo da margem do
tento.

Figoras
- Figuras devem ser mumeradas seguencialmente de acordo com a 2@ erdem de citagdo no fexto, usando o3
serunpes furmates: Fig 1. Fies 1-1 Fiz. la Figs. la-b, Fizs. la c
- A palavia Fig e mespective mimero devem ser apresentado em negmito nas legendas.
- Figuras devem ser de alta qualidade & definicdo.
-Tmmmmﬁxﬂsemgaﬁdawmmmmmuﬁmmmamﬂcmmﬁ;ﬁah@mu

pagina (175 m) ou largara da columa (85 mm). Graficos sero Mrpressos preferencialments com a largura de
A cobma (33 o).

- Fotos coloridas serdo acsitas somerte s necessaro & o custy da imprassdo podera ser cobrado dos aubores.
- Figuras compostas devem ser preparadas a fim de ajustar-se 2 largura da pagina (175 mm) on lrguma da
cohma (85 mm).

- Troztragdes deverm inchuir uma escala ou ums referéncia par o famenho do iem iksoade na legenda da
fzum.

- Wunca inclua objetos ou thistagdes ma lepends da Seura. Substitmr por fexio (e.£. “rangulo preto”™) ou

repres entar sen sigmificado na propria iz,
- Unma lista de legendas daz fipums deve ser apresentada no final do arqoive do mamsiso.

Literatura Citada



- Use o sapuintes formatos de citagdo no texso; Eizennoann (1915, 19215 ou (Eigenmonn, 1015, 1021; Fowder,
1943, 194%) ou Eizenmann & Horms (191%) ou Eigenmann gr af. (1910a, 19104).

- Wao imrha resumes e relataries tSomicos na literarura citada,
- Evite referéncias desnecessarias a teses ou dissemagfes.
- Nimea use tabulag3o 00 espaco para formatar referencias.
- A [iteraiura citada deve ser erdenada em ordem alfabetica. Feferéncias com dois ou mais aubares devem ser
listadas na ordem alfabetica do sobrenome do primeire Jumor &, em seguda, do sobrenome do seEundo aufor &
Aslm sucessivamente.
- Wao abreviar nomes dos periodicos.
- N30 1se 1Alioo ou negmito par tihaos de livios & revistas.
- As citactes no texto devem comesponder 35 refrancias em Literarurs Cited.
- Use o5 sepuimtes formatos:
Livror:
Canpos-da-Baz F_ 4 J. 5. Albert. 1998 The gymmetiform “eels™ of Tropical America: a kistery of classification and

phrylogemy of the South Amencan elecmic knifefishes (Teleostei- Ostanophysic Siknphysi). Pp. 419444, I
Malabarba, L B F_E Feiz B P Van, Z. M. 5. Lucena & C. A 5. Locena (Eds.). Phylogemy and Classification of
Maomopical Fishes. Porto Alegre, Edspus.

Teser Disnartaptes:

Langeani F. 1904, Estado filogenético & revisio taxondmica da familia Heméndontidae Boalenger, 1904 (senc
Boberts, 1074} (Ostariopbysi, Characiformes). Unpublished Ph D, Dissercation. Tniversidade d= 530 Paulo, S30
Paulo, 1"I]J

Imdba‘g,.T ., F. Mazo-Laccia & P Mass. 1991 Evalisdonne arwana, a new penus and spedes of Pimelodidas
H&lmuSﬂm.ﬁum fromy dsep mver charmals of Sooath America and delinvtation of the subfamdly Pimelodiras
Proceedings of the Biological Society of Washingion, 104: S20-250

Artigos na praio:
Bumms, J. B, A. D). Meizner, 5. H Weitmman & L. B Malabarba ({in presz). Spemm and spermatemensma ulirasmocnms

m the mzemirafing cafizh Trachelyopterus iwcemar (Ostanioploy=i: Sihmiformes: Auchenipteridas). Copeia, 3002:
173170

Recurzos da Intermer:

Amthear. 2002, Title of websie, database or ather resources, Poblisher pame and location (if mdicated), mmsher of
pages (i known). Available fSom: hitps s e oo (Date of access).

Comtanz o editor em neodchih coufres br
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ANEXO B: Instrucédo aos autores, Mitochondrial DNA (ISSN: 1940-1736)
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Mitochondrial DNA
Instructions for Authors

About the Joumnal
Alms and Scope
Editoral Contacis

Manuscript Submission

Manuscript Preparation
Flle preparation and Types
Titie Page

Abswact

Main Text

Acknowledgments
Declaration of Interest Statemeani
References

Tables

Nusirations

Supplemantal Maeral
Manuscript Style and Motaton
MuzEotkle DEposItng

Editorial Policies
Authorship

Submission

Pear Raview

Ethics and Conssnd
Copyright and Parmissions
Deciarabion of Interest

NIH and Public Actess Policy

Additional Information
Proods

Reprints

Color figure charges
Contagt the Publisher

About the Joumal
Alms and Scope

Praviously putllshad unger the Bte DA Sequence (Wols 1-10.3), Mrochondnal DNA
accepts onginal high-guality reporis based on mapping, ssquencing and analysis of
mitochondrial DA and RMA. Descriptive papers on OMA saquences from mitochondrial
genomes, and aiso anaylcal papers In ihe arsas of population genetics, medical genefics,
phylogenetics and human evalution that use mitochondrial DMA 35 3 source of eviencs for
studias will be conslgerad for publication. The edHoral beard will 350 consldar manscpss
mat examine populaton genstlic and systematic theory that specifically addnsss e use of
mitochondrial DA sequences, a5 well a5 papers that discuss the Wity of mitochondrial DA
Information In medical E3udias and In HEMan evoiutionany Hiology.

Mimochongrial DNA publishes WabFirst WabFirst 5 3 method of pudlishing where a joumal
Is mate avallabis a5 mulpie online Is5uss Mroughout the year, wih a single print archive
copy of the entire volume being pubiished at the end of the year. Access 10 Me online version
5 Incuded In all subscptions.
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Edltorial Conlacis

Editcr-in-Chist

Or. Rob DeSals

Amarican Museum of Naiural History
7Tom Street at Central Park W

MNew York, NY 10024

Managing Edltor
Dr, Sergos-Drests Koiokotronls
American Museum of Natural History
79 Street at Central Park W

MEW YOI, NY 10024

Manuscript Submission

Al SUDMISSIONS SNoUld De M30E oniine at MMoChondnal DNA'S ScholarOne site. Mew LSers
Should st Create an account ONce 3 USer i iogged onto the SR, SUDMESONS should be
made via the Authar Center. If you experience any problems with your submission or with he
site, piease contact ScholarOne suppart through the "get help now’ link.

Al submissions to the jounal must include full disclosure of all financlal, consulting, and
personal relationships Mat could be viewed as prasenting a potantal conflict of Interest
Please see our full Deciarabion of Interest Poilcy for furthar information.

Articles Types Considered by Mitochondrial DNA (See below for more details)

Original articles
Raview anikclies

Letters o the edior
Commentares

B0k reviews
Mitocommumications
Mitogenome announcamenis

Manuscript Preparation
Flig on and

Manuscrpts are prefermed In Microsoft Wond format | doc files). Documents must be doubile-
spaced, wih margins of one Inch on all skes. Tables and figures showid not appear In Me
main text. Speciic instructions for thelr submission are ghven below. Refersnces should be
given In Harvard style (see Refensnces section for sxampie).

Manuscrpts should be complied In the Tollowing order: title page; abstract; table of contents;
main text; acknowledgments; deciaration of interest statement; appendices (35 approoriate);
references; tables with captions (on separate pages); figures; figure captions (a5 a list).

e Pags

A fitie page should be provided comprising the manuscript thie plus the ful names and
aMiiabions of all authors Involved In the preparation of the manuscrpt. One author shouid be
ciearly designated as the comesponding author and full contact Information, InGiuding phone
nmber and emall addrass, provided for this person.
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Eey Words

Three 0 sk key tems that are not In the thie shouid also be Incuded on the e page. The
kaywonds wil asslst Indexsrs In cross Indexing your article.

AbsTact

Al articies should start with an abstract of 100-150 words, sUMManisng the canval core of
inowiedge that s the focus of the paper. It should be wiitien In an Infarmative style penmisting
its Lese, without ravision, by absTacting senices, give essential detalls of ressarch findings
without further refarance %o Me text, and avoid genaralisations and nonessental Information.

Main Text

«  Omgingl armcies
The Dody of the article should Include me Tolowing distin sections: Intnoduction; methods;
results; discussion; conciusions.

Introduction: This saction should state the relevance and background to the study, and its
ratonale and purpose.

Methods: This section should Inciuda only Infomation that was avalladle at the Ime me plan
or protocol for the study was being wiitien. Please entfy the methods, apparatus and
procedures In suMlcient detall 1o allow others 1o reproduce the reswits, and describ= sEbstical
meshads with enough detall 1o enabie a knowledgeabie reader with access to the onginal data
10 verify e reporied resuits. Mmochondrial DNA requires fiat studies Involving animals be
approved by an Instiutional review board, In accordance with approved published guidelnes,
prior to actually performing the research and publishing the data. This approval should be
expilcity stated In the Introducion andior the metods section.

Resuits: Present your results In logical sequence In the text, tables, and Nustrations.
Discussion: This should Inciuge Implcations of te findings and mar AmiEtions, with
reference to all other relevant studles and the possibilities these suggest for future research.
Canciusions: This must summarze the main paper. Ensure hat a‘hap-ulatlms aine
reasonable and Mat conciusions are |ustled by the data presented, and Indicate If the study
design can be genarallzed to a broader study popuiation,

Deciaration of Interest section: Please 5ee Deiow ("Acknowieogments and Deciaration of
Interest Sections”) for more Information.

s Reviews
The body of 3 revlew article should be a comprenensive, scholany evidence-based raview of
me Merature, accompanied by contical analysls and leading D reasonable conclusions.
Wherever appropriate detals of the liberature saanch methodology should b2 provided, Le. Tie
databases searched, e search terms and Inclusive dates, and any selechvity coiteria
Imposed.

Wherever possiDie. USE PrImary resoumces, avoiding “Data on Fle”, “Poster or other
unpulished references.

»  Lewers m the Edmor
Lefters to the Editor will be conskdered for publication subject to Editor approval and provided
mat e content relates io arbicles publishad In MiScchonoal DMA. Letiers should be recelved

after publicaZion of the orginal work In queston. Each letter will be submitted fo the
auUmor of the original paper In oader that any reply may be published SIMUlENS0Usy wiih hie
letter.

o COMMBNTaNes
Commentaries should be inowietge-tased or consensus-type articles (e.g. working group
siatement) expregsing defensinie HINKNG, EXDENencEs O DETEpEcives on an Impartant area
redated 0 Miochondrial DA
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=  Book Reviews
Mmochondrial DNA corslders 3 limited numider of Dook reviews. Sook review kdeas must be
checked Wit e Edior prior to submission

«  MIToCOmMMmMUnNICaTons
Thess summary aricles are conciss pleces [no more than 300 words) that synthesize
published research or meeting SUMMankes relevant 1o the subject of milochondrlal genomics
and genetics. Any Interest In auonng a MEoCommuNication shouid be discussed with the
Editor-in-chief or the Managing Editor of the [ournal prior to submission as these artices are
done on an Invitation-onily basis.

«  MIIOgenomes announcament
In 2005, Mirochondmal DNA Inifated a fast-rack rapid communicatons saction caladg
Mitogenome Announcements. This calegory |s for shart, newsworihy reporis on whale
mitochondiial DA genomes. The length of these announcements should be no more than
500 words, with only one figure or adie. Arnouncements should be checked with the Edlbor-
In-chler oF the Managing Edtor pos b submission.

Acknowledgments and deciaration of Interest secions are diferent, and each has a

. The acknowlsdgments section i@ opilonal, but the Declaration of Interest
saction |2 mandatory for all submissions. Arficles not contalning Declaration of Intersst
sactions ane considered Incomplete and will not be published

Acknowiedgments Section
The Acknowlzdgments section detalis specal thanks, personal asslsiance, and dedications.
Contriputions from Individuals who do not qualiy for awthorship should akso be acinowiedged
here. Acknowledgments should be Inciuded In 3 separale hesded saction at the end of me
manuscrpt preceding any appendlces, and Defore the Declaration of Interest Sacion. Please
do not Incorporate acknowledgments Into notes or blographical notes. Scme awthars may
elect not bo Inciude any acknowladgments.

Deciarstion of Interest Sachion

The Declarations of Interest Section shoukd disciose any financial, consulting, and personal
reiationships with ofer people or organtzations: that could Influenca [las) the author's work.
Within this section aiso balongs disciosure of scientfic wiiting assistance [use of an agency or
tesiance writer), grant 5Uppon and nuUmners (Including NIHAWslicome-funded papers), and
stataments of empioyment.

Al deciarations of Interest must be outined under the heading “Declaration of Interest after
me text. When submitting a paper via ScholarOne Manuscripls, the ‘Declaration of Interest
fiald Is compulsory.

Pleass see our full Daclaration of Interaat Pollcy for further Information.

References

References (Doth In-taxt and works cited) should be glven In the Harvard style {for Endnote
users, please salect he "Hanand” style template). Cliation In the text is by author and date
{Smith, 2001). The list of references appears aiphabetically by primary authors last name.
Exampias:
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» Joumal: lyengar BS, Dorr RT, Remers WA, (2004). Chemical basls for the biokgical
actvity of Imexon and relabed cyanazindines. J Med Chem 47-218-223.

+ Book: Vyas 5P, Khar RK. {2001). Targated and Controliad Drug Delivery. New Delhi,
indla: CHS Pubiisher and Distriutor.

»  Contribution fo 3 Book: Chandrasekaran ¥, Benson H, Unquhart J. {197E). Methods
to achieve controlled dnug dellvery: The biochemical engineenng approach. In:
Robinson JR, ed Sustained and Controlled Release Drug Delvery Systems. New
York: Marcel Dekkar, 557583,

« Electnic Resources: Ln A-S, Shibano M, Nakagawa-Gowo K, Tokuda H, liokawa H,
Momis-Natschke, SL, Lea K-H, [2007). Cancer Preventive Agenis. 7. Antibumor-
Promong Effects of Seven Actve Flavonoignans from MIK Thistie |
manamm:. o EpslHn—Ba‘r Virus Activation. Pham Blol [Onilne] Avallable at:

on 12 A.pﬂ 2009
Periodical abbreviathons showld Tolow the shyle given by Index Meagicus.

Supplementary Maieral iAppendicas, etc
Please query the editor regarding Me possibliity of Inciuding supplementary materal with the
articke. All suppiamentary matesial should be submitied according fo jounal format with the
articke through Scholar One's Manuscript Central portal, and clearty [abefied “Supplementary
Materar”. This material Is also subject to peer review. Ensure that there Is reference to the
materlal In the submitted article's text.

Appendices should appear before the reTererms secton and afer any acinowiedgments
gaction. The style of thea btie 15 shown folowing example:

“appandlx C: The random ne penerabor”.

Tables

Tables should be usad only whan they can present Information moe efclently than munning
fext. Care should be taken to avold any amangement that unduly Increases the depth of 3
fabie, and the column heads should be made as bref as possibie, using abbreviations
lip=rally. Lines of data should not b= numMBersd nor nn nUmbSrs given wniess those numbsrs
are nesded for reference In the text. Columns should not contain only one or two entries, nar
should the same entry be repeatsd numerus Imes consecuivaly. Tables should be grouped
at the end of fie manuscrpt on ssparate pages. If Tabiss are In Mieosot Word format, ey
an oe submitied at the end of the iext In the same file as the lext However, If any of he
Tables are In fiommats other than Microsoft Wond, such a5 In Excel, the Tables must be
submittad separately.

lustrafions

Bustrations (in2 drawings, haifiones, photos, photomicrographs, ete.) should be submitied 3s
digital flias for highast qualkty reproduction and shoukd follow thesa guidelines:

300 dpl or higher
Sized to it on joumnal page

EPE, JPG, TIFF, or P30 format anly

All Bustrations should be submitted as separate fles, not embeddad In the tex
Legends or capions for figunes showd be listed on a separate page, double spacad

For information on submiEing ammations, mowve fes and sound fes or any addifional
nimation nceaing ndexes and Calendars piease ciick here.

For information on color Agues and charges please ook fars,
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Manuscrpt Syle and Molalon
Genaral S1yle

1. Authors should write In clear, concise US Engllsh. Language and grammar should be
conslstent with Fowlers Engllsh Usage; speling and meaning of words shoukd
conform to Webster's Dictionary. If English Is not your native languags, please ensure
ihe manuscrpd has been reviewed by & native speaker. Plasss note: sxtanahe
reTiting of the text will not be undartaken by the aditorial staff. Manuscripis
requining signficant language editing will be retumed wihout review.

All pages should be numbered.

Please do not divide your articie Into numibered seciions.

5l Unis should be used hroughout.

Latin tzrminoiogy, Including microoioioglcal and species nomenclature, should be

[tallicizad.

Proprietarny brands should be eschewed In favor of generic dnug names. I auhons

use progristary brand names alongside generic dnig names, pisase Induds them in

parenthesas.

7. Usa standard convention for iuman and animal genes and proteing: [talkes Tor genes
and reguiar font for proteins, and upper case for iuman products and Iowsr case for
animal .

E. Uppercase characiers In headings and referencas should be used sparingly, e.0.
ariy the first word of paper titles, subheadings and any proper nouns begin upper
case; slmiany for the titles of papers from joumals in he refersncas and eisswhears,

&, MWumders In b=t should take e following fonme: 300, 3000, 30 000 (nof 30,000)
Spall out numbers under 10 unless wsad WiT a unlt of measure, .. ning puplis but 9
mm (o not use full stops (periods) within units). For decimals, use the form 0,05 (not
05, X OS or DX 05). %" {not "per cant) should be used In typescripts.

10. If abbreviafons are used In the text, effer they should be defined In the bexd where
first u=2d, or a list of abbreviations can be provided, which should precade the
authors’ confributions and acknowiedgements.

11. Fliguwes and tables within appendices should continwe the sequence of nUMDerng
from the main body of the text Saclons within appendices should be numbered, for
example, C.1, C.2. Equations In appendices shoukd be numibensd, for exampla, (G 1),
{C 2). I there Is only one appendtx, | Is refermad to as “the appendbe and not called

“Appandlx A”.

Marthamarncs
PFiease ook here for mare information on Me preseniaion of mathemabca) feat

e P

=,

Foomoms

Fooinotes are not to be usad except for designation of the comesponding aumhor of the paper
of cument address Information for an awhor (F differsnt from that shown In the afilation).
information conceming grant support of reviews should appear In 3 separate Declaration gf
Interest section at the end of the paper. Acknowledgments of the assistance of colieagues or
simiiar notes of appreciation belong In 3 separate Acknowledgments section.
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