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RESUMO

A megadiversa ictiofauna de peixes Neotropicais €, em nimero de espécies, a mais rica do
mundo. A diversidade de peixes de dgua doce da América do Sul é centrada na Amazonia,
0S peixes compdem 0 mais antigo e numeroso grupo dentre os vertebrados existentes,
representados por formas extremamente diversificadas e adaptadas as mais diferentes
condi¢des ambientais. O género Moenkhausia, atualmente € um dos géneros com maior
diversidade de espécies na familia Characidae. O género compreende espécies com uma
ampla variedade de formas corporais e padrdes de coloracdo, com essa diversidade téo
elevada, varias espécies do género Moenkhausia tém sido descrita nos ultimos anos, desta
forma, é primordial acelerar e simplificar o processo que envolve a identificacdo das
espécies dentro do género. Nesse sentido, devido a certas limitagdes em classificar os seres
vivos apenas por tracos morfologicos, o método de classificagdes baseado em analise de
DNA vem ganhando destaque nos ultimos anos, portanto, € principalmente nesse contexto
de identificacdo da diversidade que estdo sendo aplicados os marcadores genéticos e
moleculares nas espécies de peixes neotropicais. Assim 0 meétodo de analise DNA
Barcoding é um sistema inovador, que tem se mostrado significante para identificar e
classificar as espécies de maneira rapida e precisa. A iniciativa barcoding se baseia na
amplificacdo de uma curta regido de um gene mitocondrial, o gene Citocromo C oxidase
subunidade 1 (COI), através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) amplificando
aproximadamente 650 pares de base (bp) do gene COI. Apesar das controveérsias, 0 DNA
barcoding se mostra uma técnica eficiente, rapida e barata, com bons resultados para a
resolucdo de problemas taxondmicos. Dessa forma, esse trabalho tem a intencdo de
discriminar geneticamente as possiveis linhagens de peixes do género Moenkhausia que
ocorrem em diferentes regides do estado do Para através da ferramenta de DNA barcoding.
Entre os anos de 2008 a 2011, amostras de Moenkhausia foram coletadas em diferentes
regides do estado do Para, em um total de 54 individuos. Os resultados gerados no presente
estudo apontam a presenca ao menos de 17 clados filogenéticos bem suportados, indicando
também que as espécies M. sanctafilomenea e M oligolepsi apresentaram a presenca de
mais de uma linhagem genética. Os resultados aqui obtidos reforcam a efetividade do DNA
barcoding em discriminar linhagens moleculares distintas dentro de peixes neotropicais,
reforcam a utilidade da Ferramenta de DNA barcoding em discriminar linhagens evolutivas
distintas para peixes neotropicais de dgua doce.

Palavras-chave: Ictiofauna; Regido neotropical; Género Moenkhausia; DNA Barcode.



ABSTRACT

The mega-diversity of the Neotropical fish species is the richest in the world. The diversity
of freshwater fish in South America is centered in the Amazon, the fish make up the oldest
and largest group among the existing vertebrates, represented by extremely diverse forms
and adapted to the most different environmental conditions. The genus Moenkhausia, is
currently one of the genera with the highest diversity of species in the Characidae family.
The genus comprises species with a wide variety of body shapes and coloring patterns, with
such a diversity, several species of the genus Moenkhausia have been described in recent
years, in this way, it is primordial to accelerate and simplify the process that involves the
identification of species within the genre. In this sense, due to certain limitations in
classifying the living beings only by morphological traits, the method of classifications
based on DNA analysis has been gaining prominence in the last years, therefore, it is
mainly in this context of identification of the diversity that the genetic markers are being
applied and molecular changes in neotropical fish species. Thus, the DNA Barcoding
analysis method is an innovative system that has shown to be significant to identify and
classify species quickly and accurately. Thus, this work intends to genetically discriminate
the possible strains of fish of the genus Moenkhausia that occur in different regions of the
state of Para through the DNA barcoding tool. Between the years 2008 and 2011,
Moenkhausia samples were collected in different regions of the state of Para, in a total of 54
individuals. The results obtained here shows at least 17 filogenetic clades well supported
and also, indicates that the species M. sanctafilomenea e M oligolepsi aren’t monophyletic
linaeges. The results generated in the present study point to the effectiveness of DNA
barcoding in discriminating distinct molecular strains within neotropical fish, reinforcing
the usefulness of the DNA barcoding tool in discriminating distinct evolutionary strains for

neotropical freshwater fish.

Keywords: Ichthyofauna; Neotropical region; Genus Moenkhausia; DNA Barcode.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diversidade de peixes neotropicais

A megadiversa ictiofauna de peixes Neotropicais €, em niimero de espécies, a mais
rica do mundo, com aproximadamente 6.000 espécies reconhecidas, o que compreende 20-
25% da fauna total de peixes de agua doce da Terra (Reis et al., 2003) tendo sua
diversificacdo ocorrido por volta do final do periodo Cretaceo e inicio da era Cenozoica, a
pelo menos 70 Ma, como resultado da evolucdo geografica do continente Sul Americano
(Lundberg et al., 1998).

A historia evolutiva dos peixes da ordem Characiformes ainda é incerta. Esses
peixes estdo entre os mais diversos e abundantes componentes de agua doce do mundo, com
aproximadamente 2.000 espécies distribuidas em 23 familias, destas, quatro séo africanas e
19 neotropicais (Oliveira et al.,, 2011). Os membros desta ordem sdo 0s maiores
representantes da ictiofauna de dgua doce da América do Sul e Central (Vari & Howe,
1991; Reis et al., 2003). Algumas caracteristicas desta ordem incluem dentes bem
desenvolvidos em algumas espécies e em outras ndo, presenca de nadadeira adiposa e
nadadeira pélvica e corpo quase sempre escamado (Nelson, 2004).

A diversidade de peixes de agua doce da América do Sul é centrada na Amazonia,
incluindo as bacias do Amazonas e do Orinoco e regides adjacentes do Guiana e escudos
brasileiros. Esta regido constitui o nucleo biogeografico do Sistema ictiologico neotropical
(Figura 1). De muitas maneiras, a Bacia Amazo6nica serviu como ber¢o e um museu de
diversidade organica, uma area de origem das espécies, bem como um lugar onde as

linhagens se acumulavam através do tempo geoldgico (Stenseth, 1984).
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Figural: Mapa da regido neotropical se estende por parte do México, toda
América Central e Sul, maior diversidade de vida do mundo, mapa adaptado.
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Fonte: https://panda.maps.arcgis.com/apps/webappviewer/index.html.

Segundo Lewinsohn & Prado (2002), o Brasil abriga a biota mais diversa entre 0s 17
paises considerados detentores de megadiversidade. Ha indicios de que somente na
América do Sul ocorram mais de 8.000 espécies, tendo em vista apenas duas das diversas
ordens descritas (Characiformes e Siluriformes). Dessa forma, apesar dos esfor¢os de se
catalogar 0 maior numero possivel destas espécies, ainda ha uma grande diversidade
desconhecida (Reis et al., 3003; Pereira et al., 2013). Mesmo com este nivel excepcional de
riqueza, os peixes da regido Neotropical pertencem a apenas 17 ordens, um niumero
relativamente pequeno, considerando-se as 954 espécies de peixes encontradas na América
do Norte os quais pertencem a 26 ordens (Nelson et al., 2004; Albert & Reis., 2011).

A importéncia da Ictiologia como area de conhecimento esta explicita no fato de que
0S peixes compdem o mais antigo e numeroso grupo dentre os vertebrados existentes,
representados por formas extremamente diversificadas e adaptadas as mais diferentes
condices ambientais (Souza et al., 1999). Desta maneira, é fundamental para
esclarecimento de composicdo de espécies, que hajam taxonomistas treinados bem como,
que representatividade amostral de diversas areas diferentes sejam realizadas. Exemplos
sobre esta problematica nos dltimos anos como Hoplias malabaricus, Eigenmannia
virescens e Synbrachus marmoratus reforcam a necessidade de investigacbes, mas

profundas na fauna de peixes Neotropicais (Reis et al., 2013; Carvalho et al. 2011).


https://panda.maps.arcgis.com/apps/webappviewer/index.html
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1.2 O género Moenkhausia Eigenmann, 1903

O género Moenkhausia foi proposto originalmente por Eigenmann (1903) para
abrigar a espécie Tetragonopterus xinguensis (Steindachner, 1882) com a seguinte
definicdo: “Similar to Markiana Anal naked, caudal scaled” (Parecido com Markiana,
Nadadeira anal nua, nadadeira caudal com escamas). Atualmente é um dos géneros com
maior diversidade de espécies na familia Characidae, composto ultimamente por 75
espécies validas. Foi proposto em Tetragonapterinae por Eigenmann (1903), com base em
Tetragonopterus xinguensis. Na descri¢do original, 0 autor comenta que 0 novo género é
similar a Markiana e possui nadadeira anal nua (desprovida de escamas em sua base) e
escamas na nadadeira caudal e que o nome do género € uma homenagem ao Dr. Willianm J.
Moenkhaus da Universidade de Indiana, colaborador do Museu Paulista em S&o Paulo
(Raio, 2014).

Figura 2: Esquema de exemplar do género Moenkhausia (Moenkhausia petymbuaba)
indicando algumas estruturas utilizadas neste trabalho.

Linha lateral

Nadadeira dorsal

Nadadeira caudal

Nadadeira peitoral Nadadeira anal
Nadadeira pélvica

Fonte: Imagem adaptado de (Sousa et al., 2010).

O género Moenkhausia foi proposto com base principalmente na combinacdo da
presenca de dentes pré-maxilares em duas linhas, uma linha de dente pré-maxilar interna
com cinco ou mais dentes, uma linha lateral completamente porada sem uma curva
descendente anterior e uma bainha de balancas que cobrem a base de lobos caudal, (Benine
et al., 2009). O género compreende espécies com uma ampla variedade de formas corporais

e padrdes de coloragdo (Manoela & Fernando., 2016).
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Figura 3: Micrografia eletronica de varredura da denticdo de Moenkhausia megalops,
INPA 40617, 43,2 mm SL, vista lateral esquerda interna dos 0ssos pré-maxilar, maxilar
e dentario. Barra de escala: 0,5 mm.

Fonte: Imagem retirado de SOUSA et al., (2010).

Eigenmann (1917) apresenta uma descri¢cdo mais detalhada do género. Define que as
espécies agrupadas compartilham duas fileiras paralelas de dentes pré-maxilares, com cinco
ou mais dentes na fileira interna do prée-maxilar, linha lateral (geralmente) completa e
nadadeira caudal recoberta por escamas. A presenca de pequenas escamas cobrindo a base
da nadadeira caudal, cinco ou mais dentes na série interna do pré-maxilar, grau de
desenvolvimento e curvatura da linha lateral sdo os principais caracteres que separam 0S
géneros, no entanto espécies com caracteristicas que nado condizem com a definigdo
tradicional sdo descritas e alocadas em Moenkhausia com base na semelhanca morfoldgica
com as espécies do género (Costa, 1994; Géry & Zarske, 2004; Benine; Oliveira, 2009;
Limaet al., 2013).

Machado et al., (2009), analisando o conteudo estomacal de 16 espécimes
identificadas como Moenkhausia intermedia (eigenmann, 1908), concluir que essa espécie,
possui 0 habito alimentar onivoro com tendéncia a carnivoria devido a variedade alimentar
encontrada, outros estudos também tem relatado o consumo do género preferencialmente
por insetos aquaticos e terrestres, aproveitam grande variedade de alimentos disponiveis em
diversos locais, por esse motivo uma mesma espécie pode apresentar dieta diversificada,
dependendo da regido e da época do ano (Zavala & Camin, 1996).

Em diversos estudos realizados na regido Neotropical, tem se identificado diferentes

espécies do género Moenkhausia, a0 mesmo tempo espécies idénticas sdo encontradas em
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diferentes locais, o que pode demonstrar uma distribuicéo de diferentes espécies por amplas
regides da regido Neotropical (Fowler, 1948). S&o peixes considerados de pequeno porte, e
um importante componente da cadeia alimentar, especialmente para outras espécies de
peixes, de aves e de outros carnivoros (Lizama; Ambrdsio, 2003).

No estudo desenvolvido por Marceno et al., (2016), sobre a ecologia da espécie
Moenkhausia lopesi, essa foi classificada como insetivora colaborando com os resultados
(Machado et al., 2009), sendo que 95% da sua dieta foi composta por insetos. Lourenco et
al., (2008), estudando o processo de reproducdo M. sanctafilomenae, verificou que as
fémeas apresentaram gdnadas maturas em dezembro, quando as chuvas iniciaram, o que
promove mudangas nas caracteristicas do habitat, principalmente o aumenta das aguas nas
lagoas, 0 que resulta em maiores quantidades de alimento, o que pode justificar que a
mesma especie em todas as lagoas estudadas estavam com as gonadas maduras, dessa forma
0 género Moenkhausia possui espécies muito diversificadas e com adaptacfes proprias ao
ambiente em que estdo inseridas.

Para Raio (2014), Moenkhausia € um género que agrupa espécies morfologicamente
muito distintas, ndo monofilético, que compartilham a presenca de escamas na nadadeira
caudal e dentes multicuspides na fileira interna do pré-maxilar. Dentro do género estéo,
atualmente, inseridas espécies com diferentes padrdes de colorido: maculas presentes (com
distintas formas) ou ausentes, estrias longitudinais presentes ou ausentes; diferentes formas
e quantidades de dentes, rastros branquiais no primeiro arco branquial, de nimeros de 0ssos

supra neurais entre outras caracteristicas anteriormente apresentadas.

Figura 4: Representantes de espécies do género Moenkhausia: Moenkhausia intermedia (A), Moenkhausia
chlorophthalma (B), Moenkhausia lopesi (C), Moenkhausia chlorophthalma (D).

Fonte: Machado et al., (2009), Maceno et al., (2016) e Sousa et al., (2010) respectivamente.
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Com essa diversidade tdo elevada, vérias espécies do género Moenkhausia tém sido
descrita nos ultimos anos como: Moenkhausia celibela (Marinho & Langeani., 2010);
Moenkhausia aurantia (Bertaco et al., 2011); Moenkhausia jamesi (Petrolli & Benine.,
2015); Moenkhausia lineomaculata (Dagosta et al., 2015); Moenkhausia britskii sp
(Azevedo-Santos & Benine., 2016); Moenkhausia monicae (Marinho et al., 2016). Dentre
essas espécies, Petrolli & Benine, (2015), examinaram espécimes identificadas como
Moenkhausia jemesi, onde foi verificado que existiam na verdade trés espécies nao
descritas sob este nome. Estas, junto com M. jemesi e M. justae formam um grupo muito
semelhante, compartilhando muitas caracteristicas, o que demostra auto grau de dificuldade
em identificar espécies do género Moenkhausia apenas por dados morfoldgicos,
principalmente pela diversidade criptica dentro desse género (Petrolli & Benine., 2015 ;
Dagosta et al., 2015; Azevedo-Santos & Benine., 2016; Marinho et al., 2016). Desta forma, é

primordial acelerar e simplificar o processo que envolve a identificacdo das espécies dentro do

género.

1.3 Utilizacao do codigo de barras de DNA na descricdo de espécies

Um dos principais entraves ao conhecimento completo da diversidade de espécies na
Terra € a identificacdo e discriminar as mesmas. Normalmente, o processo de descricdo de
uma espécie ¢ feito através de caracteres taxondmicos, o que demanda profissionais muito
bem treinados além de muito tempo para revisdo dos especimes coletados. A identificacdo
baseada em caracteres morfoldgicos também pode apresentar alguns entraves (quantidade
elevada de espécies, poucos taxonomistas para as diversas espécies) para espécimes muito
similares, ou seja, que compartilham caracteristicas morfolégicas de um ancestral recente, o
que muitas vezes dificulta a identificacdo ou em alguns casos até a impede (Hebert et al.,
2003, Hajibabaei et al., 2007).

Nesse sentido, devido a certas limitacGes (formas e tamanho muito parecido entre as
espécies, as chaves de identificacdo ndo sdo capazes de identificar em todas as etapas da
vida do organismo) em classificar os seres vivos apenas por tracos morfoldgicos, 0 método
de classificacGes baseado em analise de DNA vem ganhando destaque nos ultimos anos,
uma vez que o DNA é relativamente estavel, e pode ser acessado de todas as etapas da vida
usando pequenas quantidades de tecido. Além do fato de que as sequéncias de DNA sdo

altamente reproduziveis por indmeras técnicas criadas ao longo dos ultimos 30 anos
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(Jarman et al., 2002; Ward et al., 2005; Ward et al., 2009).

Portanto, é principalmente nesse contexto de identificacdo da diversidade que estdo
sendo aplicados os marcadores genéticos e moleculares nas espécies de peixes neotropicais,
usando, inclusive, a exploracdo de caracteristicas de interesse econémico, bem como a
preservacdo de unidades evolutivas significativas para a manutencdo dessa biodiversidade
(Ryder, 1986, Valdez-Moreno et al.,2009; Pereira et al., 2011; Rosso et al., 2012).

Assim 0 método de analise DNA Barcoding ¢ um sistema inovador, que tem se
mostrado significante para identificar e classificar as espécies de maneira rapida e precisa
usando regides de genes curtas e padronizadas (Hebert et al., 2003; Hebert et al., 2004;
Hebert & Gregory, 2005). A iniciativa barcoding se baseia na amplificacdo de uma curta
regido de um gene mitocondrial, o gene Citocromo C oxidase subunidade | (COIl), através
da utilizagdo de um par de iniciadores universais para reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) amplificando aproximadamente 650 pares de base (bp) do gene COI.

O DNA mitocondrial possui algumas caracteristicas favoraveis, como: 0s genes
mitocondriais exibem hereditariedade exclusivamente materna para a maioria das espécies
animais (Nussbaum et al., 2008), havendo poucas exce¢des com relacdo a casos de heranca
bi parental (Zouros et al., 1992). Adicionalmente, apresenta alta taxa de mutacdo e
facilidade de isolamento, desta forma, até mesmo espécies muito proximas podem ser
discriminadas (Rubinoff, 2006). Para estudos genéticos que utilizam o DNA mitocondrial,
sua principal vantagem frente a outras regides gendémicas, como genes nucleares, é a maior
abundancia de copias (Avise et al.,1994). Cada célula possui centenas de mitocéndriais e
cada mitocondria dezenas de cdpias de seu cromossomo circular. N&o apresentam introns,
praticamente ndo sofrendo recombinacao (Saccone et al., 1999).

Esse método além de ser utilizado na identificacdo de peixes (Pereira et al., 2010b,
2013; Nwani et al., 2011; Carvalho et al., 2011) também apresenta precisdo na identificacdo
de outras espécies de animais, 0 que tem apresentando alta taxa de sucesso como em
diversos grupos de artropodes (Hebert et al., 2003, 2004a), aves (Kerr et al., 2007) e
anfibios (Smith et al., 2008a).

Como o codigo de barras geralmente é alvo de um grande nimero de espécies pode
ser uma ferramenta poderosa para facilitar a estudos comparativos de diversidade genética
em diferentes espécies ou configuracdes ecologicas (Hajibabaei et al., 2007). Nesse
contexto, a utilizacdo de outras técnicas que visam a obtencdo da sequéncia de DNA da

espécie como a PCR, que tem tipicamente o objetivo sintetizar material genético para
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analise da regido de interesse do DNA, de modo que essa possa ser analisada e utilizada de
alguma outra maneira (Gil, 2007; Rasmussen & Morrissey, 2008; Yuan, 2010).

Apesar dessa técnica se mostrar eficiente para identificacdo de espécimes, desde a
publicacdo do artigo de Hebert et al., (2003), muitas polémicas e debates surgiram, com
certa resisténcia de alguns taxonomistas (Ebach e Holdrege, 2005), argumentam que a
técnica de identificacdo baseada na taxonomia é muito mais precisa que técnicas
moleculares, outro ponto importante é que a técnica de DNA barcode vai receber uma
quantidade maior de fundos e incentivos, tirando recursos de areas mais tradicionais a
identificacdo de espécies como a morfologia, além da reducéo de investimentos em museus
e colecbes taxondmicas, 0 que representaria a possivel perda do contetdo intelectual da
taxonomia, reduzindo-a a um trabalho de realizar identificacbes moleculares, (Lipscomb et
al., 2003). Cameron et al., (2006), questionaram a viabilidade de identificaces moleculares
sendo realizadas pelo publico em geral, além disso, calcularam os custos de obtencdo de
sequéncias de codigos de barras e concluiram que a manutencao dessa metodologia na linha
de frente das identificacbes biologicas custaria mais do que seus defensores haviam
inicialmente previsto.

Os taxonomistas tradicionais também questionaram a questdo da amostragem de
taxons (Moritz & Cicero 2004, Meyer & Paulay 2005). Para explicar esse problema, a
representacdo ideal no banco de dados teria que ser muito maior que 10 individuos por cada
espécie (Meyer & Paulay 2005). A confiabilidade de tal procedimento depende de uma
distincdo efetiva entre variacdo intra e interespecifica, que esta faltando para varios dos
taxons estudados, como indicado pela significativa justaposicdo de sequéncias (Whitworth
et al., 2007).

Apesar das controvérsias, 0 DNA barcoding se mostra uma técnica eficiente, rapida
e barata, com bons resultados para a resolucdo de problemas taxondmicos especialmente
onde a taxonomia morfolégica fica em ddvida. (Pereira et al., 2011). Contribuindo dessa
maneira, em trabalhos que visam a identificacdo e reclassificacdo de espécimes alocados em
grupos de espécies diferentes, principalmente de peixes que apresentam semelhancas
morfolégicas muito proximas.

Com a grande diversidade de peixes da regido neotropical, e a intensa similaridade
entre as espécies, had a necessidade de conhecer geneticamente esses organismos. Dessa
forma, esse trabalho tem a intencdo de gerar dados sobre a diversidade de linhagens

genéticas do género Moenkhausia, e assim demostrar a importancia de ampliagdo dos
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estudos focados a este género de peixes neotropicais.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Discriminar geneticamente as possiveis linhagens de peixes do género Moenkhausia
que ocorrem em diferentes regides do estado do Para através da ferramenta de DNA

barcoding.

2.2 Objetivos Especificos

» Comparar exemplares do género Moenkhausia com exemplares de outras regides
para verificacdo de possiveis espécies ndo descritas;
» Inferir sobre a precisdo da ferramenta DNA barcoding, na identificacdo de espécies

de Moenkhausia;

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e procedimentos moleculares

Entre os anos de 2008 a 2011, amostras de Moenkhausia foram coletadas em
diferentes regibes do estado do Para, em um total de 54 individuos (tabela 1) sendo a
maioria do Nordeste Paraense (figura 5). Os espécimes foram fotografados e tiveram um
pequeno pedaco de tecido muscular retirado e acondicionado em tubos eppendorf contendo
alcool absoluto, sendo posteriormente levado ao Laboratorio de Ictiologia Integrada (Lii) no
campus de Braganca e armazenados em freezer a -4°C ate 0 momento dos procedimentos

moleculares.



20

Figura 5: Regido do Nordeste Paraense, onde foi coletada a maioria das amostras do
género para estudo, adaptado.

NORDESTE PARAENSE

Fonte: disponivel em <https://www.researchgate.net/publication/303403810 Credito rural e rede bancaria no
Nordeste Paraense evolugdo e concentracdo espacial 2000-2010 > Acesso em junho 15. 2018.

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 amplificagdo de um fragmento de 661bp da regido 5’ do
gene Citocromo ¢ oxidase subunidade 1 atraves da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
um termociclador. Os primers utilizados para a amplificagio foram LIICO1R1
(TTYTGRTTYTTCGGACACCCAGAAGT) e

LIICO1F3
(GATTTTTCTCAACTAACCAYAAAGA).

O mix de PCR para cada amostra utilizou uma solugdo com 7ul de H20, 1ul de INTP
1,25mM, 1ul de tampao 10X, 1ul de MgCI2 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 amplificagdo consiste de
desnaturacéo inicial a 94°C por 3 min, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo 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 serdo previamente
purificadas com a enzima ExoSAP-IT (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), e as reacGes de
sequenciamento realizadas com os reagentes do Kit BigDye (AppliedBiosystems) e entdo

sequenciadas no sequenciador automatico ABI 3500 (AppliedBiosystems).


http://www.researchgate.net/publication/303403810

Tabela 1: Quadro dos espécimes

coletadas em diferentes localidades do estado do Para e analisadas no
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estudo.

Codigo BOLD ID Localidade de coleta Drenagem Long Lat Data

03B33 Moernkhausia sanctagfilomenas Taciatena Fio Maracan3 4742445 -1.31204 25/11/2008
08D13 Meenkhausia oligolspis Izaraps Ace Ric Guama 4703444 -1,57432 27/11/2008
05B14 Moenkhausia oligolspis Dr. 8id's, Inhangapi Ric Guamai 47,8746 -1, 47087 06/03/2000
05C14  Mosnthausia sancrasfilomsnas Taciatzua Fio Maracan3 4742443 2131204 01/06/2009
05CE6 Moenkhausia sanctagfilomenas Fio das Cobras Fio Quatipurs 4685582  -1,07652 02/06/2009
OSEQ3 Moenkhausia oligolepis Izarapé Acn Rio Guami 4703444 -1,57432 05/06/2009
10A53 Moenkhausia sp. South of Jatvarana Rio Javarn -33.63686 -1.,61816 16/06/2010
10454 Moenkhausia sp. South of Jatvarana Rio Javarn -33.63686 -1.,61816 16/06/2010
10ATS Moenkhausia oligolspis Fazenda Santana Fio Javars -33.43136 -1,732% 16/06/2010
10AT6 Meoenkhausia sp. Fazenda Santana Fio Javars -33.43136 -1,732% 16/06/2010
10A83 Moenkhausia oligolspis Fazenda Santana Rio Javaru -53.43138 -1,7328 16/06/2010
10B37 Moenkhausia sp. Ponte sobre o Rio Maicwro Rio Maicurn -54. 37605 -1,61402 17/06/2010
10B38 Moenkhausia sp. Ponte sobre o Rio Maicuru Ric Maicvre -54,37605 -1,61402 17/06/2010
10B3% Mosnkhausia sp. Ponte sobre o Rio Maicwro Rio Maicorn -54 37605 -1,61402 17/06/2010
10B73 Moenkhausia sp. Cursgambd 01 Fio Curugambd | -33.45684 -1,7324 18/06/2010
10C03 Moenkhausia sp. Curueambd 03 Fio Curucambd | -33.61077 -1.64168 18/06/2010
10C0o4 Moenkhausia sp. Cursgambd 03 Fio Curugambd | -33.61077 -1.64168 18/06/2010
10C53 Moenkhausia sp. FPonte sobrz o Fio Cered Rie Curud -534.811% -1,3872 20006/2010
10C53 Moenkhausia sp. FPonte sobrz o Fio Cered Rie Curud -534.811% -1,3872 20006/2010
10H10 Mzenkhauria sanctagfilomenas Jatvarana Rio Javars -33.6793 -1,55215 16/06/2010
11A35 Moenkhausia sp. Fioc Uatumi? -60.03164 -2,2486 07/02/2011
11447 Moenkhausia sp. -60.40608 -1,34540 08/02/2011
11464 Mosnkhausia ap. -60.27205 -1,470035 08/02/2011
11A68 Meenkhausia sp. Izaraps da Coruja -60,23825  -1,33343 08/02/2011
11481 Moenkhausia sp. Izarapé Canasta -60.1371%  -1.82303 08/02/2011
11A88 Moenkhausia sp. Izarapé Canasta -60.1371%  -1,82303 08/02/2011
11AB87  Moenkhausia sanctagfilomenas Fio das Cobras Fio Quatipers -46.95982  -1,07632 24/02/2011
11AB8S  Moenkhausia sanctagfilomenas Fio das Cobras Fio Quatipurs -46.85532  -1,07632 24/02/2011
11AF28  Moenkhausia sanctasfilomenas Alta Casté Fie Caszté -47.1878 -1,39386 05/08/2011
LLAFS) Moenthausia siigslspis Lraraps Scn Fao Grama 403440 | 130452 UBUSE0LL
11AF45 Moenkhausia oligolspis Faranda Cachosira Rie Guami 4710125 -1,64988 05/08/2011
11AG24  Moerkhausia sanctagfilomenas Jeju Fio Maracan3 4754421 -1,33787 04/08/2011
11B%7 Moenkhausia sp. Izaraps Canasta -60,1371%  -1,82503 08/02/2011
11B58 Meenkhausia sp. Izarapé Canasta -60,1371%  -1,82303 08/02/2011
11BA08 Moenkhausia sp. Famal Arva boa lom 157 Depois rio maior Rio Xings -52.036056 -2.8436%44  07/10/2011
11BAl6 Moenkhausia 5p. Famal Agua boa 2nd igarape from entrancs very closs Rio Xingu -32,028333 -2, 8888036 2011
11BAZ28 Moenkhausia 5p. Famal Agua boa 2nd igarape from entrancs very closs Rio Xingu -32,028333 -2, 8888036 /2011
11BA33 Moenkhausia 5p. Famal Agua boa 2nd igarape from entrancs very closs Rio Xingu -32028333 -2, 8888056 O07/10/2011
11BA41 Moenkhausia 5p. Famal Agua boa 2nd igarape from entranes very closs Rio Xingu -32028333 -2 8888056 07/10/2011
11BB42 Meoenkhausia sp. Fio Itatd Fio Xinge -51.81557  -3,74752 10v10/2011
11BC20 Moenkhausia sp. Atvna Rio Minge -52,03827 -3,5048 10102011
11BC34 Moenkhausia sp. N rodovia altamira Belo Monte Rio Hinge -51,88605  -3,03188 11/10/2011
11BC36 Meenkhausia sp. N rodovia altamira Belo Monte Rio Xinge -51,88605  -3,03188 11/10/2011
11BC37 Meenkhausia sp. N rodovia altamira Belo Monte Rio Xinge -51,88605  -3,03188 11/10v2011
11BC38 Meenkhausia sp. N rodovia altamira Belo Monte Rio Xinge -51,88605  -3,03188 11/10v2011
11C23 Moenkhausia sp. -60.27205  -1.470%3 08/02/2011
11C24 Moenkhausia sp. -60.27205  -1.470%3 08/02/2011
11C38 Moenkhausia sp. -60.40608  -1,34548 08/02/2011
11C35 Moenkhausia sp. -60.40608  -1,34548 08/02/2011
11Ce0 Meorllausiaz op. Fazcnda Banta Clandia 6001262 20308 07/02/2011
11C78 Meoenkhausia sp. Fio Uatum3? -60.03164 -2,2486 07/02/2011
11C30 Moenkhausia sp. Fioc Uatumi? -60.03164 -2,2486 07/02/2011
11D32 Moenkhausia sp. Barrato -55.45302 -1.96624 06/02/2011

Fonte: produzida pelo autor.
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3.2 Analises moleculares

Adicionalmente as sequéncias obtidas no presente estudo, com sequéncias de
espécies do género Moenkhausia que foram baixadas do site GeneBank e acrescentadas ao
banco de dados. As sequéncias sdo provenientes dos trabalhos de Carvalho et., al 2011,
Benine et., al (ndo publicado), Van Der Walt et al., (ndo publicado), Javonillo et al., 2010,
Pereira et al., 2013, Mota et al., (ndo publicado), Rossini et al., 2016; Lima et al., 2017. 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). O programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) foi utilizado para construir uma arvore
filogenética de Agrupamento de Vizinhos (NJ) utilizando-se o modelo de Kimura 2
parametros (K2P) (Kimura 1980), onde o suporte dos ramos foi verificado atraves de 1000
pseudo-replicas de bootstrap (Felsentein, 1985).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados gerados no presente estudo apontam a efetividade do DNA barcoding
em discriminar linhagens moleculares distintas dentro de peixes neotropicais. Inicialmente,
vamos focar atencdo a espécie M. sanctaefilomenae. Os individuos coletados no presente
estudo formaram 2 clados com altos valores de suporte (99% para cada um). O primeiro
clado e formado por individuos provenientes do Nordeste paraense + 1 individuo do Rio
Jaraucu, proximo ao Xingu (10H10). O segundo clado é composto por 3 individuos todos
provenientes do Rio das Cobras, na regido de Quatipuru, também no nordeste Paraense
(Figura 6). Chama atencdo também o fato da formacdo de um terceiro e quarto clado com
individuos de M sanctaefilomenae provenientes do Rio Pandeiros em Minas Gerais
(Cédigos HM405158- HM405162) também apoiado por altos valores de suporte (97%)
sendo este clado, irmdo aos clados com as amostras do presente estudo e 3 espécimes com

84% de suporte respectivamente.
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Figura 6: Representagdo da formagdo dos clados de Moenkhausia sanctaefilomenae com autovalor de suporte

entre os espécimes.
11AG24 Moenkhausia sanctaefilomenae

10H10 Moenkhausia sanctaefilomenae
08B88 Moenkhausia sanctaeflomenae
09C14 cs Moenkhausia sanctaefilomenae
74 11AF28 Moenkhausia sanctaefilomenae
09C66 Moenkhausia sanctaefilomenae
7| o9 11AB88 Moenkhausia sanctaefilomenae
11AB87 Moenkausia sanctaefilomenae

HM405161.1 Moenkhausia sanctaefilomenae voucher DCC00625 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

HM405159.1 Moenkhausia sanctaefilomenae voucher DCC00623 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

X HM405162.1 Moenkhausia sanctaefilomenae voucher DCC00626 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

61| HM405160.1 Moenkhausia sanctaeflomenae voucher DCC00624 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

HM405158.1 Moenkhausia sanctaeflomenae voucher DCC00622 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

Fonte: imagem do autor.

M. oligolepsi também ndo foi recuperada como espécie monofilética nos dados
gerados no presente estudo. Todos os individuos provenientes do Rio Guama, formaram um
clado genético com alto valor de suporte (99%) em relacdo os clados formados pelas
sequéncias provenientes do Gene Bank. Neste caso, assim como M. sanctaefilomenae, mais
3 clados foram recuperados, além do clado formado pelas amostras do presente estudo onde
todos os individuos sdo provenientes da Bacia do Rio Parana (Sequencias com codigos
EU177013- EU177042) (Figura 7).

Figura 7: Representacdo da formacéo dos clados de Moenkhausia oligolepsi com autovalor de suporte entre
0s espécimes.

09E03 Moenkhausia oligolepis
08D"2 Moerkhausia sp
= 11AF37 Mcen<hausia oligolepis

11AF45 Mcen<hausia oligolepis
09614 Moenkhausia oligolepis
 EU177016.1 Moenkrausia oligclepis voucher LBP1498-11595 cyvtochrome oxidase subunit | (CO!) gene partial cds mitochondrial
[ EU177017.1 Moenkhausia oligclepis voucher LBP1498-11596 cytochrome oxidase subunit | (CO!) gene partial cds mitochondrial
?‘ EU177015.1 Moenkhausia oligclepis voucher LBP1498-11593 cvtochrome oxidase subunit | (COl) gene partial cds mitochondrial
EU177014.1 Moenkrausia oligclepis voucher LBP1498-11592 cvtochrome oxidase subunit | (CO!) gene partial cds mitochondrial
EU177013.1 Moenkrausia oligclepis voucher LBP1498-11594 cvtochrome oxidase subunit 1 (CO!) gene partial cds mitochondrial
EU177040.1 Mcenkhausia oligolepis voucher LBP4098-23551 cytochrome oxidase subunit | (COIl) gene partial cds mitochondnal

72
EU177038.1 Mcenkhausia oligolepis voucher LBP4098-23549 cytochrome oxidase subunit | (COIl) gene partial cds mitochondrnial

47
EU177041.1 Moerkhausia oligolepis voucher LBP4098-2355C cytochrome cxidase subunit | (COl) gene partial cds mitochondrial

2 EU177042.1 Moenkhausia oligolep's voucher _BP4098-23553 cytochrome oxidase subunit | (COIl) gene partial cds mitochondrial

g

' EU177039.1 Moenkhausia oligolepis voucher LBP40<8-23552 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene pariial cds mitochondrial
EU177035.1 Moenkhausia cligolepis voucher LEP5073-26006 cylochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial
= EU177033.1 Moenknausiz oligolepis vouchar LBP5073-25009 cytochrome cxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial
6l T EU177037.1 Moenkhausia oligolepis voucher LBPS£073-26008 cytochrome oxidase subunt| (COI) gene partial cds mitochondrial
g9 | EU177036.1 Moerkhausia oligolepis voucher LBPE073-26007 cytachrome oxidase subunt | (CQI) gene partial cds mitochondrial
75L EU177034.1 Moenkhausia oligalepis voucher LBP5073-26010 cytochrome oxidase subunit | (COIl) gene partial cds mitochondrial

Fonte: imagem do autor.
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Dois individuos provenientes do Rio Juaru foram recuperados dentro de um grande
clado contendo as espécies M. sanctaefilomenae, M. foresti e M. australe onde essas duas
altimas estdo dentro de um clado com valores de suporte alto (88%). Os outros individuos
do presente estudo formaram clados distintos entre localidades, ou seja, espécies
provenientes de cada bacia foram todas agrupadas juntas, todas com alto valor de suporte
(entre 88%-99%).

Figura 8: Representagdo da formacfo dos clados de M. sanctaefilomenae, M. foresti e M. australe com
autovalor de suporte entre os espécimes.
g5 r 10A75 Moenkhausia sp
-{10A83 Moenkhausia sp
KU568933.1 Moenkhausia sanctaefilomenae voucher ES12-AT060 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene partial cds mitochondrial

8
_4 FJ749056.1 Moenkhausia sanctaefilomenae voucher RJ DNA-12 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial

99
KU568934.1 Moenkhausia sanctaefilomenae voucher ES12-AT059 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene partial cds mitochondrial

GU701432.1 Moenkhausia forestii voucher LBP-17341 cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene partial cds mitochondrial

44/ GU701434.1 Moenkhausia forestii voucher LBP-17342 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
JN989043.1 Moenkhausia forestii voucher LBPV-24751 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
JN989042.1 Moenkhausia forestii voucher LBPV-24752 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene partial cds mitochondrial
8

0

JN989041.1 Moenkhausia forestii voucher LBPV-24753 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
EU177032.1 Moenkhausia australe voucher LBP5074-26005 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial
EU177031.1 Moenkhausia australe voucher LBP5074-26004 cytochrome oxidase subunit | (COl) gene partial cds mitochondrial

EU177030.1 Moenkhausia australe voucher LBP5074-26003 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial

Fonte: imagem do autor.

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam a utilidade da Ferramenta de
DNA barcoding em discriminar linhagens evolutivas distintas para peixes neotropicais de
agua doce. Pereira et al., (2011) realizando a mesma inferéncia atraves da ferramenta de
DNA barcode na espécie Piabina argentea, na bacia do rio Parana, encontraram que esta
espécie na verdade é constituida por 6 linhagens evolutivas distintas, distribuidas ao longo
da bacia. Este mesmo padrdo de alta diversidade em linhagens pode ser observado nas
linhagens do género Moenkhausia do presente estudo. Ao longo das drenagens da por¢édo
amazénica de onde provem as amostras, foi possivel observar ao menos 17 linhagens

distintas de espécies do género (Figura 9).
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Figura 9: Arvore filogenética de Agrupamento de Vizinhos (NJ) do gene COI contendo as amostras de

Moenkhausia do presente estudo.
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11AG24 Moenkhausia sanctaefilomenae
10H10 Mosnkhausia sanctaefilomenae

08888 Moenkhausia sanctaefilomenae

09C14 cs Moenkhausia sanctaefilomenae

11AF28 Moenkhausia sanctaefilomenae

09C66 Moenkhausia sanctaefilomenae

11AB88 Moenkhausia sanctaefilomenae

11AB87 Moenkausia sanctaefilomenae
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oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
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97 | Hmaos162.1 voucher
61| HM405160.1 Moenkhausia sanctaetiiomenae voucher DCC00624 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

i voucher DCCH oxidase subunit 1 (COI) gene partial cas mitochondrial

HM405158.1
09E03 Moenkhausia oligolepis

08D13 Moenkhausia sp

11AF37 Moenkhausia oligolepis

11AF45 Moankhausia oligolepis

09814 Moankhausia oligolepis

EU177016.1 Moenkhausia oligolepis voucher LBP1498-11595 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial

EU177017.1 Moenkhausia oligolepis voucher LBP1498-11596 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial ods mitochondrial

EU177015.1 Moenkhausia oligolepis voucher LBP1498-11593 cytochrome oxkdase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial

EU177014.1 Moenkhausia oligolepis voucher LBP1498-11592 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial

EU177013.1 Moenkhausia oligolepis voucher LBP1498-11594 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial

EU177040.1 LBP: subunit | (COI) ges

EU177038.1 voucher LB idase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial
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5] EU177033.1 Moenkhausia oligolepss voucher L1 subunit | (COI) i cds i
2l [EU1770371 LBP: 1(COI) geno partial cds mit
LBPSO; 1(coN) gene

s |[ EU177036.1 igolepi
1(CO) gane partial ods mitochondrial

7L Eu1770341 obgolepis voucher L
10A75 Moenkhausia sp
H t0r2s Mosritnmusin sn
KUS68933.1 voucher oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
24 Fuza0086.1 voucher RJ DNy subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial
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EU177032.1 u subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial
EUI77031.1 u bunit 1 (COI) gene partial cds mil
EU177030.1 A u 1(CON) gene partial cas mitochondial
sop GU701431.1 LBP-22522 subunit 1 (COM) gene partial cds mitochondrial

(GU701430.1 Moenkhausia sanctaefilomenae voucher LBP-22521 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

EU177010.1 L8 1(CON gene | cd

93| | EU177009.1 Mosnkhausia sanctaefilomenae voucher LBP4695-24857 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial
EU177008.1 l voucher LBP4695- ' parti
#eu177012.1 voucher LBP. 1(COl) gene

EUI77011.1 LeP. 1(Col) g
11BA16 Moenkhausia sp
11BA28 Moenkhausia sp
11BA08 Moenkhausia sp

11488 =

11BA33 Moenkhausia sp
931118C34 Moenkhausia sp

s1p 11468 Moenkhausia sp
11A81 Moonkhausia sp
11898 Moenkhausia sp
1897 s

85

—l

10873 Moenkhausia sp.
3 | 10C03 Moenknausia sp
761 10G04 Moenkhausia sp
11BC37 Moenkhausia sp
11BC36 Moenkhausia sp
11D32 Moenkhausia sp
5| 11BA41 Moenkhausia sp
11BC38 Moenkhausia sp
59| 11A47 Moenknausia sp
11A64 Moenknausia $p

s
R efriromn
e m—

10A53 Moenkhausia sp
10A54 Moenkhausia sp

10C93

=
32 KUS32828.1 Moenkhausia gracilima isolate MG-3 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
o8 [l kusazeze.1 graciima oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

841 KU532823.1 Moenkhausia bonita isolate BD-7

KU532827.1 Moenkhausia gracilima isolate MG-2 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

KUS32824.1 Moenkhausia bonita isolate BC-1 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochandrial

KUS532825.1 Moenkhausia bonita isolate BC-10 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
subunit 1 (COI) cds

59 | 118C20 Moenkhausia sp
118842 Moenknausia sp

10C95 Moenkhausia sp
10838 Moenkhausia sp

10837 Moenkhausia sp

s
99| HM405163.1 voucher DCCO0585 oxidase subunit 1 (COI) gone partial cds
KY348916.1 ia costao voucher i 1{CO) gene partial co:
10A76 Mosnkhausia 5p
KY348917.1 lepi TIUFRN 1{col)

JNBIO4S. 1 Mosnkhausia intermedia voucher LBPV-20180 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
IN989044.1 Mosnkhausia intermedia voucher LBPV-20181 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
57| KMB97310.1 Moenkhausia intermedia voucher PDCil1 14 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
KM897325.1 Moenkhausia intermedia voucher PDcll119 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
KM897229.1 Moenkhausia intermexdia voucher PDcil116 cytochrome oxidase subunit 1 (CON) gene partial cds mitochondrial

50111023 Moenkhausia sp
11C24 Moenkhausia sp
11C60 Moenknausia sp

11C38 Moenkhausia sp
99111C39 Moenknausia sp

KY268278,1 Astyanax bockmanni voucher LBPV-60028 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

—_—
0.050

Fonte: imagem do autor.
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Esta alta diversidade de linhagens, refletem 2 problemas: 1-Auséncia de sequéncias
de referéncia para comparacdo entre nossos dados e dados de genebank; 2-auséncia de
taxonomistas realizando inferéncia dentro do género na regido. Levando-se em conta 0s
altimos trabalhos de descricdo de espécies do género Moenkhausia, como M. calibela
presente nos Rios Amazonas e Tapajés (Marinho e Langeani., 2010) , M. eurystaenia no
Xingu (Marinho, 2010) e M. dasalmas na bacia do Tocantins (Bertaco et al., 2011)

Entretanto, para as espécies que possuem sequéncia de referéncia, a precisdo da
ferramenta em apontar presenca de espécies cripticas € muito grande. No presente estudo,
todos os individuos identificados como M. sanctafilomeneae foram geneticamente distintos
de individuos de Minas Gerais. Este fato ate pode ser explicado em parte devido a distancia
geografia entre as bacias distintas dos rios, o que pode ser efeito do periodo das glaciacGes
(Dahl, 1946) onde diferentes refugios ambientais podem ter isolado grupos que estavam
mais distantes. Entretanto, os dados do presente estudo apontam que houve a presenca de
mais de uma linhagem dentro de areas relativamente proximas (linhagens nordeste paraense
+ Xingu e Quatipuru). O mesmo pode ser aplicado a M. oligolepsi do presente estudo, em
relacéo as sequencias do Genebank.

Nos ultimos anos, os esfor¢cos conjuntos entre sistematica tradicional e técnicas
moleculares tem auxiliado na resolucdo de problemas taxondmicos em varios grupos de
peixes neotropicais como Bramocharax (Valdez-Moreno et al.,, 2009), Megaleporinus
(Ramirez et al., 2017), bem como uma serie de espécies da provincia argentina (Rosso et al,
2012). Entretanto, este mesmo tipo de inferéncia conjunto (morfologia+ molecular) é
escasso para Moenkhausia havendo poucos trabalhos ate o presente (Benine et al., 2009,
Domingos et al., 2014). Tendo em vista a alta diversidade de linhagens apontadas no
presente estudo, inferéncias conjuntas se fazem necessarias para elucidar a real diversidade
de espécies do género Moenkhausia presente ao longo das bacias que cortam o estado do

Para.
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5 CONCLUSOES

De modo geral, os resultados apresentados mostram a grande eficacia de
identificacdo molecular por DNA barcode para os peixes estudados, discriminando o0s
espécimes analisados. Os resultados também revelaram divergéncias genéticas ocultas
sugestivas de isolamento reprodutivo e especiacdo criptica. Finalmente, nosso estudo
constituiu uma contribuicdo importante para o projeto internacional Barcoding of Life
(iBOL.org), fornecendo sequéncias de cédigos de barras para uso na identificacdo dessas
espécies por especialistas e ndo especialistas, e permitindo que elas estejam disponiveis

para uso em outras aplicacoes.
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