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Resumo

O Estado de S& Paulo goresenta quatro drenagens: Rio Parand, Rio Paraiba do Sul, Rio
Ribeira de Iguape e rios litoréneos. O rio Paraiba do Sul nasce em S&o Paulo e drena uma
importante faixa de terras da regido leste do Estado. Sua ictiofauna tem algumas semel hancas
e muitas diferencas em relacdo as drenagens continentais e costeiras 0 que redca a
importéncia do presente estudo. Os levantamentos ictiofaunisticos realizados nesta bacia,
como has outras grandes bacias hidrogréficas brasileiras, sdo ainda incompletos e ndo existe
consenso acerca do status taxondmico de muitas espécies lisgtadas nesses levantamentos.
Considerando o uso promissor do DNA barcoding como um sistema globa de identificagéo
de espécies, 0 presente estudo tem por meta realizar um inventéario da ictiofauna da por¢éo
paulista do rio Paraiba do Sul e, simultaneamente compilar uma biblioteca de sequéncias
referéncias para 0 DNA barcoding dos peixes encontrados. Foram obtidas e andisadas 354
sequéncias do gene Citocromo ¢ Oxidase subunidade | (COI) pertencentes a 66 espécies da
porgdo paulista do rio Paraiba do Sul. A disténcia genética K2P média encontrada entre
individuos dentro das espécies destabaciafoi de 0,48%, e entre espécies dentro de um mesmo
género de 9,87%. Cinco pares de egpécies (10 espécies) apresentaram baixos valores de
divergéncia genética interespecifica (<2%), porém todas puderam ser corretamente
identificadas. Este estudo evidenciou que as egpécies de peixes analisadas puderam ser
identificadas de forma eficiente, através da utilizacdo da sequéncia barcode gerando dados
que podem fornecer subsidios para estudos posteriores desta fauna, além de contribuir com a
iniciativa globa de caracterizar as espécies de peixes do mundo de um ponto de vista

molecular.

Palavras-chave: Ictiofauna; Identificacdo de espécies; DNA Barcode; DNA mitocondrial;

Citocromo c Oxidase subunidade |



Abstract

The state of Sdo Paulo has four main drainages. Parana river, Paraiba do Sul river, Ribeira do
Iguape river and coastal rivers. The Paraiba do Sul river is bornin Sao Paulo and drains an
important range of land east of the state. Its ichthyofaunahas some similaritiesand
many differences from thecontinental and coastal drainageswhich  highlightsthe
importance of this study. Surveys conducted in the ichthyofauna of this basin, asin other large
river basinsin Brazil, is still incomplete. Moreover, there is no consensus about the taxonomic
status of many species listed in these surveys. Consideringthe promising use of
DNA barcodeas a global system for species identification, the present studyis aimed
to establishing an inventory of the ichthyofauna of the Sdo Paulo portion of the river Paraiba
do Sul and simultaneoudly builda DNA barcode reference sequence library for fish
found. Were obtained and analyzed 354 sequences of the gene cytochrome oxidase ¢ subunit |
(COl) belonging to 66 species of Sdo Paulo portion of the Paraibado Sul river. The
average K2P distance between individuals within species of this basinwas 0.48%, and
9,87% between species within agenus. Five pairs of species (10 species) showed low levels
of interspecific genetic divergence (<2%),but al could be correctly identified. This study
showed that thefish species analyzed could be identified efficiently through the use
of barcode generating data that can provide informationfor further studiesof this
fauna, besides contributing to the global initiative to characterize the species of fish in the
world of amolecular point of view. Fivepairs of species (10 species) showed low levels
of interspecific genetic divergence (<2%), but al could be correctly identified. This study
showed that thefish speciesanalyzed could be identified efficiently through theuse
of barcode generating data that can provide subsidies for further studiesin this fauna, as well
as contribute to the global effort to recognize all fish species on Earth from a molecular point

of view.
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1. Introducédo

O conhecimento acerca da diversidade biolégica é o ponto de partida para todos os
estudos basicos ou aplicados relacionados as ciéncias da vida e o reconhecimento de espécies,
bem como a habilidade de nome&las, é fundamental para o estudo da ecologia,
comportamento, evolucdo e todas as outras disciplinas relacionadas aos organismos (Savage,
1995). Segundo Castro e Menezes (1998), 0s peixes, como um todo, sempre tiveram um
grande apelo estético, esportivo e aimentar para 0 ser humano e, por isso, vem sendo
estudados, sob diversos angulos, ha muito tempo.

A ictiofauna de dgua doce Neotropical € a mais rica de todo o planeta. De acordo com
Reis et d. (2003), das 13.000 espécies de peixes de agua doce estimadas para o0 planeta,
aproximadamente 6.000 espécies encontram-se na regido Neotropical, das quais 4.475 sdo
consideradas vélidas e cercade 1.550 sdo conhecidas, porém ainda ndo descritas forma mente.
Dentro desse universo de espécies de dgua doce destacam-se 0s representantes da superordem
Ogariophysi que representam 71% dessa fauna (Reis et a., 2003). A prevaéncia dos
Ogariophysi em ambientes de &gua doce € uma readlidade mundial, uma vez que do total de
espécies de peixes de agua doce do mundo 75% sdo Ostariophysi (Fink e Fink, 1981).

Em um levantamento das tendéncias histéricas de descricdo de espécies em
Characidae e Loricariidae feito por Schaefer (1998), o autor estima que possam existir cerca
de 8.000 espécies de peixes de dgua doce neotropicais, 0 que corresponderia a 25% de todas
as espécies de peixes do mundo. Esse niUmero € discutido e aceito por Vari e Maabarba
(1998) que acrescentam que toda diversidade de peixes de &gua doce neotropicais ocorre
em menos de 0,003% da agua doce do planeta. Os estudos sisteméticos dos peixes
neotropicais, baseados em dados morfoldgicos, tém-se expandido consideravelmente nos
ultimos anos (ver referéncias em Malabarba et a., 1998), principalmente apos a incorporacdo
de novas técnicas de obtencdo e interpretacdo de dados, entre as quais estd 0 uso da
metodologia de andlise filogenética proposta inicialmente por Hennig (1966) e implementada
por diversos autores. Apesar dos notaveis progressos, muito ainda resta a ser conhecido sobre
a composicdo e o relacionamento dos diversos grupos, devido a imensa magnitude da

biodiversidade neotropical.
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1.1 A bacia dorio Paraiba do Sul

O rio Paraiba do Sul nasce na confluéncia dos rios Paraitinga e Paraibuna, tendo um
percurso total de 1.120 km, no sentido oeste para leste, numa altitude média de 370m. Seus
principais afluentes sdo os rios Jaguari, o Buquira, o Paraibuna, o Preto, o Pomba e 0 Muriaé,
que se originam nas serras da Mantiqueira e do Mar. Esses dois Ultimos sdo 0s maiores e
desaguam, respectivamente, a 140 e a 50 km da foz. A bacia do Paraiba do Sul esta situada
entre as latitudes 20°26' e 23°39'S e as longitudes de 41° e 46°30'W, possuindo uma area de
cerca de 57.000 km?, banhando os estados de S&o Paulo (23,7%) (Figura 1), Minas Gerais
(39,6%) e Rio de Janeiro (36,7%) onde desagua. Mesmo locdizada entre os maiores centros
urbano-industriais do pais, ainda abriga uma dta biodiversidade, embora em situacdo de
extremaameaga (Hilsdorf e Petrere Jr., 2002).

Por muito tempo, esta bacia foi uma excelente area de trabalho para pescadores
profissionais. Nas Ultimas décadas, porém, a diversidade e a quantidade de peixes vem sendo
reduzidas por diversos fatores. Os recursos hidricos de todo o vale do Paraiba sofrem
impactos desde que a regido comegou a ser ocupada por fazendas, ainda no periodo colonial.
Essa regido passou por varios ciclos agropecuarios, desde aimplantacéo das culturas de café e
cana-de-aglcar até a formacdo de pastos para pecudria leiteira. Tais atividades, implantadas
sem 0 devido mango conservacionista, levaram a derrubada de matas ciliares, ao
assoreamento, a poluicdo das aguas (por fertilizantes quimicos, pedicidas e outras
substéncias) e ainimeros outros problemas ambientais (Hilsdorf e Petrere Jr., 2002).

Atualmente, somente dois trechos do Paraiba do Sul podem ser navegados. o trecho
inferior e 0 médio superior. O trecho inferior, entre a foz e Sdo Fidélis, numa extensdo de
aproximadamente 90 km, possui uma declividade de 22 cm/km. Existe uma navegagéo
incipiente efetuada por peguenas embarcagbes que transportam, essencialmente, materiais de
construgdo parao municipio de Campos. No trecho médio superior, entre Cachoeira Paulista e
Guararema, numa extensdo de aproximadamente 280 km, apesar da peguena declividade de
19 cm/km, a navegagao restringe-se a embarcagdes de turismo (Hilsdorf e Petrere Jr.,2002).

Em um recente levantamento ictiofaunistico realizado na bacia do rio Paraiba do Sul
foram coletadas 81 espécies pertencentes a 55 géneros, 29 familias e nove ordens (Teixeira et
a., 2005). Segundo esses autores, no trecho superior do rio (0 que corresponde a &rea a ser
estudada no presente projeto) foram coletadas 27 espécies no periodo de cheia e 24 espécies
no periodo de seca. Castro e Menezes (1998), em uma revisdo dos dados de literatura, relatam

a ocorréncia de 17 familias e aproximadamente 77 espécies de peixes na parte paulista dessa
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bacia, sem discrimin&las nominalmente. Um levantamento minucioso, realizado por Lima
(1998), mostrou a presenca de 32 espécies na regido do alto curso do rio Paraiba do Sul, no
Estado de S0 Paulo. Uma andlise das espécies coletadas e disponiveis na colecdo do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes do Instituto de Biociéncias, UNESP, campus de
Botucatu, mostra a ocorréncia de 48 espécies (Anexo 1), das quais 12 foram identificadas
apenas no nivel de género. As divergéncias verificadas nos nimeros citados acima justificam
uma nova e detalhada andlise da ictiofauna da porcéo paulista do rio Paraiba do Sul,
principalmente tendo em vista que essa € uma das mais impactadas bacias do Estado.

Figura 1. Mapas de S3do Paulo. (a) hidrografia do Estado (escala 1:250.000): em branco os
componentes do sistema do Alto rio Parand, em rosa os componentes do sistema do rio Ribeira de

Iguape, em verde os componentes do sistema do Alto rio Paraiba do Sul e em laranja os
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componentes do sistema denominado de rios litoraneos. (b) hidrografia digitalizada sobreposta ao
relevo realcgado do Estado (escala 1:250.000). Mapas disponibilizados no sitio:

www.relevobr.cnpm.embrapa.br/conteudo/aplicacoes/ hidrografico.htm.

1.2 Identificacdo molecular de espécies (DNA barcoding)

A espécie é uma unidade de comparagdo fundamental em todos os campos da
Biologia, da Anatomia ao Comportamento, Desenvolvimento, Ecologia, Evolugdo, Genética,
Biologia Molecular, Paleontologia, Fisiologia, Sistemé&tica, etc. (de Queiroz, 2005). Ao longo
da histéria muitos conceitos de espécie foram propostos, incluindo o tipolégico, morfoldgico,
bioldgico, por isolamento reprodutivo, etc. Ainda que extensos debates sgam constantemente
travados em relacdo a esses conceitos de especie (de Queiroz, 2005; Waugh, 2007), do ponto
de vista prético os taxonomistas sd0 0s profissionais responsaveis pela caracterizagdo dessas
entidades biolégicas e sua classificacdo, tornando-as palpéveis e reconheciveis pela atribuigdo
de um nome, erigido de acordo com os codigos internacionais de nomenclatura (Kohler,
2007).

Os dados morfoldgicos foram, historicamente, os primeiros a serem utilizados na
identificagdo de espécies simplesmente pelo fato de que foram os primeiros disponiveis aos
pesquisadores que iniciaram a sistematizagdo do conhecimento sobre os seres vivos. Com 0
desenvolvimento de novos métodos de estudos, novas metodologias foram se tornando
disponiveis para 0 estudo da biodiversidade. Dessa maneira, ha mais de 40 anos, a
eetroforese de proteinas em géis de amido foi, pela primeira vez, utilizada para identificar
espécies (Manwell e Baker, 1963). Ha aproximadamente 30 anos, a andlise de sequéncias de
genes de DNA ribossdmico foi utilizada para investigar as relagdes evolutivas em niveis
superiores (Woese e Fox, 1977) e as pesguisas em DNA mitocondrial dominaram a
Sistemética Molecular no final da décadade 70 e inicio da década de 80 (Avise, 1994) e hoje
constituem um dos principais sustentadores desse tipo de investigagcdo. Nos estudos
taxondmicos essas ‘novas categorias de dados tem Sdo sempre adicionadas aos dados
morfoldgicos, nunca pretendendo substitui-los. Exemplos desse tipo de integraco sdo cada
vez mais comuns, como na descricdo de Gymnotus sylvius (Albert et al., 1999) e a nossa
descricdo de uma nova espécie de tainha, Mugil rubrioculus (Harrison et al., 2007) e de uma
nova espécie de Moenkhausia (Benine et al., 2009). Esses exemplos sdo particularmente

relevantes, pois sdo referentes a novas espécies de dois géneros de peixes bastante complexos,
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que foram descritas apoés 0 acumulo de evidéncias citogenéticas e moleculares que
demongravam a singularidade das amostras em estudo com relacdo a seus respectivos
congéneres.

Embora ferramentas moleculares tenham fornecido uma ampla gama de novas
oportunidades para estudar questbes em Biologia Evolutiva (como nos processos de
especiacdo) e em Sistemética Filogenética, sO recentemente foi proposto que um curto
segmento de 648 nucleotideos da extremidade 5' do gene mitocondrial Citocronmo ¢ Oxidasel
(CQOI) como um sistema universal de identificagd adequado para a maioria das espécies
animais (Hebert et al., 2003a; 2003b). O uso dessa metodologia, denominada DNA barcoding,
ganhou muita relevancia com a criagdo em 2004 do Consortium for the BarCode of Life
(CBOL) cuja meta é gerar um banco de dados de codigos de barra, sequéncias parciais de
DNA do gene COI, da biodiversidade global, com o objetivo de facilitar o processo de
automacado daidentificacdo das espécies.  Para sustentar o carater de sistema “global” de
identificacdo de animais, 0 DNA barcoding deve envolver padronizagdo, ou sgja, as variavels
técnicas e as formas de analise ndo podem variar amplamente ao analisar-se diferentes grupos
mas, a0 contrario, serem 0 mais constantes possiveis. Desta forma a filosofia do DNA
barcoding indica que primers que se aplicam a amplificacdo do gene COl em uma vasta gama
de espécies sdo preferidos aos especificos. Também por uma questdo de padronizagdo, as
andlises de dados de barcoding usam o agoritmo de Neighbor-Joining (NJ) para a
representacdo grafica das disténcias entre os grupos e o Kimura 2 parémetros (K2P) como
modelo de substituicdo de nucleotideos (Casiraghi et a., 2010).

Paralelamente a proposi¢cdo de criacdo do sisema de DNA barcoding (Hebert et al.,
2003a; 2003b), foi langada uma discussdo sobre a criacdo de um sistema de taxonomia
baseado em sequéncias de DNA por Tautz et al. (2002, 2003) denominado DNA Taxonomy.
Essa proposicéo foi levantada tendo em vista a extensdo da diversidade dos organiSmos vivos,
estimados entre 10 e 100 milhdes de espécies (May, 1988; Whitfied, 2003), e, segundo 0s
proponentes dessa metodologia, na dificuldade em nomeé-las com os métodos correntemente
em uso, cujo emprego, desde sua criagdo por Linnaeus em 1758, permitiu a nomeagdo de
cerca de 1,7 milh&o de egpécies (Stoeckle, 2003). Outro problema levantado dizia respeito ao
problema de formagdo de novos taxonomistas para substituir os especialistas que encerram
suas carreiras. O que Tautz et a. (2003) propuseram formamente era que as sequéncias de
DNA deixassem de ser um elemento auxiliar naidentificacdo de espécie e passassem a ocupar
uma posicao central nesse processo de descricdo de espécies. Essa proposicdo gerou uma

grande animosidade entre os taxonomistas e 0s biologistas moleculares. Vérias criticas a esse
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artigo de Tautz et a. (2003) foram publicadas (ex.: Lipscomb et a., 2003; Ebach e Holdrege,
2005; Carvalho et al., 2007) nas quais 0s autores invariavelmente mostravam preocupagéo
com a Taxonomia tradicional e seus praticantes. Entretanto, com exce¢do de uma breve
referéncia ao trabalho de Hebert et al. (2003a), em nenhum ponto do artigo de Tautz et al.
(2003) a palavra barcode € mencionadal Assm, fica evidente que o que Tautz et a. (2003)
propunham é algo independente do conceito de DNA barcoding, ainda que exita uma
similaridade em relacdo ao uso de sequéncias de DNA, porém com finalidades totamente
diferentes.

Essencialmente, 0 que os usuarios da metodologia de DNA barcoding pretendem é
tornar possivel a atribuicéo de individuos a espécies e facilitar a descoberta de novas espécies
(Moritz e Cicero, 2004). Os primeiros estudos realizados com metodologia foram
extremamente satisfatérios com um grau de resolugdo taxondmica maior que 95% (Hebert et
al., 2003a, 2003b).

A principio, alguns criticos sugeriram que o DNA barcoding ndo seria uma atividade
cientifica porque ndo visaria testar hipéteses e gerar conhecimento, mas sm simplesmente
produzir informacdes (Lipscomb et a., 2003; Ebach e Holdrege 2005). Entretanto, qualquer
experimento gera informagdes que necessitam ser interpretadas sob aluz de hipéteses e é
uma atividade cientifica. Segundo as paavras de Lipscomb et a. (2003) reduzir a taxonomia
somente a identificacdo de espécies a torna uma simples tarefa técnica ao invés de uma
ciéncia baseada em hipdteses. Esse mesmo raciocinio se encaixa perfeitamente nos estudos de
DNA barcoding uma vez que esses nunca se limitam a relacionar as sequéncias encontradas
para cada individuo, mas sim procuram interpretar as semelhancas e diferencas entre essas
sequéncias e suas relacbes com as espécies reconhecidas por outros métodos. Assm, é
forcoso concluir que Taxonomia e DNA barcoding séo igualmente atividades cientificas.
Waugh (2007) argumenta também que a aplicacdo da técnica de DNA barcoding serve ainda
para testar a hipétese de que as espécies podem ser identificadas utilizando técnica e, no
futuro, pode ser uma fonte de dados que gerara outras hip6teses, o que é também uma
atividade essencialmente cientifica.

Uma critica mais recente, apresentada por Wiemers e Fiedler (2007), diz respeito ao
chamado problema de barcode gap. Os proponentes do uso do DNA barcode sugeriram que a
diferenca genética interespecifica excede a diferenca intra-especifica de tal maneira que um
claro gap permitiria assinalar um espécime desconhecido a sua espécie com uma taxa de erro
insignificante (Hebert et al., 2004a). Os desvios a regra seriam atribuidos a um pegueno

nimero de pares de espécies incipientes, com separacao incompleta de linhagens (Hebert et
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a., 2004b). Como consequéncia, 0 estabelecimento da quantidade de divergéncia entre duas
amostras acima de um determinado limite (proposto como sendo pelo menos 10 vezes maior
do que dentro das espécies) iria indicar uma distingdo a nivel de espécie, enquanto uma
diferenca abaixo desse limite indicaria uma identidade taxonbémica entre as amostras. Além
disso, a existéncia de um barcode gap tornaria possivel a identificagdo de espécies néo
descritas (Hebert et al., 2004b; Smith et al., 2006). Possiveis erros com abordagem
incluem falsos positivos e falsos negativos (Wiemers e Fiedler, 2007). Fasos positivos
ocorrem se populacbes dentro de uma espécie sGo muito distintas geneticamente, i.e.,
populactes distantes com fluxo génico limitado ou populagdes aopétricas com fluxo génico
interrompido. No Udltimo caso deve ser notado que, dependendo da quantidade de
diferenciacdo morfologica e o conceito de espécie aplicado, tais populagdes podem ser
qualificadas como “espécies cripticas’ na visdo dealguns cientistas.

Enquanto estudos em peixes (Ward et d., 2005; Hubert et a., 2008; Valdez-Moreno et
a., 2009; Ward et al., 2009), aves (Hebert et al., 2004a), artropodes (Hogg e Hebert, 2004;
Barrett e Hebert, 2005; Stahls e Savolainen, 2008) e plantas (Kress et al., 2005) corroboram a
existéncia do barcode gap, outros estudos em gastropodes (Meyer e Paulay, 2005), moscas
(Meier et a., 2006) e borboletas (Brower, 2006; Wiemers e Fiedler, 2007) desafiam sua
existéncia. As razdes para discrepancia ndo sdo inteiramente claras. Os estudos
disponiveis sugerem que os niveis de divergéncia nas sequéncias de COI diferem entre tdxons
mais antigos e mais recentes, como Seria esperado.

DeSdle et al. (2005), propde explicitamente que deve haver uma ponte entre as
pesquisas moleculares e morfolégicas e que isso deve aprimorar o processo de identificagcdo
de egpécies. Isso também deve ampliar nosso conhecimento sobre a diversidade de
mecanismos envolvidos na origem dessas espécies. Por razéo, no presente estudo, o
trabalho foi conduzido em conjunto, por especialistas em Biologia Molecular e Taxonomia de
peixes.

Outra critica levantada por oponentes do uso da metodologia de DNA barcording diz
respeito ao reduzido nimero de individuos amostrados por espécie. As recomendacdes em
curso sugerem gue cinco exemplares deveriam ser amostrados de cada espécie, procedentes,
sempre que possivel, de diferentes pontos dentro da érea estudada. Rosenberg (2007), em um
estudo estatistico sobre capacidade de determinacéo de monofilia em comparagdes inter-
pares, demonstrou que uma pequena amostra, de apenas dez individuos, para cada grupo
testado pode ser suficiente para uma discriminagdo altamente significativa do ponto de vista

estatistico. Considerando que existem grandes diferencas bioldgicas entre grupos de
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organismos quanto a esse nUmero minimo, o emprego inicial de cinco individuos pode ser
uma escolha metodologicamente viavel, principalmente se encararmos escolha inicial
como um 'experimento piloto’. A necessidade desses experimentos pilotos com diferentes
ndmeros de organismos é sugerida por DeSdlle et al. (2005) que afirmam ainda que esse
nimero pode ser orientado pelo conhecimento disponivel sobre a histéria de vida das
espécies, sua capacidade de dispersio e padrbes de cruzamento.

Segundo Rubinoff (2006), Hajibabaei et al. (2007), Godfray (2007) e Miller (2007) a
metodologia de DNA barcoding pode contribuir, como vem sendo demonstrado, com a
Taxonomia, Sistematica e Genética de Populagdes. Na Taxonomia o DNA barcoding pode ser
utilizado para identificar espécimes atipicos e contribuir para revisdo da nomenclatura de
varios grupos, assim como pode ser utilizado como método de rotina para auxiliar na
identificag8o de espécies. Na Sistemética o DNA barcode pode servir como ponto de partida
para a selecdo de taxons e as sequéncias de DNA obtidas nos projetos de DNA barcoding
podem ser adicionadas a0 conjunto de sequéncias utilizadas para elaboracéo de filogenias. Na
Genética de Populactes 0 DNA barcoding pode fornecer um primeiro sinal sobre a extensao e
natureza das divergéncias populacionais o que facilitard os estudos comparativos da
diversidade de vérias espécies.

De acordo com Stoeckle et al. (2005), h& pelo menos dez razdes para a realizagdo do
projeto de Cadigo de Barras dos seres vivos, que s3o:

1. Trabalho com segmentos. O Codigo de Barras pode identificar espécies a partir de
pequenos pedagos ou fragmentos, incluindo material ndo utilizado no processamento de
plantas e animais, e produtos morfologicamente ndo facilmente reconheciveis, derivados de
espécies protegidas ou reguladas.

2. Trabalho com todos os estagios do ciclo de vida. O Codigo de Barras pode identificar uma
espécie em suas multiplas formas, de ovos ou sementes, passando pelos estagios de larva ou
mudas, até o estagio de adultos.

3. Identificac8o de espécies similares. O Codigo de Barras pode distinguir entre espécies que
sa0 morfologicamente muito similares, incluindo organismos perigosos (como os portadores
de venenos) similares a outros nNdo-perigosos, e assim permitir uma visdo mais acurada da
biodiversidade.

4. Redugdo de ambiguidades. Um Cédigo de Barras fornece um meio digital, ndo ambiguo,
para identificacdo de espécies, ndo carecendo do uso de descrigdes subjetivas baseadas em

gradagOes de formas e cores, por exemplo.
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5. Possibilidade dos especialistas irem mais longe. Os cientistas podem fazer uso do Codigo
de Barras para uma identificacdo mais rgpida dos organismos e também para facilitar um
reconhecimento mais rapido de novas espécies que assim podem ser descritas pelos métodos
tradicionais.
6. Democratizagdo do acesso. Uma biblioteca padronizada de Codigo de Barras aumentara
mMuito 0 nimero de pessoas capazes de nomear as especies.
7. Abertura de caminhos para criagéo de um dispositivo portétil paraidentificacdo de espécies
em campo. O Codigo de Barras liga a identificacdo bioldgica as fronteiras avancadas do
sequenciamento de DNA, eletrbnica e ciéncia da informagdo, criando um caminho para
criacdo de dispositivos portéteis para identificacéo de espécies.
8. Possibilita o posicionamento de novas folhas na évore davida. Estabelecer as
similaridades e diferencas entre o Codigo de Barras das estimadas 10 milhdes de espécies de
plantas e animais gjudara a mostrar onde suas folhas, representando as espécies, devem estar
posicionadas na arvore davida.
9. Demonstracao do valor das colegdes. A compilagdo de umabiblioteca de Codigos de Barra
comega com o0s milhdes de espécimes em museus, herbarios, zooldgicos, jardins botanicos e
outros repositorios de materiais biol gicos, pondo em evidéncia seus esforgos para preservar e
entender abiodiversdade da Terra
10. Compilagdo mais rgpida da enciclopédia da vida. Uma biblioteca de Cddigo de Barras,
ligada a espécimes nomeados, ampliara 0 acesso do publico ao conhecimento bioldgico,
auxiliando na criagdo de uma enciclopédiaon-line davida na Terra.

Ha hoje diversas iniciativas voltadas ao estudo de DNA barcoding com peixes de todo
o mundo (informagfes podem ser obtidas no sitio www.fishbol.org), incluindo a América do
Sul. O presente projeto faz parte de um levantamento mais amplo que pretende gerar um
banco de dados de todas as espécies de peixes do Estado de S&o Paulo e sua respectiva

identificacdo molecular.
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2. Objetivos

Considerando o escasso conhecimento que se tem sobre a fauna de peixes da bacia do
rio Paraiba do Sul no Estado de S&o Paulo, consderando a ampla diversidade de peixes dessa
bacia, considerando o impacto ambiental que esses corpos d'agua vém enfrentando ao longo
de sua histéria e considerando os dados bastante promissores ja obtidos para diversos grupos
de plantas e animais com o uso do método de Codigo de Barras na caracterizacdo de espécies

(DNA barcoding), como discutido acima, 0 presente projeto tem por objetivos gerais:

1- Redlizar um inventé&rio de todas as espécies coletadas na bacia do rio Paraiba do Sul no
Estado de S&o Paulo.

2- Redlizar 0 sequenciamento de segmentos parciais do gene mitocondrial COIl para todas as

espécies de peixes encontradas na bacia do rio Paraiba do Sul no Estado de S&o Paulo.

3- Avdliar a capacidade das sequéncias do gene COI em discriminar as diferentes espécies

presentes nessa bacia hidrogréfica.

4- Andisar, detalhadamente, os casos de possiveis espécies cripticas, comparando as
sequéncias obtidas no presente estudo com sequéncias de espécies comuns a outras bacias

hidrograficas.

5- Criar um sistema de identificagcdo molecular dos peixes da bacia do rio Paraiba do Sul no
Estado de S&o Paulo.
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3. Materiaise M étodos

3.1 Obtencdo deamostras

Foram realizadas expedic¢Oes de coleta que acrescentaram diversos lotes e exemplares
de peixes a nossa colecdon. Os exemplares coletados tiveram um fragmento de misculo, guelra
ou nadadeira removido e preservado em etanol 95% sob temperatura de -20°C para estudos
moleculares. Todos os espécimes foram identificados por taxonomistas e posteriormente
foram fixados em solucdo de formol 10% e preservados em dcool 70%. Todos 0s peixes
coletados foram depositados na Colecdo do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes
(LBP) do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu.

Dados dos egpécimes, incluindo informagdes do local de coleta (coletores e
coordenadas) e da taxonomia dos espécimes, esdo registrados no BOLD
(www.boldsystems.org), sob o projeto “Fishes from Paraiba do Sul River, Brazil” (codigo
FPSR).

3.2 Métodos
3.21 Extracdo de DNA Gendmico
O DNA foi obtido a partir de amostras de musculo ou nadadeiras preservadas em etanol 95%,

seguindo diferentes metodologias:

3.2.1.1 Extragao por tampao salino (Aljanabi & Martinez, 2001)
1. Prepara-se uma solugdo MIX contendo:
Solugdes Volume
Tampéo de Extragéo - (30 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 1% SDS)  290,0
Proteinase K (10 mg/ml) 10,0 pl
2. Em um cadinho, dissocia-se a amostra juntamente com a solu¢éo MIX (sem a Protei nase K)
e transfere-se a solucéo obtida paraum tubo tipo eppendorf 1,5 ml.
3. Adiciona-se a Proteinase K e deixa-se em banho-maria (55°C) de 2 a 3 horas, vertendo-0s
esporadicamente.
4. Coloca-se 100 pl de solugéo de NaCl 5M e mistura-se bem vertendo o tubo vagarosamente.
5. Centrifuga-se a 10.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Remove-se 300 pl de sobrenadante e transfere-se paraum novo tubo de 1,5 ml.

7. Adiciona-se 600 pl de etanol 100% gelado.
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8. Deixa-se no ultrafreezer (-70°C) por 20 minutos.

9. Centrifuga-se a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C.

10. Remove-se 0 sobrenadante.

11. Seca-se bem (pode deixar em estufa a 37°C por até 30 minutos ou entdo overnight em
temperatura ambiente).

12. Adiciona-se 200 ul de &gua ultrapura autoclavada. Deixa-se na bancada ou na geladeira
por pelo menos 24 horas para hidratacéo.

13. Aliquota-se 0 DNA e guarda-se cerca de 150 pl no freezer (-20°C) para solucdo estoque e
0 restante na geladeira (4°C) para a solugéo de trabalho.

3.2.1.2 Extracao por Kit Comercial (* DNeasy Tissue Kit” — Qiagen Peglab)

1. Coloca-se a amostra em um tubo tipo eppendorf 1,5 ml e transfere-se 0 mesmo a um
“banho seco” (Block) a 55°C por cerca de 25 minutos até a secagem completa de todo o
dcool presente naamostra;

2. Com o auxilio de um piston macera-se toda a anostra;

3. Adiciona-se a amostra 200 ul de Tampao de Extracdo (Tris HCI pH8.0 10mM + EDTA pH
8.010 mM + NaCl 50 mM + SDS 0,5%);

4. Adiciona-se 25 ul de Proteinase K (20 mg/ml) e coloca-se o tubo no vortex ligeiramente;

5. Coloca-se o tubo num block agquecido a 55°C e deixa-se por uma 2 horas ou overnight para
adigestd completa do tecido;

7. Apbs adigestdo retira-se 0 tubo do Block e centrifuga-se por 5 segundos (spin);

8. Adiciona-se 220 ul de Tampéo BL e coloca-se no vortex ligeiramente;

9. Transfere-se 0 tubo para um block programado a 70°C e deixe por 10 minutos,

10. Centrifuga-se o tubo por 5 segundos (spin);

11. Adiciona-se 220 pl de EtOH 100% e coloca-se no vortex;

12. Centrifuga-se o tubo por 5 segundos (spin);

13. Transfere-se 0 contelido do tubo (digestédo) para uma coluna acoplada a um tubo coletor,
ambos devidamente identificados;

14. Centrifuga-se por 1 minuto a 10.000 rpm;

15. Transfere-se a coluna paraum novo tubo coletor e descarte-se o anterior;

16. Adiciona-se 600 pl de Wash Buffer (preparado com EtOH) na coluna;

17. Centrifugarse por 1 minuto a 10.000 rpm. Descarta-se o liquido do tubo coletor e o

acopla-se novamente a coluna;
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18. Adiciona-se novamente 600 pl de Wash Buffer (preparado com EtOH) na colung;

19. Centrifugarse por 1 minuto a 10.000 rpm. Descarta-se o liquido do tubo coletor e o
acopla-se novamente a coluna;

20. Pré-aguecimento do Elution Buffer a 70°C;

21. Centrifuga-se a coluna (vazia) acoplada ao mesmo tubo coletor por 2 minutos a 13.000
rpm, paraa secagem completa da coluna;

22. Transfere-se a coluna para um novo tubo tipo eppendorf 1,5 ml e descarta-se 0 tubo
coletor;

23. Adiciona-se a coluna 200 ul de Elution Buffer pré-aquecido;

24. Coloca-se 0 tubo 1,5 ml com a coluna num block a 70°C por 3 minutos;

25. Centrifuga-se por 1 minuto a10.000 rpm;

3.2.2— Amplificacdo do COI por P