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RESUMO

O correto conhecimento sobre a diversidade ictiologia da regido Sul Ocidental do Atlantico
ainda aparece como um desafio aos ictidlogos, em especial de regifes extensas e de dificil
acesso como a regido inserida na Ilha de Maraj6. Grupos de peixes que apresentam ainda uma
baixa capacidade de dispersédo, associada a estilo de vida estuarino-residentes, podem muitas
vezes esconder uma diversidade criptica ainda ndo inferida por métodos de sistematica
tradicionais, como o caso da espécie Anableps anableps, conhecida como tralhoto. Nos dltimos
anos, o surgimento de ferramentas moleculares tem auxiliado na resolucéo de problemas acerca
de fauna ndo descrita, em especial para grupos de peixes com morfologia conservada,
provando-se uma ferramenta util em estudos evolutivos e sistematicos. O presente estudo tem
como objetivo, caracterizar geneticamente a linhagem de A. anableps provenientes do Rio
Tajapuru, na Cidade de Breves, Ilha de Marajo, através do gene mitocondrial Citocromo
Oxidase, Subunidade 1. Adicionalmente a estes individuos, foram baixadas sequencias
disponiveis no portal GenBank e implementadas no banco de dados do presente estudo. Os
resultados indicam a provavel presenca de linhagens novas de A. anableps na regidao do Rio
Itapecuru no Maranhdo, bem como no Rio Tajapuru em Breves. Os eventos do Plesitoceno
podem ser 0s responsaveis pelo isolamento destas linhagens presentes nos rios interiores em
relacdo as linhagens litordneas encontradas em estudos anteriores, fato este reforcado pela

caracteristica bioldgica da espécie como baixa capacidade dispersiva.

Palavras chaves: Tralhoto, Rio Tajapuru, Linhagens cripticas, COl, Ilha de Marajo.



ABSTRACT

The correct knowledge about of the ichthyology diversity of the South Western Atlantic region
still appears as a challenge to the ichthyologists, especially of extensive regions and of difficult
access as the region inserted in the Marajo Island. Some fish groups that have a low dispersal
capacity, associated with estuarine-resident lifestyle, can often hide a cryptic diversity not yet
inferred by traditional methods such as the Anableps anableps, known as tralhoto or four-eyed
fish. In recent years, the utilizing of molecular tools has assisted in the resolution of sytematc
issues, helping discover cryptic fauna, especially for groups of fish with preserved morphology,
proving to be a useful tool in evolutionary and systematic studies. The present study aims to
characterize genetically the lineage of A. anableps from the Tajapuru River, in the city of
Breves, Marajo Island, through the mitochondrial gene, Cytochrome Oxidase, Subunit I. In
addition to these individuals, available sequences were downloaded from the GenBank site and
implemented in the database of the present study. The results indicate the probable presence of
new lineages of A. anableps in the region of the Itapecuru River in Maranhao, as well as in the
Tajapuru River in Breves. The Plesitocene events may be responsible for the isolation of these
lineages that inhabits continental rivers in relation to the shore lineages found in previous

studies, reinforced by the biological characteristic of the species as low dispersive capacity.

Keywords: Four-eyed-Fish, Tajapuru river, Cryptic lineages, COI, Marajo Island
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1  INTRODUCAO

O conhecimento sobre a fauna de peixes neotropicais ainda representa um desafio a
muitos pesquisadores, onde estimativas atuais indicam que muito pouco sobre a diversidade e
composicdes de espécies é conhecido (Reis et al., 2003). Algumas questGes como a baixa
disponibilidade de resolugdes filogenéticas entre grupos de peixes (Vari & Malabarba, 1998) e
até mesmo o elevado nimero de espécies que ndo apresentam caracteristicas morfoldgicas
plausiveis (Albert & Reis, 2011) estdo ligados a essa probleméatica. Com isso ha a necessidade
de um nimero maior de pesquisadores a fim de identificar e catalogar corretamente as espécies
ainda ndo descritas, o que pode fornecer um niimero correto sobre a diversidade de espécies
que habitam uma dada regifo (BOHLKE, et. al., 1978; REIS, et al., 2003).

Cerca de 4.475 espécies de peixes foram descritas até o ano de 2013 a partir de estudos
na regido neotropical (Reis et al., 2003), enquanto até o ano de 2011 houve um aumento
significativo no numero de espécies catalogadas, chegando a aproximadamente 6.000 (Albert
& Reis 2011), entretanto este numero pode ser ainda maior se for levado em consideracéo as
espécies que ainda ndo foram descritas, (MARCENIUK, et al., 2011). A regido neotropical é
reconhecida por ser uma area que possui uma diversidade grande de espécies de peixes, onde
as ordens Characiformes e Siluriformes sdo 0s grupos de peixes mais comuns pertencente a
ictiofauna da regido (VARI & MALABARBA, 1998; OLIVEIRA, et al., 2011).

As Inferéncias moleculares sdo de extrema importancia para podermos compreender as
historias evolutivas das espécies de uma determinada regido, um exemplo € o trabalho de
Watanabe et al., (2014) que utilizou a regido de controle mitocondrial como marcador para
Inferéncias das espécies do género Anableps com sua area de estudo situado na Zona Costeira

que corresponde a regido Norte-Nordeste do Brasil.

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO GENERO Anableps Scopoli, (1777) E
DISTRIBUICAO DE Anableps anableps

O género Anableps pertence a Familia Anablepidae a qual é formada ainda por mais
dois géneros morfologicamente distintos: Jenynsia (Gunther, 1866) e Oxyzygonectes (Fowler,
1916) (Nelson, 2006). O Género Anableps é formado por trés espécies: Anableps anableps
(Linnaeus, 1758), Anableps microlepis (Muller & Troschel, 1844) e Anableps dowi (Gill,
1861).
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Na Figura 1 A. microlepis, e A. anableps sdo espécies simpétricas, apresentando
também caracteristicas morfoldgicas bem proximas, sendo ambos encontrados no lado do
Atlantico na América do Sul, enquanto o A. dowi é uma espécie limitada a porcdo da América
Central (Oceano Pacifico) sendo considerada a espécie mais basal do género (GHEDOTTI,
2003; AMORIM & COSTA, 2018)

Figura 1 - Espécies do género Anableps. A. anableps (A); A. microleps (B) e A. dowei (C).

Fonte: Fishbase.
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Figura 2 - Distribuicdo da Familia Anablepidae. Oxyzygonectes em Vermelho, Anableps em Amarelo e Jenynsia
em Verde.

B Oxyzygonectes | -‘:_'?""
Anableps ot
B Jenynsia

Fonte: Modificado de Amorim & Costa, 2018.

Para as espécies do género que ocorrem no Atlantico, tanto A. microleps quanto A.
anableps sdo conhecidas pelo mesmo nome comum (tralhoto), embora para algumas regifes
como o norte do Brasil, A. microleps seja chamado de tralhoto da praia e A. anableps tralhoto
do mangue ou simplesmente peixe de quatro olhos, assim conhecido popularmente por conta
da divisdo horizontal da sua retina permitindo visdo aérea e aquatica simultaneamente que é
uma caracteristica exclusiva do género Anableps (Figura 3), essas espécies vivem em estuarios
em regides tropicais, no entanto pode ser encontrado em ambiente marinho (Nelson, 2006), ndo
tendem a migrar por uma longa distancia e costumam viver em grupos (CERVIGON, et al.,
1993).

S&o animais que ndo possuem uma alta importancia comercial, porém possui pequena
significancia para o mercado de aquarismo, aléem de ser consumidos por pessoas de algumas
localidades (CERVIGON, et al., 1993). A. anableps é a espécie do género que apresenta a
maior distribuicdo, se estendendo do Golfo de Paria na Venezuela até a regido do Delta do
Parnaiba (Cervigon, et al, 1993) embora a espécie ja tenha sido encontrada em regides mais
ao leste do Atlantico Sul Ocidental (Marcieniuk, et al. dados ndo publicados). Sdo peixes que
ndo atingem grandes propor¢des em tamanho, podendo chegar a 30cm e cerca de 400g, tendo
corpo inteiramente alongado ou estendido, cabeca achatada, podendo apresentar algumas
listas horizontais ao logo do corpo, com boca superior e terminal (GARMAN, 1985;
WATANABE, 2010).
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Figura 3-Divisdo horizontal do olho do Tralhoto permitindo visdo aérea e aquatica simultaneamente.

Fonte: Andreas Werth.

Figura 4 - Principais caracteristicas morfolégicas do Tralhoto. Corpo alongado, cabeca achatada, listras

horizontaisi boca sugerior e terminal.

Fonte: Autoria propria.
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Apresentam dimorfismo sexual, onde o macho apresenta um menor tamanho e ainda a
presenca de um gonopodio tubular (diferenciacdo dos raios da nadadeira anal), o que facilita no
momento da reproducdo, uma vez que ele passa a transferir espermatozoides livres direto no
canal reprodutivo das fémeas (GRIER, et al., 1981). As espécies sdo viviparas, onde 0s peixes
sdo liberados juvenis pelo canal reprodutivo feminino, ndo apresentando um periodo larval
(NELSON, 2006). Outra caracteristica marcante desse género é que 0s machos apresentam o
gonopddio orientado para a direita ou para a esquerda sem que isso interfira no processo de
copula com a fémea ja que a mesma é adaptada e ndo mostra uma distingdo quanto a isso, ou
seja, podem reproduzir com qualquer macho independente da orientacdo do gonopddio
(GRIER, et al., 1981).

As especies que correspondem ao género Anableps possuem uma dieta variada,
costumam se alimentar de particula em suspenséo, insetos, macroalgas e pequenos artropodes.
Tendem a entrar em area de mangue no periodo de maré cheia o que facilita a busca por
alimentos e voltam para o leito do rio de acordo com a maré baixa, o qual corresponde o melhor
periodo para observar esses peixes em maior nimero em ambiente estuarino (IKEDA, et al.,
2005; BRENNER & KRUMME, 2007).

1.2 UTILIZACAO DE TECNICA DE DNA DE CODIGO DE BARRAS

Mediante a um numero relativamente baixo de espécies identificadas se comparado ao
namero estimado de variedade existente, bidlogos se depararam com a necessidade de
desenvolver métodos que facilitassem a identificacdo das mesmas tentando fugir de maneiras
tradicionais que se baseavam apenas em caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
comportamentais dos individuos (Eiziriki, et. al., 2009), onde ao invés disso, foram
desenvolvidas técnicas a nivel molecular como dado o nome o DNA Barcoding ou codigo de
barras de DNA (HEBERT, et al., 2003)

O DNA Barcoding possui uma variedade de aplicacGes relacionadas a biologia, tais
como: identificacdo de espécies cripticas (semelhantes morfologicamente) (Ribeiro, et al.,
2012), descobertas de novas espécies (Hebert, et al., 2004), identificacdo de individuos
invasores em ecossistemas (Costion, et al., 2011), bem como aplicabilidade como uma
ferramente de controle de fraude em produtos pesqueiros (BRITO, et al., 2015). S&o esses e
outros fatores que elevam a importancia e crescimento da utilizacdo dessa ferramenta
molecular como um meio de identificagdo rapida, confiavel e padronizada a nivel de espécie
(EIZIRIKI, et. al., 2009).



16

De acordo com Hebert & Gregory (2005), o DNA Barcoding aplicado no reino animal
poderia ter base na distincdo de uma porcdo de um gene mitocondrial, especificamente a
subunidade | do citocromo oxidase (COIl ou coxl), gene com uma alta capacidade de
discriminacdo entre espécies e oferece uma facilidade na amplificacdo, fragmento com cerca
de 650pb (pares de bases) de extensdo (HEBERT, et al., 2003, 2004).

Pereira et al., (2011) utilizou o DNA de Cédigo de Barras para enriquecer 0s dados
sobre a diversidade ictioldgica de espécies de dgua doce para a regido Neotropical com a espécie
Piabina argentea sendo objeto de seu estudo, enquanto Pimenta Neto, (2013) fez uso dessa
ferramenta molecular para a identificacdo de fraude comercial em pescados e derivados, tendo
suas amostras coletadas em restaurantes de culinéria japonesa. Estes sdo exemplos claros da
aplicagdo do DNA Barcoding relacionada ao pescado.

Embora algumas pessoas possam ver a técnica com desconfianca (Ebach & Holdredge,
2005), esta ndo substitui a sistematica tradicional. As duas técnicas devem trabalhar juntas para
um resultado mais apurado onde para forma implicacdes em diversas vertentes, alem de chamar
a atencdo para a grande diversidade bioldgica, sendo ainda mais importante do ponto de vista
de reducdo de tempo e esforgos por partes dos sistematas em focar os esforgos em grupos mais
problematicos de espécies (HEBERT, et al., 2004; HEBERT; GREGORY, 2005, PEREIRA,
et al., 2013).

1.3  DIVERSIDADE ICTIOLOGICA DA REGIAO DA ILHA DE MARAJO

A regido do Marajo pode ser subdividida em duas, sentido leste e oeste, enquanto a
porcdo leste corresponde as savanas amazoénicas ou campos alagados, a regido oeste pode ser
definida como uma regido de furos por conta de diversos canais, rios e pequenas ilhas (CRUZ,
1987; BRASIL, 1999). Caracterizadas como duas areas bastante distintas, o conhecimento
relacionado a diversidade ictioldgica da area ainda precisa enriquecido, desde os primeiros
trabalhos com o objetivo de catalogar espécies da regido, como o de Boulenger (1897), ainda
ndo se tem uma listagem satisfatoria quanto a variedade ictica da fauna presente no arquipélago.

De acordo com Montag et al. (2009), foram catalogadas até entdo 254 espécies para
campos alagados do Marajé, onde, as ordens Characiformes (29%), Siluriformes (25%),
Perciformes (exclusivos de agua doce) (13%) e Gymnotiformes (13%) representam 86% das
espécies encontradas e depositadas na colecdo ictioldgica dos museus. Outras ordens como:

Clupeiformes, Cyprinodontiformes, Pleuronectiformes, Rajiformes, Synbranchiformes,
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Beloniformes, Osteoglossiformes, Tetraodontiformes e Lepidosireniformes somaram menos de
5% da representatividade com o total de 13% das espécies encontradas, uma delas pertencente
a familia Anablepidae, A. microleps espécie irmd do A. anableps (objeto do presente estudo)
sendo o Unico representante da Familia para campos alagados, sendo encontrado proximo a
regido de Salvaterra, adjacente a zona costeira.

Um estudo feito por Barthem (1985) mostrou a riqueza de espécies presentes na baia de
Marajé na regido sul do arquipélago, segundo ele, foram capturadas e registradas 63 espécies
de peixe quem fazem parte de 34 familias, representando uma ictiofauna perene e sazonal com
espécies marinhas e de agua doce, ou seja, apresenta um fluxo de espécies relativamente
elevado. A baia de Marajo, que faz parte de ambiente estuarino, recebe o fluxo do Rio
Tocantins, de algumas afluentes e do Rio Amazonas através do trecho que corresponde ao
estreito de Breves. Algumas espécies registradas no inverno por Barthem (1985) como as que
fazem parte da Ordem Siluriformes e da Familia Sciaenidae, podem ser encontradas no Rio
Tajapuru, estreito de Breves, mas ainda assim ndo se tem um conhecimento muito grande sobre
a diversidade ictiologica pertencente a regido oeste (Afua, Curralinho, Sdo Sebastido da Boa
vista, Breves e Anajas (CRUZ, 1987).
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2 JUSTIFICATIVA

A regido neotropical, como ja citado, possui uma grande variabilidade de espécies que
correspondem a ictiofauna, esses ambientes estdo se tornando cada vez mais susceptiveis a
acOes antropicas e isso apresenta um risco muito grande a conservacgao das espécies endémicas
da regido. Ambientes estuarinos que correspondem a regido neotropical servem de criadouro
para diversas linhagens de peixes, podendo também incluir o Género Anableps.

O fato de A. anableps ter sido registrado em um ambiente relativamente distante do
litoral como o Rio Tajapuru, préximo a cidade de Breves na Ilha de Marajo, pode levantar
suspeitas acerca da validade desta espécie neste ambiente, visto que previamente, a mesma so
era registrada em ambientes mais costeiros. Este fato ganha ainda mais importancia devido ao
fato da existéncia prévia de quatro linhagens mitocondriais distintas no litoral brasileiro, onde
as populacbes de Breves, ainda ndo foram alvo de estudos moleculares, podendo tanto a
populacdo ser uma nova linhagem mitocondrial, como fazer parte de uma das linhagens
anteriormente descritas.

Desta forma, a utilizagdo de ferramentas moleculares como o DNA barcoding é de
fundamental importancia para a delimitacdo de uma possivel nova linhagem do género

ocorrendo na regido, 0 que acarretaria no aumento da biodiversidade ictiologica da regiéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo é utilizar o DNA de Cddigo de Barras (DNA
Barcoding) para analisar o status de Anableps anableps coletadas na regido do Rio Tajapuru no
municipio de Breves, ilha do Marajo, podendo estes individuos indicarem uma homogeneidade
genética ao longo das porcdes dos litorais Norte-Nordeste do Brasil ou a presenca de uma nova
linhagem do género Anableps.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar a existéncia de uma sub estruturacdo genética ao longo da distribuicdo da
espécie A.anableps;
» Verificar a eficiéncia do gene Citocromo Oxidase Subunidade I (COIl) como

marcador eficiente em identificar possiveis linhagens de Anableps.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AMOSTRASGEM E PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Foram coletadas 14 amostras de A. anableps utilizando rede de pesca (tarrafa) no Rio
Tajapuru, no municipio de Breves, Ilha de Maraj6 durante o0 més de Fevereiro de 2017 com trés
visitas ao local de coleta (Tabela 1, Figura 5). Os individuos coletados foram armazenados em
gelo e trazidos ao Laboratério de Filogenomica da UFPA, Campus de Braganca para 0s
procedimentos moleculares. Os individuos foram identificados com base na chave de Cervigon
et al. (1993), onde posteriormente. Foi retirado um pedaco de tecido muscular de cada um e
acondicionado em tubo eppendorf contendo etanol absoluto, sendo armazenados em freezer a -

4°C até o momento das extracoes de DNA.

Figura 5 - Mapa do o local de coleta.

Legenda
Trajetona até o local de coleta

ILHA DE MARAJO d
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| / |
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{ ¥ [
| \
; | ;1;
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Rio Tajapuru

‘B'EVGS

Google Earth

Fonte: Google Earth Pro.



21

O DNA gendmico total foi obtido utilizando-se o Kit Wizard Genomics DNA
Purification (Promega Corporation, Madison, USA), seguindo-se o protocolo Mouse Tail. A
partir do DNA extraido, realizou-se a amplificacdo de um fragmento de 661bp da regido 5° do
gene Citocromo c oxidase subunidade 1 através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
um  termociclador. Os primers utilizados para a amplificagdo foram Fish F1: 5’-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’ e Fish R1: 5
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’ (WARD, et al., 2005).

O mix de PCR para cada amostra utilizou uma solu¢ao com 7ul de H20, 1ul de ANTP
1,25mM, 1ul de tampéo 10X, 1ul de MgClI2 50mM, 1,5ul de cada primer (10uM), 1,5ul de Taq
Polimerase (5U/ul) e 1ul de DNA totalizando 15,5 pl. O protocolo de amplificagéo consiste de
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 25s,
anelamento a 50°C por 40s e extensdo a 72°C por 45s, com extensdo final de 72°C por 5 min.
Para o sequenciamento dos fragmentos obtidos, as PCR’s foram previamente purificadas com
a enzima ExoSAP-IT (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), e as reagdes de sequenciamento
realizadas com os reagentes do Kit BigDye (AppliedBiosystems) e entdo sequenciadas no

sequenciador automatico ABI 3500 (AppliedBiosystems).

4.2  ANALISES IMPLEMENTADAS

As sequéncias obtidas foram alinhadas através da ferramenta de alinhamento automatico
CLUSTALW (Thompson et al., 1997) implementada no programa BioEdit v. 7.0.4 (Hall, 1999).
Posteriormente, as mesmas passaram por inspecdo visual no intuito de corrigir quaisquer
inconsisténcias. Sequencias adicionais de Anableps foram disponibilizadas pela Dra. Luciana
Watanabe provenientes de regides do litoral brasileiro bem como baixadas no site Genbank e
implementadas em nosso banco de dados, tendo Oxyzygonectes dovii como outgroup (Tabela
1).
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Tabela 1 - Listagem de amostras do presente estudo e sequencias utilizadas.

Especie Codigo Origem GenBank
Oxyzygonectes dovii Odovii Panama MG937086
Anableps microleps Amicr - KY031536
Anableps anableps Anab - LC154806

- Anab2MA Itapecuru, MA -
Anab5MA Itapecuru, MA
Anab6MA Itapecuru, MA
Anabl0MA Itapecuru, MA
Anabl11MA Itapecuru, MA
Anabl1Bra Braganga, PA
Anab2Bra Braganga, PA
Anab5Bra Braganga, PA
Anab8Bra Braganga, PA
Anabl1Bre Breves, PA
Anab2Bre Breves, PA
Anab3Bre Breves, PA
Anab4Bre Breves, PA
Anab5Bre Breves, PA
Anab6Bre Breves, PA
Anab7Bre Breves, PA
Anab8Bre Breves, PA
Anab10Bre Breves, PA
Anabl11Bre Breves, PA
Anab12Bre Breves, PA
Anab13Bre Breves, PA
Anabl16Bre Breves, PA
Anabl17Bre Breves, PA

Fonte: Pesquisa de campo.

Uma arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (MV), foi estimada no programa
PhyML v.3.0 (GUIDON, et al., 2010). Os modelos evolutivos mais adequados para cada banco
de dados foram estimados no programa jModeltest 2 (DARRIBA, et al., 2012). Para as
analises de ML, o indice de confiabilidade dos ramos foi estimado através de 1000 réplicas de
bootstrap ndo paramétrico (FELSENSTEIN, 1985).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises implementadas revelaram resultados interessantes com relacdo a
identificacdo molecular dos tralhotos da regido de Breves. As topologias de maxima
verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana foram muito similares e desta forma, apenas a de
méaxima verossimilhanca é mostrada. Todas as amostras utilizadas no presente estudo sao
referentes a A. anableps, entretanto, as arvores filogenéticas recuperaram trés agrupamentos.
Inicialmente, um grupo com a maior parte dos individuos provenientes tanto de Breves, quanto
da regido de Braganca, nordeste do Para, Rio Itapecuru no Maranhdo, e uma sequéncia
proveniente do genbank foram recuperadas juntas num clado com alto valor de suporte (99%)

(Figura 6).
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Figura 6. Arvore filogenética de ML contendo as amostras utilizadas no presente estudo.
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Fonte: Pesquisa de campo.

Outros dois agrupamentos foram recuperados, onde o primeiro foi formado por duas
sequencias de Braganca (AnaB05 e AnaB08) com valor de suporte alto (97%) e o segundo por
trés sequencias do Maranhdo (AnaB5, 6 e 2) com valor de suporte alto (85%). A. microleps foi
recuperada como espécie irma de A. anableps no presente estudo.

As analises filogenéticas com alto valor de suporte indicaram que pode ocorrer a
presenca de mais de uma populag¢do na regido que corresponde ao Rio Tajapuru, cerca de 33km
de distancia da cidade de Breves seguindo o curso do rio. No entanto, nos dias de coleta, ndo
identificamos a presenca desses individuos na por¢do que corresponde a foz do rio Pracaxi
(desagua no Tajapuru) até a area proxima a entrada (boca) do rio Inambui, furo que da acesso

a Baia de Melgaco. Normalmente, peixes estuarinos residentes ndo apresentam um fluxo génico
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muito grande, isso indica que eles passam o ciclo de vida restrito a areas que oferecem
condigdes fisico-quimicas e geogréficas adequadas a esses individuos (BILTON, et al., 2002).

Segundo Beheregaray & Sunnucks (2001), fatores ambientais como temperatura e
salinidade da &gua estdo ligados a baixa troca genética, isso pode acelerar o processo de
adaptacdo de populagGes locais estuarinos. Esse fato pode explicar a tolerdncia de espécies
viventes nesses ambientes efémeros. Esses ambientes constantemente sofrem agdes
dependentes das dindmicas das marés dos rios e sobretudo acfes antrdpicas, esta Gltima acarreta
na mudanca de conformidade do estuario dando origem a processos erosivos e deposicionais
de sedimentos, entretanto, esses mesmos processos podem ocorrer de maneira natural
(MIRANDA, et al., 2002).

Uma das hipoteses para explicar a ocorréncia desses individuos na porcdo do rio
Tajapuru, area relativamente distante de ambientes costeiros, € que este encontra-se em um
ecossistema de transicdo entre o Delta do Rio Amazonas e a &rea que corresponde ao perimetro
da cidade de Curralinho - PA (Baia do Marapata), mais proximo a zona de transicdo entre rio e
mar, onde normalmente essa espécie € encontrada com maior frequéncia. Outro provavel fator
observado durante as coletas €, na medida em que subiamos o curso do rio em direcdo ao Delta
do Rio Amazonas, a frequéncia desses individuos também aumentava, enquanto seguindo o
curso abaixo do rio, ndo foi avistado nenhum individuo ateé ao final do Rio Buiugu, onde espécie
do género Anableps foi avistado com certa frequéncia a cerca de 10km da cidade de Bagre -
PA. Desse modo, indica que, o forte fluxo do Rio Amazonas pode ter influenciado uma
migracao passiva de individuos assim formando trés grupos com padréo filogenético distinto
de outras regides da Costa Norte e Nordeste do Brasil.

Os estudos de Watanabe, et al., (2014) mostraram a formacdo de quatro grandes
linhagens: Linhagem Viseu-Gurupi, Linhagem Para, Linhagem Amazonas e Linhagem Amapa,
nomeados de acordo com o seu possivel centro de origem e distribuicdo geografica. As areas
de estudos e amostragem situam-se em zona costeira e correspondem as regifes do Amapa —
Ap, Calcoene — Ap, Santana — Ap, Soure — Pa, Curuca — Pa, Maracand — Pa, Salinas — Pa,
Japerica — Pa, Quatipuru — Pa, Braganca — Pa, Viseu — Pa, Sdo Luis — Ma, Delta do Parnaiba —
Pi, enquanto o campo de amostragem do presente estudo situou-se apenas na regido de Breves
— PA, o qual faz parte da regido oeste da Ilha de Marajo, caracterizada como uma regido de
furos (Cruz, 1987) que ainda apresenta um conhecimento muito raso sobre a sua riqueza
ictiolégica. Infelizmente, o marcador utilizado por Watanabe, et al., (2014) é diferente
do presente estudo, enquanto Watanabe, et al., (2014) utilizou a regido de controle, o

marcador usado no presente estudo foi o COI.
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Porém, dois fatos no presente estudo chamam atencao: Individuos provenientes do Rio
Itapecuru, no estado do Maranhdo, formaram dois clados com valores de suporte moderado. O
primeiro, contendo trés individuos e o segundo, junto com algumas sequencias de Braganca,
porem com baixo suporte. Provavelmente, no segundo caso, estes individuos corresponderiam
a linhagem quatro encontradas por Watanabe, et al. (2014), contendo individuos de (Caeté,
Japerica, Gurupi, Quatipuru, S8 Marcos e Parnaiba), entretanto, no caso da primeira,
provavelmente se trata de uma linhagem nova. Para as amostras provenientes de Breves, Vvisto
gue ndo temos as sequencias de Watanabe, et al., (2014) amplificadas no mesmo marcador,
algumas hipéteses sdo possiveis: 1-A linhagem que ocorrem em Breves, pode ser
correspondente a linhagem 1 de Watanabe (Caete, Calcoene e Amapa); 2-A linhagem de Breves
pode ser correspondente a linhagem 3 (Paracauari, Curuca, Urindeua e Maracana); 3-A
linhagem que ocorre em Breves € distinta das encontradas anteriormente por Watanabe et al.,
(2014).

Levando-se em consideracdo o habito estuarino-residente da espécie, bem como a baixa
capacidade de dispersdo, atrelada a aparente presenca de uma outra linhagem no rio Itapecuru-
MA mostrada aqui, provavelmente, a linhagem de Breves deve ser distinta em relacdo as outras.
Nossos resultados indicam que possivelmente a ocorréncia de A. anableps no litoral e em
regides de rios interiores esta atrelada a efeitos do Pleistoceno, onde estes individuos foram
isolados durante este periodo. Para estudos futuros, deve-se aumentar a amostragem de
individuos ao redor da Ilha de Marajo, visto que ha relatos da ocorréncia da espécie nos
municipios de Chaves e Afua, bem como amplificacdo de mais marcadores para a inferéncia

completa da historia evolutiva de A. anableps no Atlantico Sul Ocidental.
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6 CONCLUSAO

O uso do DNA barcoding para inferéncia molecular em espécies estuarinas se mostrou
muito eficaz. Os resultados indicaram uma possivel nova linhagem de peixes do Género
Anableps para a regido de Breves, evidenciando a eficiéncia do gene Citocromo Oxidase
Subunidade I (COI) como marcador, elevando ainda mais a importancia da utilizacdo de
ferramentas moleculares para identificacdo a nivel de espécie em uma area com um
conhecimento ictiolégico muito baixo como a do presente estudo. Lembrando que a utilizacdo
dessas tecnicas ndo exclui os métodos de sistemética tradicionais, mas sim oferece ainda mais
suporte e confiabilidade no processo de descri¢do e composicdo da ictiofauna estuarina, dessa
forma incrementando de maneira significativa o conhecimento sobre a diversidade ictica para

a regido neotropical.
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