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Que aureola te cerca?

E a espada que, volteando,
Faz que o ar alto perca
Seu azul negro e brando.

Mas que espada é que, erguida,
Faz esse halo no céu?

E Excalibur, a ungida,

Que o Rei Arthur te deu.

Speranga consummada,
S. Portugal em ser,
Ergue a luz da tua espada

Para a estrada se ver!
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RESUMO

O género Zungaro, Bleeker, 1858 (Siluriformes: Pimelodidae), pertence a um grupo
de peixes popularmente denominados jaus, composto por duas espécies validas:
Zungaro jahu que ocorre na bacia dos rios Parana-Paraguai e Zungaro zungaro
encontrada na bacia dos rios Amazonas e Orinoco. Este género ¢ conhecido por
compreender um dos maiores bagres da América do Sul. Em especial na regido do
Mato-Grosso, no rio Juruena. Estas espécies sdo conhecidas por serem os maiores
bagres da América do Sul. No rio Juruena (MT), individuos de jats adultos tem sido
capturados por pescadores com um tamanho menor do que o descrito na literatura e o
permitido para pesca, levantando incertezas sobre a classificacdo desta espécie nesta
regido. Neste trabalho foram analisadas populagdes do Juruena e os dados
moleculares obtidos foram comparados com os de outras populagdes de jaus para
saber se tratam da mesma espécie. Amostras de peixes dos rios Juruena, Amazonas,
Solimdes, Madeira, Xingu, Meta, Miranda, Taquari e Cuiab4d foram obtidas e
armazenadas no acervo do Banco de Tecidos do laboratorio de Biodiversidade
Molecular e Conservacao (LabBMC). Apos isolar o DNA segundo o protocolo de
Sambrook, fragmentos mitocondriais dos genes Citocromo Oxidase I (COI) e
Citocromo b (Cytb) e da regido controle D-Loop foram amplificados via PCR. Apos o
sequenciamento ¢ edicdo das sequéncias, os resultados obtidos foram comparados
com sequéncias disponiveis nas bases de dados BOLD e GenBank. Arvores
filogenéticas baseadas em diferentes algoritmos foram construidas. As espécies das
bacias Amazonas-Orinoco (Z. zungaro) e Parana-Paraguai (Z. jahu) apresentaram
uma distdncia genética consideravel, evidenciando estruturagdo populacional.
Individuos do rio Juruena apresentaram-se diferenciados das demais espécies validas
para o género com valor de distancia genética segundo o modelo K2p de 2.4% (COI)
e 5%(D-Loop). Estes resultados apontam a evidéncia da existéncia de no minimo trés
espécies para o Género: Z. zungaro, Z. jahu € uma possivel nova espécie do rio
Juruena. Espécimes do rio Xingu também demostraram alta distancia genética com
relacdo as demais populagdes analisadas, necessitando uma investigacdo mais
profunda.

Palavras Chave: Zungaro, Rio Juruena, Identificagdo Molecular, Filogenia



ABSTRACT

The Genus Zungaro, Bleeker, 1858 (Siluriformes: Pimelodidae), comprise a group
called Jau. This group is divided in two species: Zungaro jahu located in Parana-
Paraguai basins and Zungaro zungaro located in Amazonas-Orinoco basins. Both
species are known because they are the biggest catfish in South America. In Juruena
River, smaller catfishes are found by local fishermen and because of that it’s very
hard to classify these species. During this work Juruena population was genetically
analyzed and these molecular datum were compared with other population to know if
they are the same specie or not. Samples of fish came from Juruena, Amazonas,
Solimdes, Madeira, Xingu, Meta, Miranda, Taquari e Cuiaba were collected and kept
in the heap of tissue bank in the Molecular Biodiversity and Conservation Laboratory
(LabBMC). After isolating the DNA according to Sambrook protocol, mitochondrial
sequences of cytochrome oxidase I (COI), cytochrome b (Cytb) and D-Loop were
amplified by PCR. After the sequencing and edition, the results were compared to the
databases BOLD and GenBank. Phylogenetic trees based on different algorithms were
built. The species of Amazonas-Orinoco basins (Z. zungaro) and Paranéd-Paraguai
basins (Z. jahu) showed a considerable genetic distance highlighting a population
structuring. Individual from Juruena River were different from the others following
the model K2p 2.4% (COI) and 5% (D-Loop). The results showing an evidence of
three different species: Z. zungaro, Z. jahu and possible new species in the Juruena
River. Besides, specimens from Xingu River demonstrated a high genetic distance
from the others, being necessary further analyses.

Key Words: Zungaro, Juruena River, Molecular Identification, Phylogeny



1. INTRODUCAO

Os peixes constituem o grupo de maior biodiversidade dentre os vertebrados.
Atualmente estima-se que existam 27.977 espécies validas, que habitam oceanos,
mares, lagos, e também ambientes subterraneos. A regido Neotropical abriga uma das
maiores ictiofaunas continentais, com cerca de 5000 espécies (CARILLO-AVILA,
2009; CUNHA, 2008; NELSON, 2006).

A familia Pimelodidae, conhecida internacionalmente como “catfishes”, devido
a presenca de barbilhdes similares aos de gatos, ¢ composta por peixes de dgua-doce,
amplamente distribuidos, na América do Sul, México e Panama. Estes peixes sdao
endémicos das regides neotropicais, apresentando maior diversidade nas bacias
Amazonicas, Parana e Orinoco e nos grandes rios das Guianas. Fosseis de
pimelodideos sdo mais comumente encontrados em rochas datadas do periodo
Mioceno, encontrando-se também alguns poucos registros do Oligoceno e Eoceno
(LUNDBERG; LITTMANN, 2003).

Este grupo ¢ composto por espécies sem escamas, com largos ossiculos na linha
lateral e narinas s@o bem separadas. Possuem trés pares de barbilhdes, sendo que as
nadadeiras peitorais e dorsais sdo ausentes. A nadadeira adiposa ¢ bem desenvolvida e
a nadadeira caudal ¢ emarginada e bifurcada. As membranas branquiais sao livres,
com margens orbitais também livres. (LUNDBERG; LITTMANN, 2003; NELSON,
2006; PINNA, 1998).

Os pimelodideos sdo bentdnicos, carnivoros ou onivoros, consumindo um
grande numero de pequenos peixes e invertebrados. Muitos sdo ativos predadores e
nadadores, apesar de alguns serem mais sedentarios e apresentarem comportamento
de predador de espreita. Eles possuem coloragao diversa com pigmento padrao, sendo

que alguns apresentam um brilho metalico prateado, dourado, em azul ou em verde.



Nao ha dimorfismo sexual neste grupo e a fertilizagdo ¢ externa sem cuidados
parentais (LUNDBERG; LITTMANN, 2003). De acordo com Lundberg et al. (2011),
existem cerca de 27 géneros descritos € 57 espécies reconhecidas como um grupo
monofilético com base em sinapomorfias morfoldgicas.

O género Zungaro, Bleeker, 1858 (Siluriformes: Pimelodidae), engloba um
grupo de peixes popularmente conhecidos no Brasil como jats, sendo que estes
constituem alguns dos maiores peixes de agua doce da América do Sul. Existem duas
espécies atualmente validas: Zungaro jahu (IHERING, 1898) localidade tipo: Sao
Paulo (Brasil), que ocorre na bacia dos rios Parand-Paraguai e se distribui na
Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai, podendo atingir comprimento maximo de 140
cm; e Zungaro zungaro (HUMBOLDT, 1821) localidade tipo: Tomependa, Rio
Marafion (Peru), encontrada na bacia dos rios Amazonas e Orinoco, de ocorréncia na
Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guiana, Peru e Venezuela, podendo atingir um
comprimento maximo de 140 cm e peso de 150kg (FERRARIS JUNIOR, 2007;
LUNDBERG; LITTMANN, 2003).

Os jats sao bagres piscivoros de corpo robusto, cabeca quase triangular e
focinho transversalmente truncado. Apresentam corpo liso com coloragdo que varia
do pardo-esverdeado claro ao escuro no dorso com o ventre branco. A maxila superior
¢ projetada sobre a inferior, os dentes sdo viliformes e os barbilhdes maxilares sao
curtos, enquanto os mentonianos alcancam a base da nadadeira peitoral. Possuem
diversas pintas, com as margens das nadadeiras, especialmente a caudal, com listras
estreitas transversais e sinuosas (MOJICA et al., 2002).

Os peixes deste género costumam viver em pogos profundos de ambientes
l6ticos e realizam migragdes reprodutivas, sendo o periodo de desova entre os meses

de dezembro e fevereiro. Alcancam a maturidade por volta dos quatro anos € meio de



vida, sendo esta considerada uma maturidade tardia. Sdo peixes que possuem uma
taxa de crescimento lenta, entretanto, atingem grandes comprimentos €
consequentemente alcangam alta longevidade (AGOSTINHO et al., 2003).

O jat ¢ um predador topo de cadeia nos sistemas hidrograficos, no entanto,
tem sofrido um declinio significante em suas populagdes devido ao ntimero de
disturbios nos hébitats, como por exemplo, fragmentacdo de florestas nos percursos
dos rios, acumulo de sujeira e poluigdo das aguas, (eutrofizacdo, assoreamento),
introducdo de espécies exodticas também topo de cadeia, as quais competem por
alimento, construgdo de represas e consequente interrupg¢ao da migragdo reprodutiva,
além da pesca indiscriminada. (BONI, 2008).

Apesar de ndo estar criticamente em perigo ou em perigo, de acordo com a
Lista Vermelha de Animais Ameagados da IUCN (International Union of
Conservation), este grupo corre risco de extingdo a médio prazo por causa do declinio
populacional e da fragmentacao de sua area de ocupagao.

Carillo-Avila et al. (2009) ressaltam que estas espécies possuem um grande
valor ecoldgico e econdmico pois tem relevante importancia para a pesca esportiva e
de subsisténcia, por isso ¢ essencial delimitar suas unidades populacionais e genéticas
para contribuir com a conservagao desta espécie a partir do estabelecimento de planos
de manejo eficientes.

De acordo com Frankhan et al., (2008), as agdes conservacionistas devem ser
planejadas em diversos niveis, considerando andlises de genes, espécies, €
ecossistemas. Em relacdo a conservagdo da biodiversidade referente as espécies, esta
s0 serd mais adequadamente planejada, quando as relagdes taxondmicas ficarem

esclarecidas.



Segundo dados disponiveis em Carillo-Avila (2009), a classificagdao

taxondmica do jau € apresentada da seguinte forma:

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Actinopterygii

Ordem: Siluriformes

Familia: Pimelodidae

Género: Zungaro

Espécies: Zungaro jahu, Zungaro zungaro

Na literatura ainda nao existe clareza sobre a classificagdo e a distribuicao de
cada uma das espécies de jaus e informagdes basicas sobre a biologia e histéria
natural desses peixes ainda sdo escassas. Até a década de 90, por exemplo, os
individuos de jau eram denominados como sendo a espécie Paulicea luetkeni (até
hoje referida como sindnima a Zungaro) (AGOSTINHO et al., 2003; BONI, 2008).

Desta forma, estudos que visem a caracterizagdo das espécies deste género
podem contribuir para melhor entendimento deste importante grupo de peixes
predadores de topo e consequentemente para sua conservagao na natureza.

Estudar as populacdes de jau € essencial para compreender a estrutura genética
destas populagdes e as diferencas entre estas a nivel intra e interespecifico. Neste
contexto, os marcadores moleculares t€m se mostrado como ferramentas tUteis para
evidenciagdo de estruturagdo populacional e discriminacdo de espécies, incluindo a
caracterizacdo da diversidade oculta e a confirmagdo de espécies cripticas
(BIGNOTTO et al, 2009; CARILLA-AVILA, 2009; DE FREITAS, 2003;

PFENNIGER; POSADA, 2009; WARD et al., 2005).



Dentre a ampla gama de marcadores que pode ser utilizada nesta abordagem
estdo os genes do genoma mitocondrial, incluindo o Citocromo C Oxidase
Subunidade I (COI), Citocromo B (CytB) e a regido controle D-loop.

Estes marcadores vém sendo empregados com muito éxito em estudos
populacionais e de discriminagdo de espécies, permitindo analisar as relacdes
evolutivas dentro de grupos de organismos diversos e descrever os niveis de
diversidade intra e interpopulacionais, assim como entre espécies (BIGNOTTO et al.,
2009; CARILLA-AVILA, 2009; DE FREITAS, 2003; PFENNIGER; POSADA,
2009; WARD et al., 2005).

O DNA mitocondrial (DNAmit) possui caracteristicas unicas que o tornam
apropriado para estudos taxondmicos, evolutivos e também populacionais. Ele possui
uma frequéncia alta de mutagdo (5 a 10 vezes maior que o DNA nuclear), nao sofre
recombinacdo e tem transmissao unidirecional, por via materna, ao longo de geracdes.
Tais caracteristicas facilitam o estudo da estrutura genética dentro de uma mesma
espécie e entre espécies relacionadas (AVISE, 2004).

Hebert et al. (2003) propuseram uma metodologia, que utiliza o DNA
mitocondrial, mais especificamente o gene COI, para gerar assinaturas gendmicas
espécie-especificas que permitem a descricao e identificacdo de espécies através de
um conjunto de andlises compreendidas dentro da abordagem conhecida como codigo
de barras de DNA ou DNA Barcoding. Esta metodologia tem permitido a descri¢ao e
caracterizagdo de muitas espécies, incluindo aquelas de dificil discriminagao.

Além do genoma mitocondrial, analises utilizando genes nucleares também
podem ser eficientes para esta abordagem. Carillo-Avila (2009) utilizou o gene
nuclear Rag (Gene ativador de recombinagdo) e o gene que codifica a proteina S7,

além do gene mitocondrial citocromo b, para andlises populacionais no género



Zungaro. Neste estudo, o autor relatou a existéncia de estruturagdo em populagdes do
Pantanal e Amazonas, corroborando a diferenciagdo genética entre estas. Foram ainda
encontradas populagdes que compartilham um haplétipo central, indicando uma
coesdo genética no género, na qual populagdes do Amazonas se expandiram
originando as populagdes do Pantanal, derivadas daquelas.

O DNA Barcoding pode ser utilizado para identificacdo de espécies de peixes
a partir de amostras de tecidos obtidas de individuos inteiros, filés, barbatanas,
alevinos, larvas, ovos ou qualquer tecido disponivel que esteja em condigdes
razoaveis de preservacdo. Mesmo peixes cozidos ou processados podem fornecer
barcodes (BECKER et al.,, 2011). Tratamentos de alta pressio e temperatura
ocasionam a degradagdo do DNA de peixes enlatados, nestes casos apenas sequéncias
mais curtas de DNA podem ser amplificadas, gerando os chamados minibarcodes.
Dada sua aplicabilidade, o Barcoding se tornou ferramenta de identificacao de peixes
e de mercadorias pelo US Food and Drug Administration, substituindo a técnica de
focalizacao isoelétrica de proteinas (BECKER et al., 2011).

Os primeiros resultados bem-sucedidos de DNA Barcoding para peixes
publicados por Ward ef al. (2005) incentivaram a criagdo do “Fish Barcode of Life”,
o FISH-BOL (http://www.fishbol.org/), que almeja reunir perfis barcodes da regiao 5’
do gene COI para todas as espécies de peixe do mundo. Nos ultimos sete anos, o
FISH-BOL compilou barcodes de mais de 10 mil espécies, além de informacdes
sobre os vouchers, distribuicdo das espécies, nomenclatura, taxonomia e referéncias
bibliograficas, consistindo assim em uma base de dados importante que complementa

outros bancos gendmicos.

De forma geral, esses trabalhos apresentaram altas taxas de sucesso para

identificacao de peixes dulcicolas utilizando a regido 5’ do gene COI. Entretanto, os



resultados obtidos indicam que cerca de 10% das espécies de peixes ndo podem ser
separadas entre si através do DNA Barcoding (APRIL et al., 2010; PEREIRA et al.,
2013). Em Characiformes, o DNA Barcoding nao funcionou para 4,1% das espécies
que ja foram amostradas (BECKER et al., 2011). Nesses casos, a delimitagao de tais
espécies deve envolver o uso de outros marcadores moleculares para uma analise
mais acurada dos individuos que nao podem ser separados pela analise do COI

(WARD et al., 2009).



2. OBJETIVOS

Considerando a problematica taxonomica do género Zungaro e relatos de
pescadores da regido do Mato-Grosso, que t€ém apontado para existéncia de diferengas
nos tamanhos dos espécimes de jas coletados no rio Juruena (afluente do rio
Tapajos, pertencente a bacia Amazonica), nos quais individuos adultos apresentam
tamanho menor que o descrito na literatura e permitido para pesca pelos orgaos de
fiscalizacdo locais, o presente trabalho teve como principal objetivo testar a seguinte
hipotese de trabalho:

Os jaus do rio Juruena constituem uma espécie diferenciada das duas espécies
de jaus reconhecidas e atualmente validas para o género: Zungaro zungaro € Zungaro

jahu.

Para isso foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

2.1. Amplificar fragmentos dos genes COI e CytB e da regido controle do
genoma mitocondrial D-Loop em individuos coletados no rio Juruena e em diferentes
rios das bacias do Amazonas-Orinoco e Parana-Paraguai, onde ocorrem as espécies Z.
zungaro € Z. jahu.

2.2. Estabelecer os niveis de divergéncia genética e construir redes de
haplétipos e arvores genéticas para as diferentes populagdes amostradas.

2.3. Comparar os dados obtidos, visando definir o status taxondmico das

amostras estudadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta do Material e Localidades

Amostras de tecido bioldgico de individuos de jau do rio Juruena (Municipio
de Contriguagu, MT, Brasil) foram retiradas da nadadeira e armazenadas em tubos de
1,5ml com 4lcool 70%, sendo mantidas em freezer a -20°C no Laboratorio de
Biologia Molecular e Conservacdo (LabBMC) do Departamento de Genética e
Evolugdo da Universidade Federal de Sao Carlos (DGE-UFSCar). Estas amostras
foram cedidas pela Dra. Neusa Arenhart, da Secretaria de Estado e Meio Ambientes
do estado do Mato-Grosso, por intermédio do Prof. Dr. Waldo Troy do Departamento
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade do Estado do Mato-Grosso (Tangara da
Serra, MT, Brasil). Pequenos pedagos de nadadeiras deste exemplar foram
posteriormente armazenados para as analises moleculares. Um individuo adulto
coletado no rio Juruena (municipio de Juina, MT, Brasil) foi fixado em formol e
mantido em alcool 70%, para ser utilizado como voucher, sendo tombado na
Universidade Estadual de Londrina (UEL) (Figura 1).

Um individuo de jat do rio Solimdes (Bacia Amazonica-Orinoco) (figura 2),
coletado por pescadores da regido, foi congelado e transportado para o LabBMC com
o consentimento do Ministério do Meio Ambiente (licenga n® 37922-1). Este
individuo também teve um pedaco da nadadeira amostrada para as analises
moleculares e posteriormente foi fixado em formol para também ser utilizado como
voucher, o qual foi tombado na Universidade Estadual de Londrina (UEL).

A 1identifica¢do taxondmica dos espécimes foi realizada pelo Prof. Dr. Julio
César Garavello do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da Universidade

Federal de Sao Carlos. A caracterizagao baseada no catalogo de Carl Ferraris (2007)
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indicou tratar-se do jai do médio Amazonas, Platystoma luetkeni sindnimo de

Zungaro zungaro (HUMBOLT, 1821).

Figura 1: Voucher do individuo de Jau coletado no rio Juruena, (municipio de Juina, MT, Brasil) visto
dorsalmente (a) e lateralmente (b).

Figura 2: Visdo dorsal (a) e lateral (b) do exemplar de Jati do médio Amazonas, coletado no
rio Solimdes. Classificado como Platystoma luetkeni, sinénimo de Zungaro zungaro

(b)
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Além das amostras coletadas no presente trabalho, outras amostras mantidas
no acervo do banco de tecidos do LabBMC, previamente coletadas nos rios Meta (5),
Amazonas (2), Madeira (3), Xingu (1) Iquitos (1) e Juruena (11) (Bacias Amazdnicas
e Orinoco). Miranda (2), Taquari (1) e Cuiaba (1) (bacias Parana e Paraguai) também
foram analisadas. Um mapa ilustrando as localidades amostradas no presente trabalho

pode ser visualizado na figura 3.

Figura 3: Mapas parciais ilustrando as regides hidrograficas onde foram amostrados os
exemplares de jaus estudados no presente trabalho e seus respectivos rios: (a) Bacia
Amazoénica (b) Bacia do Rio Orinoco, Rio Meta; (c) Bacia do Parana-Paraguai
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(c)

3.2. Extracao de DNA

A extragdo do DNA foi realizada segundo protocolo de fenol/cloroférmio
descrito por Sambrook et al. (1989). Aproximadamente 100mg de tecidos foi
transferido para tubos de 1,5ml contendo 600ul de solucdo de digestdo (Tris-HCI
50mM; NaCl 100mM; EDTA 6,3mM pH 8,0). Depois foram adicionados ao tubo 30
ul de SDS 10% e 12ul de Proteinase K 20mg/ml. Tais tubos foram agitados em
vortex por 15 segundos e em seguida a solugdo foi levada ao termo-bloco na
temperatura de 55°C durante 12 horas (overnight). Apos este tempo foi colocado um
volume de fenol/cloroféormio/alcool isoamilico (50:48:2) igual ao da solucdo
homogeneizada. Em seguida o material foi centrifugado por 14000 rpm durante 15
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e posteriormente foram
acrescentados NaCl 1M e dois volumes de etanol absoluto gelado para a precipitacao
do DNA. O material foi centrifugado a 14000 rpm e o sobrenadante foi descartado.
O pellet foi lavado com etanol 70% e em seguida foi centrifugado novamente a
14.000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o DNA foi deixado para
secar na estufa a 37°C. Ao final, o DNA foi ressuspendido em TE (Tris-HCl 10mM;
EDTA ImM pH 8,0).

A quantificagdo e verificagdo da qualidade do DNA foram feitas em

eletroforese em gel de agarose 1% submerso em tampao Tris-Borato-EDTA (1x).
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3.3. Extracdo de DNA da Amostra fixada em formaldeido

A extragdo do tecido fixado em formol foi feita seguindo protocolo descrito
por Shrivastava et al. (2012). Primeiramente cerca de 100mg de tecido fixado em
formol foi retirado da nadadeira ¢ mantido em tampao TE (500mM Tris PH 9.0;
20mM EDTA; 10 mM NaCl) a 37°C por 24 horas. Posteriormente, esse material foi
dilacerado com o auxilio de pingas, tesoura e estiletes. Foram adicionados 50ul de
SDS 20%, 0,5% de Triton x 100, 15ul de Ditiotreitol (8mg/ml) e 25 ul de Proteinase
k 20mg/ml e o material foi incubado a 55°C em termo-bloco. Apés 24h foram
adicionados 25ul de SDS 20% e 25ul de Proteinase k 20mg/ml. O material
permaneceu incubado em termo-bloco a 55°C por 48h. Apos a digestdo do material,
foi utilizado o Kit de extragdo com coluna da Quiagen DNeasy”™, seguindo-se

instrucoes do fabricante.

3.4. Amplificacdo de DNA via PCR
Foram feitos dois tipos de PCR: uma utilizando Taq Platinum (Life
tecnologies®) e outra utilizando o mix GoTaq da Promega®™. A seguir encontra-se a

descri¢do das respectivas reagdes.

3.4.1. Reacao com Taq Platinum®
As reagoes foram feitas para um volume final de 25ul contendo de 10 a 50ng
de DNA, 100uM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dCTP), Tampao 10x, 0,2uM de

cada primer, 1,5mM de MgCl2 e 1,5U da enzima Taq Polimerase.
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3.4.2. Reaciio com Go Taq®
As reagoes foram feitas para um volume final de 25ul contendo de 10 a 50ng

de DNA, 12,5ul de GoTaq 0,2uM de cada primer, 1,5mM.

3.5. Programacao do Termociclador

As reacdes foram programadas em termociclador com desnaturagdo inicial a
94°C por 4 minutos, seguida posteriormente por 35 ciclos com desnatura¢do de 94°C
por 30 segundos, temperatura de hibridiza¢do entre 51-56°C por 45 segundos e
temperatura de extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final adicionou-se um minuto a

72°C.

3.6. Sequéncias dos Primers para Amplificacdo dos Genes

As reacdes de PCR foram realizadas para amplificagdo dos genes CytB, COI e
D-Loop, utilizando-se seus respectivos pares de primers flanqueadores (tabela 1).
Apos a amplificacdo do DNA foi feito um gel de agarose 1% e corrida eletroforética

para averiguar as sequéncias amplificadas.

Tabela 1: Sequéncias dos primers para amplificacao dos genes mitocondriais

GENE Primer
COIF: ACAAACCACAAAGAYATYGG
COlI COIR: TCWGGGTGACCAAARAATCA
CytbL: AAYATCTCYGCATGATGAAA
CytB CytbH: TCTTCGGATTACAAGACCG
DLoopF: ATAAAGCATCGGTCTTGTAA
D-loop DLoopR:AGAACAAAAGATCATTGCTGGTCGGG
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3.7. Amplificacdo da amostra extraida de tecido fixado em formaldeido

A amplificacdo da amostra fixada em formol foi realizada seguindo ciclo
proposto por Palero, et al. (2010), o qual amplificou o gene mitocondrial Citocromo
Oxidade I de caranguejos fixados em formol. O programa incluiu 4 minutos para a
desnaturagio inicial a 94°C, seguidos de 30 ciclos de desnaturacio a 94°C por 30s,
temperatura de hibridizacdo de 45°C por 30 segundos, extensao a 72°C por 30
segundos e extensdo final a 72°C por 4 minutos. Apos a amplificagio do DNA foi
feito um gel de agarose 1% e corrida eletroforética para averiguar as sequéncias

amplificadas.

3.8. Purificacao

Apos a confirmagdo da amplificacdo das amostras foi adicionado um volume
igual ao restante do produto de amplificacao (cerca de 23ul) de solugdo PEG, sendo o
material incubado em termo-bloco a 37°C por 20 minutos. Apds a incubagio os tubos
foram centrifugados por 15 minutos a velocidade maxima. Realizada a centrifugacao,
o sobrenadante foi descartado. Posteriormente foram adicionados a cada tudo 125ul
de etanol gelado a 80%. O material foi centrifugado novamente por 15 minutos a
velocidade maxima. O etanol foi descartado e o pellet foi mantido em estufa a 37°C.

Por fim, o produto purificado foi ressuspendido em 15 a 20ul de Agua Milliq.

3.9. Sequenciamento

Os produtos purificados foram enviados para sequenciamento na empresa

Macrogen® Inc (www.macrogen.com).
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3.10. Analises das Sequéncias

As sequéncias foram submetidas a BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (ALTSCHUL et al, 1997)  no GenBank do  NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e alinhamentos na base de dados do BOLD; Barcode

of Life Data Systems-The Identification System (IDS).

As sequéncias obtidas foram editadas no programa Geneious (Biomatters®)
(KEARSEET at al, 2012) e o alinhamento foi feito utilizando-se o algoritmo de
alinhamento ClustalW (LARKIN et al., 2007). As andlises de distancia foram feitas
baseando-se na média de substituigdes por sitio entres as sequéncias, usando-se o
programa MEGA (KUMAR et al., 2004). As arvores foram construidas no programa
MEGA utilizando-se os métodos de distancia (Neighbor-joining), Maxima
Parcimonia ¢ Maxima Verossimilhanga com 1000 réplicas de bootstrap. Arvores
segundo a probabilidade bayesiana foram realizadas no programa Beast, neste mesmo
software foi feito a calibragdo através de mutagdes por milhdo de anos para as

sequencias da regido controle D-Loop. (HELED; DRUMMOND, 2010).

O programa DnaSP (LIBRADO; ROZAS, 2009) foi utilizado para determinar
os haplotipos. Também Foi feita uma rede de hapldtipos utilizando o programa

Network (BANDELT et al., 1999).

Para a andlise de Barcode foram considerados os seguintes critérios: baixa
distancia intraespecifica, monofilia fortemente sustentada e alta distancia

interespecifica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas sequéncias para os genes Citocromo Oxidase (COI), Citocromo B
(CytB) e regido controle D-Loop de todas as amostras analisadas no presente trabalho
(tabela 2) e os dados de divergéncia encontrados estdo apresentados na tabela 3. A andlise
dos dados obtidos evidenciou redes haplotipicas e arvores genéticas que evidenciam
diferenciagdo da espécie do rio Juruena em relagdo as demais espécies analisadas. Os

resultados encontram-se apresentados nas figuras de 4 a 12.

Segundo o trabalho de Boni et al., (2011), a taxonomia do grupo que compreende os
jaus esta ainda pouco resolvida, com muitas incertezas e muitas espécies sinonimias a
Zungaro. Segundo Lundberg e Littmann, (2003) hd duas espécies morfologicamente
distintas atualmente validas, sendo estas: a espécie Zungaro zungaro de ocorréncia na bacia
Amazonica-Orinoco e a espécie Zungaro jahu de ocorréncia na bacia do Parand-Paraguai.
No entanto, Graga e Pavanelli (2007), realizando analises morfologicas, sugerem a existéncia
de uma tnica espécie para o grupo dos jaus.

Boni et al.,, (2011), através de andlises moleculares de sequéncias de DNA
mitocondrial corroboraram, no entanto, os estudos de Lundberg e Littmann, suportando a
ideia da existéncia de dois distintos taxons. Para Lundberg et al., (2011), tais dados
demonstram a necessidade de uma ampla revisdo do status taxondmico deste género, em
especial para Z. jahu e a espécie nominal de Zungaropsis multiculatus de ocorréncia no rio

Xingu.
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Tabela 2: Amostras e suas respectivas localidades, amplificadas com genes COI, CytB e Regido Controle D-

loop.

Gene
(¢(0)

D-loop

CytB

Pb
600
600
600
600
600

600

600

600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
980
980
980
980

980

980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100

Amostra
IM
2M
4M
M
6M

16Am

18am
1C
1Q
1
2]
3]
47
6]
7]
8J
9]
2Mir
14Cui
22Cui
VouchSolim
IM
M
4M
6M
18am
lc
Sc
1
3]
8J
9J
11
15J
1 I1Mir
Otaq
22Cui
Iquitos2
VoushSolimdes
Xingu
IM
M
4M
M
1C
3]
7]
8J
10J

Localidade
Rio Meta
Rio Meta
Rio Meta
Rio Meta

Rio Meta
Rio
Amazonas
Rio
Amazonas
Rio Madeira

Rio Madeira
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Miranda
Rio Cuiaba
Rio Cuiaba
Rio Solimdes
Rio Meta
Rio Meta
Rio Meta

Rio Meta
Rio
Amazonas
Rio Madeira

Rio Madeira
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Miranda
Rio Taquari
Rio Cuiaba
Rio Iquitos
Rio Solimdes
Rio Xingu
Rio Meta
Rio Meta
Rio Meta
Rio Meta
Madeira
Rio Juruena
Rio Juruena
Rio Juruena

Rio Juruena
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Tabela 3: Distancia genética entre populagdes de Jaus segundo o modelo de substituicdo de Kimura2-Parametro
calculadas para os genes mitocondriais: Citocromo Oxidase I (COI), Citocromo B (CytB) e D-Loop.

COI

Espécie Espécie Distancia (%)
Z. zungaro ZJahu 0,4
Z. zungaro Z. sp (Juruena) 2,6
Z. sp (Juruena) Z. jahu 2,6

CytB

Espécie Espécie Distancia (%)

Z. zungaro Z. sp. (Juruena) 0,3
D-Loop

Espécie Espécie Distancia (%)
Z. zungaro Z. jahu 2.5
Z. zungaro Z. sp (Juruena) 6,6
Z.sp (Juruena) Z. jahu 6,0

4.1 Citocromo Oxidase 1 (COI)

Nos dados observados no presente trabalho, as distancias genéticas encontradas para
as duas espécies de jaus aceitas taxonomicamente como distintas, evidenciaram baixa
divergéncia interespecifica para o gene COI, com valor de apenas 0,4%, o que ¢ considerado
insuficiente para separar espécies segundo a abordagem de DNA Barcode.

Os valores de distancia interespecifica observados para as populagdes de jaus do
Juruena e as espécies Z. jahu e Z. zungaro com o gene COI, no entanto, foram iguais a 2,6%
em ambos os casos, evidenciando divergéncia significativa. Estes dados sugerem que a
divergéncia entre as espécies Z. jahu e Z. zungaro ¢ mais recente quando comparada a
divergéncia destas com a espécie de Zungaro existente no rio Juruena.

Baixos valores de divergéncia interespecificos podem sugerir que provavelmente,
nao houve um acimulo de mutagdes suficiente em um periodo de tempo considerado, capaz
de permitir a diferenciagdo entre as espécies apos sua divergéncia. Entretanto, apesar de altos
valores de distancia ndo terem sido observados entre as duas espécies validas Z. jahu e Z.

zungaro, o nao compartilhamento de haplotipos sugere a diferenciagdo entre ambas. Segundo
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Pereira (2013), nestes casos deve-se buscar a descri¢ao de caracteres diagndsticos para tentar
diferenciar tais espécies.

De acordo com Gomes, et al. (2011), estudos dessas espécies com o gene citocromo
oxidase I, também evidenciaram variabilidade genética interespecifica baixa. Esta, porém,
foi suficiente para separar ambas as espécies. Portanto ha necessidade de reavaliacdo para a
espécie Z. zungaro do rio Tocantins, uma vez que segundo Carvalho e Albert, (2011), esta
regido tem sido relatada como area que apresenta taxa de endemismo elevado.

A distancia entre as populagcdes de jaus do rio Juruena e as duas espécies validas para
o género considerando o gene COI, ao contrario, evidenciou um valor de divergéncia
interespecifico igual a 2,6%, o qual ¢é representativo para diferenciacdo genética de espécies,
segundo os critérios utilizados na abordagem de DNA Barcode.

Um valor baixo da maxima distancia intraespecifica foi observado (figura 6), isto
provavelmente devido ao fato do nimero amostral ndo ser grande o suficiente para
evidenciar uma maior diferenciagdo intraespecifica. Ja os valores da minima distancia
interespecifica foram altos em relagdo a espécie do rio Juruena e as duas espécies validas
para o género.

Segundo Hebert et al. (2004), a distribuicao das frequéncias das distancias intra e
interespecifica podem ser utilizadas para a constru¢ao do “Barcoding Gap”, um histograma

que indica a existéncia de um intervalo (“gap”) entre as distancias intra e interespecificas.
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Figura 4: Cladograma referente ao gene mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI) de jaus de diferentes
localidades. Como pode-se observar nos clados os valores estatisticos baseado na construcdo de diferentes
modelos seguem a seguinte ordem da esquerda para direita: Méxima Verossimilhanga; Maxima Parcimonia;
Neighbour Joining; Bayesiana. As populagdes formaram clados diferenciados de acordo com a localidade,
exceto o individuo 3Juruena*, alocado diferencialmente.
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Figura 5: Rede haplotipica construida para o gene mitocondrial COI com individuos de jats diferentes
localidades.
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Figura 6: Grafico entre a distdncia minima interespecifica e a distdncia maxima intraespecifica. O valor do
limiar usado foi de 0.12
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Na figura 7 pode-se observar uma andlise comparativa entre as distancias
interespecificas e intraespecificas. Tais distancias feitas par a par, segundo o modelo K2P,
ndo se contrapdoem, evidenciando o “Gap” necessario que distingue diferencas espécie-

especificas segundo a metodologia do DNA Barcoding.

Figura 7: Barcoding Gap para linhagens do Género Zungaro, indicando a frequéncia de cada distancia
segundo o modelo K2P, montado a partir das comparagdes par a par das sequéncias do gene Citocromo
Oxidase I (COI), separadas em duas categorias; diferencas entre individuos da mesma espécie, e
diferencas entre individuos de espécies irmas.
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4.2. Regiao Controle do Genoma Mitocondrial (D-loop)

Os dados obtidos no presente trabalho para as sequéncias da regido controle D-loop,
a qual, em geral, apresenta-se mais variavel que outras regides do genoma mitocondrial
(AVISE, 2004), evidenciaram estruturacdo genética para todas populacdes analisadas,
demonstrando nitida separagdo entre Z. jungaro e Z. jahu e entre estas e a possivel nova
espécie de Zungaro de ocorréncia no rio Juruena.

Os valores de distancia genética observados entre as populagdes de jaus do rio
Juruena e as duas espécies validas para a regido D-Loop, foram iguais a 4,9 e 5%,
respectivamente, apontando uma forte estruturacdo genética e sugerindo a provavel
existéncia de uma espécie distinta no rio Juruena.

Uma unica excecao na comparacao das populacdes do Juruena para os genes COI,
CytB e D-Lloop foi a alocacdo de um individuo do rio Juruena no clado das populagdes
amazonicas, mostrando que ¢ possivel que no rio Juruena existam duas linhagens
diferenciadas.

Pode-se averiguar nas figuras 4, 8, 11 e 12 que as topologias das diferentes arvores
estabelecidas com base nos quatro modelos utilizados (Maxima Verossimilhanca; Méaxima
Parcimonia;  Neighbour Joining; Bayesiana), mostraram resultados coincidentes,
evidenciando um unico cladograma contendo os diferentes valores de Bootstrap e estatistica

bayesiana para as sequéncias mitocondriais COI, CytB e D-Loop.

25



Figura 8: Cladograma referente a regido controle do mitocondrial D-Loop de jats de diferentes localidades.
Como pode-se observar nos clados os valores de Bootstrap e estatistica baysiana baseado na construgdo de
diferentes modelos seguem a seguinte ordem da esquerda para direita: Maxima Verossimilhanga; Maxima
Parciménia, Neighbour Joining; Bayesiana. As popula¢des formaram clados diferenciados de acordo com a

localidade, exceto o individuo 3Juruena*, alocado diferencialmente.
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Figura 9: Rede haplotipica construida para dados de sequéncias da regido mitocondrial D-Loop obtidos para

individuos de jaus de diferentes localidades

Amazonas-Orinoco
@ Parana-Paraguai
Juruena e Xingu
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Os altos valores de Bootstrap e a estatistica Bayesiana demostraram uma alta coesao
entre os individuos relacionados quando as populacdes das duas espécies validas para o
género sao comparadas, o que corrobora os dados de distancia genética apresentados na
tabela 3.

Assim como no trabalho de Boni et al. (2011), o qual utilizou o gene D-Loop para
diferenciar geneticamente as duas espécies do género, os dados obtidos no presente trabalho
evidenciaram uma alta diferenciagdo entre as espécies de Z. zungaro e Z. jahu, (figura 9),
confirmando a diferenciagdo entre ambas através da forte estruturacao observada.

Na Figura 10 podemos observar o cladograma referente a individuos de jaus de
diferentes localidades. Este foi feito com calibragdo de 3,6 mutacdes por milhdo de anos, de
acordo com Aboin et al. (2005), o qual utilizou a mesma taxa de mutagdo para a regiao
controle mitocondrial em peixes marinhos da espécie Helicolenus dactylopterus. O
cladograma sugere uma especiagdo recente para o género em torno de 1 milhdo de anos e
diferenciagdo para as espécies validas ha cerca de 300 mil anos. Um clado diferenciado
indica a divergéncia entre individuos do Juruena e Xingu, ha aproximadamente 330 mil anos.

Boni et al. (2011) ainda discutem a ideia plausivel de serem duas espécies
molecularmente diferenciadas, relatando sua provavel separagdo durante o periodo mioceno,
quando ha cerca de 10 milhdes de anos ocorreu o surgimento das bacias Amazonicas e
Parana-Paraguai e a separacdo das duas espécies de Z. zungaro e Z. jahu por vicariancia,
sendo que o fluxo génico se restringiu aos curtos periodos de cheias.

Malabarba (1998) afirma que tal separacdo ode ter tido inicio a 30 Ma com a
inclinacao oroclinal boliviana, onde foram observadas muitas transgressdes marinhas durante

este periodo, facilitando eventos vicariantes e divergéncias alopatricas.
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Carvalho e Albert (2011) relatam que grande parte da composi¢do taxondmica da
bacia do Parané-Paraguai pode ser explicada pelas migragdes através dos tributarios do sul
da Amazonia, e existéncia de diversas conexdes entre as bacias, que promovem
compartilhamento de ictiofauna como, por exemplo, para loricarideos e gminotideos. Estes
mesmos autores relatam que até o século XX, informagdes sobre os tributarios amazonicos
do oeste central do planalto brasileiro (Tocantins, Xingu e Tapajos) eram limitadas, sendo
esta regido definida como “Zona Incdgnita”. Recentemente, os estudos realizados nesta area
tem revelado um alto endemismo da ictiofauna local.

Carvalho e Albert, (2011) também j& reportaram a existéncia de uma passagem
altamente viavel entre os rios Tapajos e Paraguai (na Chapada dos Parecis) entre o alto
Paraguai e o Arinos, evidenciando vdrias espécies em comum nas duas bacias.

Boni, 2008 relata que esta passagem pode se dar pelas cabeceiras do rio Paraguai, e
que, portanto, alguns peixes de origem amazoOnica, como, por exemplo, a cachara
(Pseudoplatistoma faciatum), sao encontrados no Alto do rio Parana. Sendo assim, ¢ possivel
que exemplares de jals, que sdo peixes que conseguem vencer altas correntezas para realizar
as migracdes reprodutivas, consigam transpor grandes barreiras.

Segundo os resultados encontrados em Carrillo-Avila, (2009), populacdes de jaus
teriam as bacias do Parana-Paraguai como area de endemismo, devido as rotas de dispersao
abertas pela captura de cabeceiras entre o Alto Amazonas e o Parana-Paraguai migraram a
areas do Amazonas-Orinoco. Este ainda relata que ¢ importante ressaltar que a divisao do
Amazonas-Orinoco ainda estd incompleta no escudo da Guiana onde o rio Casiquiare

conecta o rio Negro com o Orinoco.
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Figura 10: Cladograma segundo o modelo Baysiano referente a sequéncias da regido controle do DNA
mitocondrial D-Loop com a calibragdo de 3.6 mutacdes por milhdo de ano para diferentes espécies de jaus e
suas localidades.
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A figura 11 mostra um cladograma referente a regido mitocondrial Controle D-Loop
conjunta com as sequéncias descritas em Boni et al., (2011) obtidas no Genbank. Nesta
analise, o mesmo padrao ¢ observado para individuos de Z. jahu. As sequéncias de Z.
zungaro (Amazonas-Orinoco) seguem o mesmo padrdo evidenciado nas arvores mostradas
nas figuras 4, 8 , 12. No entanto, as sequéncias de Z. zungaro do rio Tocantins apresentaram
maior proximidade genética das de Zungaro do rio Juruena, evidenciando a necessidade de

uma ampla reavaliagcdo para este grupo.
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Figura 11: Cladograma referente a sequencia da regido controle do mDNA, D-Loop de jaus de diferentes
localidades em conjunto com as sequéncias obtidas do GenBank (Boni et al, 2011) representados com
(*). baseado na construcao de diferentes modelos seguem a seguinte ordem da esquerda para direita: Maxima
Verossimilhanga; Maxima Parciménia, Neighbour Joining; Bayesiana.
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4.3 Citocromo Oxidase B (Cytb)

Na figura 12 pode-se observar um valor baixo de Bootstrap entre as populagdes do
Juruena e da bacia Amazonica-Orinoco para os dados obtidos para gene CytB. Uma possivel
explicacdo para tal evidéncia pode ser o fato de que o rio Juruena ¢ um afluente do rio
Tapajos, o qual pertence também a Bacia Amazdnica, havendo por esse motivo uma

possibilidade de menor diferenciagdo entre estas duas populacdes especificamente.
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Figura 12: Cladograma referente ao gene mitocondrial CytB de Jaus de diferentes localidades. Como pode-se
observar nos clados os valores baseado na constru¢do de diferentes modelos seguem a seguinte ordem da
esquerda para direita: Maxima Verossimilhanca; Maxima Parcimdnia; Neighbour Joining; Bayesiana. As
populacdes formaram clados diferenciados de acordo com a localidade, exceto o individuo 3Juruena*, alocado
diferencialmente.
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5. CONCLUSAO

Os resultados aqui encontrados apontam para a existéncia de uma espécie endémica
do rio Juruena, e sugerem a necessidade de um estudo mais abrangente dentro do grupo para
melhor caracterizagdo das espécies de Zungaro atualmente existentes. Estes estudos devem
incluir a determinacdo de unidades evolutivas, ESUs (Evolutionary Significant Units)
visando o estabelecimento de planos de manejo e conservagdo direcionados as distintas

espécies € suas respectivas areas de ocorréncia.
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