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RESUMO

Impactos antropogénicos sdo uma ameaca crescente para a diversidade de peixes,
especialmente em &reas em torno de grandes centros urbanos, e muitas acdes efetivas de
conservacao dependem de identificacdo precisa das espécies. Considerando a utilidade
do DNA Barcode como um sistema global de identificacdo e descoberta de espécies,
este estudo tem como objetivo caracterizar molecularmente algumas espécies de peixes
ornamentais e depositar sequéncias parciais do gene COIl em uma biblioteca de
referéncia. Seguindo essa metodologia, um fragmento da sub-unidade | da citocromo
oxidase foi amplificado e sequenciado bidirecionalmente e a partir de 298 individuos.
Uma andlise de Neighbor-Joining revelou que esta abordagem pode discriminar
inequivocamente todas as espécies pesquisadas. A maioria das espécies exibiu baixa
distancias genéticas intraespecificas (1,53%), cerca de 9 vezes menor do que a distancia
entre as espécies dentro de um género. A biblioteca elaborada nesse estudo € um
primeiro passo para conhecer melhor a diversidade molecular de peixes ornamentais,
fornecendo uma base para futuros estudos sobre essa fauna - estendendo a capacidade
de identifica-los em todas as fases da vida e até mesmo em restos ou fragmentos,
fornecendo dados para uma melhor compreensdo das interagdes entre as espécies,
gerando estimativas sobre a composicdo de espécies e riqueza em um ecossistema,
provendo ferramentas de autenticacdo de bioprodutos e monitoramento exploracdo

ilegal de espécies

Palavras-Chave: Biodiversidade, Citocromo Oxidase Subunidade 1, DNA

mitocondrial



ABSTRACT

Anthropogenic impacts are a rising threat to the diversity of fish, especially in
areas around urban centers, and many effective conservation actions depend on accurate
identification of species. Considering the usefulness of DNA Barcode as a global
system of identification and discovery of species, this study aims to molecularly
characterize the species of ornamental fish and provide partial COIl gene sequences in a
reference library. Following this methodology, a fragment of the subunit | of
cytochrome oxidase gene was amplified and sequenced bidirectionally from 298. A
Neighbor-Joining analysis showed that this approach can clearly discriminate all the
surveyed species. Most of the species showed low intraspecific genetic distances
(1.53%), about 9-fold less than the distance between species within a genus. The library
developed in this study is a first step to better understand the molecular diversity of
ornamental fish, providing a basis for future studies on this fauna - extending the ability
to identify them in all life stages and even remnants or fragments, providing data for a
better understanding of the interactions between species, generating estimates of the
species composition and richness in an ecosystem, providing bioproducts authentication

tools and monitoring illegal exploitation of species.

Keywords: Biodiversity, Cytochrome Oxidase Subunit I, Mitochondrial DNA.
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1. INTRODUCAO

Conhecer a diversidade biologica € o ponto de partida para todos os estudos
basicos ou aplicados, relacionados as ciéncias da vida. O conhecimento de espécies,
inclusive de peixes com potencial ornamental, bem como também a capacidade de
nomea-las, ¢ fundamental para o estudo da ecologia, comportamento, evolucéo e todas
as outras disciplinas relacionadas aos organismos (Savage, 1995).

A ictiofauna de &gua doce é a mais rica de todo o planeta. De acordo com Reis et
al. (2003), das 13.000 espécies de peixes de dgua doce estimadas para o planeta, se
conhecem apenas 6.025 espécies, das quais 4.475 sdo consideradas validas e cerca de
1.550 sdo conhecidas, porém ainda ndo descritas formalmente. Esse numero foi
discutido e aceito por Malabarba et al. (2011), que acrescentam que toda essa
diversidade de peixes de agua doce neotropicais ocorre em menos de 0,003% da agua
doce do planeta.

Os estudos sistematicos dos peixes, tém-se expandido consideravelmente nos
ultimos anos, principalmente ap6s a incorporacdo de novas técnicas de obtencdo e
interpretacdo de dados, entre as quais esta o uso da metodologia de anélise filogenética
proposta inicialmente por Hennig (1966) e diversas metodologias moleculares, como
por exemplo a técnica do DNA Barcode.

Em funcéo da taxa atual de reducdo da diversidade em todo o planeta, observa-se
a necessidade de obter mais informacdes acerca da biodiversidade. As metodologias
moleculares surgiram como ferramenta para obtencdo de conhecimento sobre
biodiversidade e ndo pretendem substituir a taxonomia morfoldgica tradicional.
Métodos moleculares surgem como uma nova coluna para sustentar a abordagem da
taxonomia integrativa (Padial et al., 2010). Mesmo com notaveis progressos, muito
ainda resta a ser conhecido sobre a composigéo e o relacionamento dos diversos grupos,
devido a imensa magnitude da biodiversidade de peixes. Nesse contexto, o0 presente
estudo intenta compilar uma biblioteca referéncia de sequéncias Barcode para 0s peixes

ornamentais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agquarismo

O aquarismo é uma atividade de lazer e entretenimento. Na China, ha mais de
trés mil anos, ja se cultivava peixes em viveiros para fins ornamentais (Nottingham e
Barros, 2006). No inicio do século X, foi escrito o primeiro livro de aquarismo “O livro
do peixe vermelho” (Chang Chi’ente, 1956 citado por Ribeiro et al., 2008) e a atividade
de contemplacdo de aquérios comegou a se desenvolver. Em 1853, ocorreu a
inauguracdo do primeiro aquério publico na Inglaterra, 0 que aumentou o interesse em
aquarismo no ocidente (Alderton, 2008). Atualmente, essa atividade é de grande
rentabilidade devido aos avangos tecnoldgicos e a facilidade de comercializacdo de
peixes e acessorios ligados a area.

O comeércio de peixes ornamentais tem crescido significativamente atualmente. Os
ultimos dados disponibilizados pela Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacao
e Agricultura (FAO, 2012), mostram que as exportacbes mundiais de peixes
ornamentais em 2011 foram avaliadas em mais de 362 milhdes de dolares e as
importacOes globais em mais de 350 milhdes. Mais de um bilh&o de peixes ornamentais,
que compreendem mais de 4.000 espécies de agua doce e 1.400 marinhos, sdo
comercializados internacionalmente a cada ano (Whittington e Chong, 2007). Conforme
o0s dados mais recentes sobre peixes ornamentais no Brasil, entre 2006 e 2007, o volume
de exportacdo aumentou aproximadamente de US$ 5 milhdes para US$ 6 milhdes
(IBAMA, 2008).

Os maiores importadores de peixes ornamentais sdo os Estados Unidos, Japéo,
Alemanha, Inglaterra e Franca. Por outro lado, os maiores fornecedores de peixes
ornamentais sdo paises asiaticos, tais como Cingapura, Filipinas, Tailandia, Sri Lanka,
Indonésia e Hong Kong. A América do Sul também tem uma participagdo consideravel
nessas exportacOes, principalmente Coldmbia, Peru e Brasil (Dykman, 2012).
Nacionalmente, as principais cidades fornecedoras sdo Muriaé/MG, Mogi das
Cruzes/SP, Magé/RJ, Recife/PE, Cascavel/PR e Manaus/AM (Oliveira, 2012).

A atual populagéo de peixes ornamentais no Brasil é estimada em 25,5 milhdes de
exemplares (MPA, 2015). Os peixes ornamentais sé perdem em quantidade — entre 0s

animais de estimacdo - para a populacdo canina, de 37,1 milhfes. Muitas espécies



15

destinadas a alimentacdo podem ser comercializadas também como ornamentais, cujo
0S precgos obtidos sdo mais elevados. Na regido Norte, por exemplo, um peixe Aruana
Preto é vendido a dois reais o quilo em feiras, quando um Unico exemplar,
comercializado como peixe ornamental, alcanga R$ 800,00 no mercado internacional. O
mesmo ocorre com o Jaraqui, da Amazonia, que vale trinta centavos de reais o quilo e
R$20,00 a unidade como ornamental (MPA, 2015).

Em volume as principais espécies comercializadas no Brasil sdo: Molinésia
(Poecilia latipina), Japonés (Carassius auratus), Acard-bandeira (Pterophyllum
scalare) e Plati (Xiphophorus maculatus), que corresponderam a mais de 50% do total.
Estas espécies, juntamente com Espada (Xiphophorus helleri), Guppy (Poecilia
reticulata), Neon (Paracheirodon axelrodi) e Tetras (Characidae sp.), sdo considerados
o0s peixes mais vendidos. Os peixes de maior valor comercial apontados pelos aquaristas
foram: Cirurgido Amarelo (Zebrasoma flavescens), Gobi (Nemateleotris magnifica),
Donzela (Chrysiptera parasema) e Peixe Palhaco (Amphirion spp.) (Freitas, 2009). Um
exemplo de peixe ornamental brasileiro desejado no mercado internacional é o Aruana
(Osteoglossum sp.), que é capturado em media com 5 cm de comprimento. A pesca
desses animais € realizada por meio da captura e ébito do macho, que guarda os
alevinos em sua boca, até serem capazes de sobreviver sem o devido cuidado parental
(IBAMA, 2008).

A criacdo de peixes ornamentais € um dos segmentos mais promissores para a
geracdo de trabalho e de renda (FAO, 2012) e é notavel o potencial do pais em aumentar
a producgdo no mercado do aquarismo. A Amazonia, com a sua grande biodiversidade,
possui espécies variadas e de interesse para aquaristas como, por exemplo, o Aruand
Preto (Osteoglossum ferreirai) e o Jaraqui (Semaprochilodus insignis) (MPA, 2015).

Os peixes sempre foram o principal grupo trabalhado dentro do aquarismo, mas
existem outras espécies envolvidas com frequéncia em aquéarios de &gua doce como
crustaceos, moluscos e anfibios. Existe também uma variedade ainda maior para
aquarios marinhos, como poliquetas, cnidarios e equinodermos, além de crustaceos e
moluscos marinhos. Na grande maioria destes grupos, principalmente nos marinhos, 0s
animais sé&o oriundos do extrativismo (Oliveira, 2012).

Padrone (2004), afirma que o trafico de animais, incluindo o de peixes
ornamentais, € a terceira atividade ilicita mais lucrativa no mundo, perdendo apenas

para trafico de drogas e armas. Neste caso, 0s animais sdo tratados de maneira cruel e
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desrespeitosa gerando, em muitos casos, a morte dos animais. Apesar de existir no
Brasil uma lei que criminaliza o comércio ilegal da fauna silvestre (Lei n° 5.197/67 -
IBAMA), esta préatica ainda € muito comum. Isso se deve principalmente pela falta de
conhecimento da populacdo sobre o risco de criacdo de animais silvestres como
domésticos, como a propagacao de eventuais doencgas entre 0s animais ou a transmissao

de doencgas aos humanos.

2.2. Identificacdo de espécies

A diversidade de espécies de seres vivos no mundo sempre motivou o intelecto
humano e embora ndo saibamos o nimero exato de seres vivos no planeta. Melhores
estimativas variam de 2 a 10 milhdes de espécies (May, 2011), uma informagdo muito
ampla que ndo transmite a realidade do nosso planeta. A fim de compreender e estudar
0s seres Vvivos, pesquisadores classificam em diversos niveis taxondmicos, com base nas
semelhancas e diferencas morfoldgicas.

Paradoxalmente & necessidade de um taxonomista, hd um declinio do namero
destes profissionais em uma escala mundial (Hopkins e Freckleton, 2012), o que
dificulta o desenvolvimento de todas as outras areas de estudo em biodiversidade. Este
processo foi denominado de "impedimento taxondémico", ou seja, a impossibilidade de
cumprir a tarefa de descrever a biodiversidade devido ao baixo nimero de sistematas
(Carvalho et al., 2005).

Para a descricdo de uma espécie, um binémio € fornecido a um espécime-tipo
encontrado, esse espécime recebe um nome especifico e de forma continua outros
individuos pertencem a essa espécie quando compartilham uma série de caracteristicas
essenciais com esse espécime-tipo e ndo com outras (Puillandre et al., 2011). Apesar do
conceito de espécie ndo ter um consenso entre a comunidade académica, a atividade de
associar nomes cientificos a grupos de individuos é crucial para os mais diversos
campos da biologia por ser a unidade fundamental da biologia dos organismos e crucial
para definir acGes na conservacao da biodiversidade (Balakrishnan, 2005).

O ser humano se relaciona com o ambiente principalmente pela visdo e adquire
informacOes pelas caracteristicas morfologicas de cada espécie. Com estes dados, €
possivel realizar a classificacdo da diversidade. No entanto, a utilizagdo apenas de
caracteres morfologicos pode gerar informacdes imprecisas, isso porque a metodologia

possui limitacBes proprias - a plasticidade fenotipica e a variabilidade genética podem
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disfarcar os caracteres empregados, espécies cripticas- aquelas que sdo muito
semelhantes morfologicamente e diferentes molecularmente - podem ndo ser detectadas
corretamente, as chaves de identificagdo ndo contemplam todos os estagios de vida e
demandam da experiéncia de profissionais especializados cada vez mais escassos no
mercado (Hebert et al., 2003a).

Embora a classificagdo taxondmica tradicional seja a ferramenta mais utilizada e
continuard a ser em muitos casos, existe uma necessidade de novas abordagens
tecnoldgicas para facilitar o trabalho de identificacdo e caracterizacdo. Tanto para a
classificacdo e também no aparecimento de novas espécies, incorporando diferentes
propriedades - morfoldgicas, moleculares, ecoldgicas, evolutivas, comportamental, etc.
De modo a fornecer um grande nimero de subsidios para delimitacdo da entidade
“espécie” (Padial et. al., 2010).

2.3. DNA Barcode

A andlise de eletroforese de proteinas foi utilizada durante anos para
identificacdo de espécies e, a partir da década de 60, diversas ferramentas moleculares
foram incorporadas aos estudos da biodiversidade (Manwell e Baker, 1963). Os
métodos baseados em analise de DNA ganharam grande notoriedade entre a
comunidade cientifica, devido ao fato do DNA ser uma molécula relativamente estavel,
poder ser obtida em qualquer estagio de vida a partir de pequenas amostras de material e
ser altamente reprodutivel (Ward et al., 2005).

A perda da diversidade em todo planeta gera uma necessidade de obtencdo de
dados informativos sobre a biodiversidade ainda existente (Savage, 1995). A taxonomia
tradicional, baseada em caracteristicas morfoldgicas, ndo sera substituida pelos métodos
moleculares, os quais aumentam a credibilidade dos dados gerados. Surge assim uma
nova abordagem para identificacdo e caracterizacdo de espécies a ‘“‘taxonomia
integrativa” (Padial et al., 2010).

Diversos genes e regibes do DNA ja foram usados como marcadores
moleculares para a identificacdo de diferentes espécies de seres vivos, com base em suas
diferencas genéticas. Por exemplo, a regiao16S-rDNA e o gene Citocromo b do genoma
mitocondrial, e as regifes ITS1-rDNA, ITS2-rDNA e 18S-rDNA do ndcleo celular

(Hajibabaei et al., 2007). Ward (2009) afirma que para o desenvolvimento de um
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sistema unificado de identificacdo molecular, um marcador padréo deve ser estabelecido
para que os dados obtidos sejam comparaveis intra e inter espécies.

Com esta ideia, Hebert et al. (2003b) desenvolveram a metodologia de DNA
Barcode, que constitui uma das técnicas mais adequadas para a identificacdo rotineira
de espécies, baseado no sequenciamento de parte do gene Citocromo Oxidase
Subunidade I (COl). Por ter origem mitocondrial, é facilmente amplificado em qualquer
individuo. Além disso, possui auséncia de introns, heranca hapléide, exposicdo limitada
para recombinacdo genética e evolucdo rapida, o que permite uma alta semelhanca
intraespecifica e alta divergéncia interespecifica, caracterizando-o assim como um bom
gene de identificacdo (May, 2010).

O DNA Barcode configura uma sequéncia de aproximadamente 650 pares de
bases, entre as posi¢es 58 e 705 da extremidade 5’ do gene COI, funcionando como
um sistema universal para catalogar e identificar espécies animais. Para isso, as quatro
possibilidades de nucleotideos - adenina, citosina, guanina e timina — combinam-se de
forma aleatéria gerando um padrdo de identidade U(nico para cada espécie.
llustrativamente, uma combinacdo aleatoria de 15 desses nucleotideos criaria um bilhdo
de cddigos unicos, um numero muito maior do que o de espécies de seres Vvivos
conhecidos. Isso permite que cada taxon seja identificado por apresentar uma sequéncia
Unica de DNA e, consequentemente, uma serie exclusiva de DNA Barcode. (Hebert et
al., 2003b)

As espécies sdo representadas por uma sequéncia particular ou por um grupo de
sequéncias muito semelhantes, o que é conhecido como o DNA Barcode daquela
espécie, e 0 acumulo de mutacgdes entre as sequéncias de DNA de duas espécies fornece
a distancia genética entre elas. Uma vez que a sequéncias de COI tendem a variar entre
espécies, mas é relativamente constante entre individuos de mesma espécie, um
espécime desconhecido - como ovos, larvas juvenis ou restos fragmentados — pode ser
identificado comparando sua sequéncia com sequéncias disponiveis em uma biblioteca
de referéncia derivada de material identificado por especialistas (Hebert et al., 2003a;
Hebert et al. 2003b).

Cada espécime caracterizado geneticamente passa por identificacdo taxondmica e
tem que cumprir alguns critérios de qualidade para serem depositados no banco de
dados do BOLD (Barcode of Life Database). Que auxilia a aquisi¢do, armazenamento,

andlise e publicacdo de registros do DNA barcode de cada espécie. Promove a reunido
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de dados moleculares, morfoldgicos e de distribuicdo, constréi uma ponte sobre um
abismo bioinformatica tradicionais. Disponivel gratuitamente para qualquer pesquisador
em DNA barcoding Com interesses. Esse banco j& possui quase 5 milhdes de
sequéncias depositadas e disponiveis para visualizacdo (BOLD, 2016).

Com a cria¢do desta metodologia de identificacdo, a eficacia do fragmento do
DNA Barcode foi posta em teste em diversos grupos, como invertebrados (Barrett e
Hebert, 2005), aves (Ward, 2009) e peixes (Ward et al., 2005; Steinke et al., 2009;
Collins et al., 2012), com resultados positivos em todos os trabalhos.

Até o momento a regido escolhida mostrou grande capacidade em discriminar
espécies e em revelar diversidade criptica (Becker et al., 2011). Apesar de o COI ser
eficaz na identificacdo da maioria das espécies de animais, este gene nao foi totalmente
eficaz para trabalhos com plantas e fungos. Para plantas o COIl frequentemente
apresenta introns derivados de transferéncias genéticas horizontais e, assim como
genoma mitocondrial de plantas como um todo, apresenta baixas taxas de substituicdo
(Begerow, et al., 2010). Pesquisadores tentam o uso de outros loci, entre eles, os de
genoma de plastideos para identificacdo molecular de plantas, embora ndo tenham
chegado a um consenso, o0s pesquisadores indicam o uso dos marcadores rbcl e matK.
Para fungos, a regido ITS (internal transcribed spacer) tem sido amplamente utilizada e
parece ter melhor eficicia que outros marcadores propostos (Begerow et al., 2010).

Huang et al. (2012) relatam que a alta taxa de evolucdo do COIl - uma
caracteristica da maioria dos metazoarios - seja mais baixa em animais basais (Anthozoa
e Porifera) do que em animais mais complexos. Assim a alta taxa evolutiva do genoma
mitocondrial seria uma caracteristica sinapomérfica para os animais e ndo seria
compartilhada com plantas e fungos.

Para aumentar e manter a credibilidade do sistema global de identificacdo dos
seres vivos, uma metodologia Unica deve ser utilizada a fim de minimizar as variaveis
técnicas dos métodos de analise, as quais podem sofrer variacdo ao estudar diferentes
grupos, mas devem ser as mais constantes possiveis. Enquanto que para algumas
espécies 0 desenho de primers especificos para um determinado grupo é a melhor
solucdo, a proposta do DNA Barcode indica que os primers que amplificam o
fragmento do gene COI para a maioria das espécies de um grupo sdo preferidos aos
especificos. Também por questdo de padronizagdo, as analises de dados de Barcode

usam o algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) para representacdo das distancias genéticas



20

entre os grupos estudados e o Kimura-2-parameter (K2P) como modelo de substitui¢éo
de nucleotideos (Steinke e Hanner, 2011).

Em 2009, Ward realizou uma grande pesquisa, analisando sequéncias do COI de
mais de mil espécies de peixes e mais de 600 espécies de aves. Concluiu que pares de
sequéncias com divergéncias baixas entre si, sdo de individuos coespecificos. A uma
taxa de 2% de divergéncia entre duas sequéncias, suas chances de pertencerem a mesma
espécie caem a 1%, enquanto elas passam a ter 99% de chance de serem congenéricas.

Para espécies cripticas, Hebert et al. (2004) propuseram que um limite 10 vezes
superior a divergéncia média intraespecifica € um indicativo de descoberta de novas
espécies -barcode gap-. Entretanto trabalhos posteriores questionaram a veracidade ou a
existéncia da universalidade deste conceito, sugerem que possam ser artefatos ou gaps
de amostragem do grupo (Meyer e Paulay, 2005; Meier et al., 2006; Wiemers e Fiedler,
2007).

A criacdo de uma biblioteca de referéncia contendo toda essa informacdo gerada
pelos grupos de pesquisa do DNA Barcode é coordenada por um consorcio

internacional, o Consortium for the Barcode of Life (www.barcodeoflife.org/). Este

consércio foi dividido em grupos especificos para cada campanha, como por exemplo 0

Mammalia Barcode of Life (www.mammaliabol.org/) e o Fish Barcode of Life

(www.fishbol.org/) e em outros diversos grupos. A proposta destes grupos € reunir

todas as sequéncias de mamiferos e peixes respectivamente em uma biblioteca de
sequéncias Barcode.

O objetivo do DNA Barcode em termos praticos é construir um banco de dados
com maior nimero de espécies sendo 0 mais representativo possivel. As sequéncias
depositadas também devem conter informacgfes sobre o espécime sequenciado, como
classificacdo, local de coleta, responsavel pela identificacdo, deposito em museu, uma
fotografia e os eletroferogramas que deram origem a sequéncia das espécies. O DNA
Barcode constitui-se assim um banco de dados com evidéncias da espécie, diferente de
outros bancos de dados genéticos onde a sequéncia depositada é relacionada a uma
espécie, e impossibilita que outros grupos de pesquisa reexaminem aquela informacdo e
faca correces cabiveis caso sejam necessarias (Steinke e Hanner, 2011).

Desde a introducdo do DNA Barcode no meio cientifico, diversos autores tém
enfatizam a importdncia de contextualizar os dados gerados dentro de um espago

cientifico mais amplo, somando o contetdo obtido do DNA Barcode e a taxonomia


http://www.barcodeoflife.org/
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tradicional (Wheeler, 2005). Alguns autores utilizam a pratica da ‘“taxonomia
integrativa”, sugerindo que os dados de DNA Barcode sdo usados com mais sucesso
para complementar outras fontes de informacdo taxondmica (Carvalho et al., 2011 e
Whitworth et al., 2012).

Muitos estudos demostraram a capacidade da ferramenta do DNA Barcode para
identificacdo de peixes de agua doce (Hubert, et al.,2008, April et al., 2011) e peixes
marinhos (Actinopterygii e Chondrichthyes) a partir de diferentes regides geograficas
(Zhang e Hanner, 2012; MCcusker, et al., 2013). Além disso, o0 DNA Barcode foi
usado para identificar tecidos de diferentes origens tais como larvas de peixes (Hubert et
al. 2008), barbatanas (Holmes, 2009) e de pescados industrializados (Wong et al. 2011).
Steinke et al. (2009) mostraram a eficiéncia do DNA barcode para identificacdo de

peixes ornamentais.

Trabalhos de identificacdo de peixes constataram uma delimitacdo em mais de
98% das espécies analisadas, demostrando uma baixa varia¢do intraespecifica e alta
semelhanca interespecifica (Ward, 2005; Zang e Hanner, 2012). Para algumas espécies
de peixes, niveis elevados de variacdo intraespecifica podem ser evidéncias para
existéncia de uma diversidade criptica (Puckridge et al., 2013). Apesar de ndo ser um
problema significativo para peixes (Ward et al. 2009), pode ocorrer uma superestimacéo
do nOmero de espécies devido a amplificacdo de cdpias nucleares de genes
mitocondriais (NUMTS) (Song et al., 2013).

Quanto maior o nimero de sequéncias depositadas no banco de dados, maior sera
a credibilidade do programa e maior a utilizacdo desta metodologia para identificar e
autenticar espécies livres ou comercializadas, para a detec¢do de fraudes intencionais ou
ndo, para a identificacdo de bioprodutos e auxilio no monitoramento da exploragédo
ilegal de espécies em risco de extin¢do (Barbuto et al., 2010). Além disso, 0 DNA
Barcode fornece subsidios para estudos posteriores envolvendo a fauna, aumenta a
capacidade de identificar espécies a partir de formas larvais, restos de fragmentos de
individuos encontrados em contelidos estomacais ou outras partes do corpo deixados no
ambiente, permite compreender sobre como as espécies interagem e fornece melhores
estimativas da composicdo e diversidade de espécies em um ecossistema (Valentini et
al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O presente estudo teve como objetivo principal identificar de maneira molecular,
diferentes espécies de peixes ornamentais, utilizando a técnica de DNA Barcode.

3.2.0Dbjetivos especificos

Considerando os resultados positivos da utilizacdo do DNA Barcode em
identificar e caracterizar diferentes espécies de animais e a necessidade de informacGes
moleculares sobre a diversidade de peixes ornamentais, este trabalho teve como

objetivos especificos:

e Sequenciar o fragmento do gene mitocondrial COI de espécies de peixes
ornamentais comercializados na regido de Belo Horizonte e Muriaé

ambas no estado de Minas Gerais.

e Avaliar a utilizacdo destas sequéncias na discriminacdo das diferentes

espécies amostradas.

e Revelar possiveis casos de espécies cripticas, procurando expandir 0

conhecimento sobre a ictiofauna ornamental.

e Disponibilizar as sequéncias obtidas no BOLD, com base no sistema de

identificacdo do gene COI das espécies analisadas.



23

UTILIZACAO DA TECNICA DE DNA BARCODE PARA A IDENTIFICACAO
DE ESPECIES DE PEIXES DE AGUA DOCE COMERCIALIZADOS NAS
REGIOES DE BELO HORIZONTE E MURIAE

Glauber Batista Gois
Bacharel em Aquacultura e Mestrando em Zootecnia, Escola de Veterinaria da UFMG

Resumo

Impactos antropogénicos sdo uma ameacga crescente para a diversidade de
peixes, especialmente em areas em torno de grandes centros urbanos, e muitas agoes
efetivas de conservagdo dependem de identificacdo precisa das espécies. Considerando
a utilidade do DNA Barcode como um sistema global de identificacdo e descoberta de
espécies, este estudo tem como objetivo caracterizar molecularmente algumas espécies
de peixes ornamentais e depositar sequéncias parciais do gene COl em uma biblioteca
de referéncia. Seguindo essa metodologia, um fragmento da sub-unidade | da citocromo
oxidase foi amplificado e sequenciado bidirecionalmente e a partir de 298 individuos.
Uma andlise de Neighbor-Joining revelou que esta abordagem pode discriminar
inequivocamente todas as espécies pesquisadas. A maioria das espécies exibiu baixa
distancias genéticas intraespecificas (1,53%), cerca de 9 vezes menor do que a distancia
entre as espécies dentro de um género. A biblioteca elaborada nesse estudo é um
primeiro passo para conhecer melhor a diversidade molecular de peixes ornamentais,
fornecendo uma base para futuros estudos sobre essa fauna - estendendo a capacidade
de identifica-los em todas as fases da vida e até mesmo em restos ou fragmentos,
fornecendo dados para uma melhor compreensdo das interacdes entre as espécies,
gerando estimativas sobre a composicdo de espécies e riqueza em um ecossistema,
provendo ferramentas de autenticacdo de bioprodutos e monitoramento exploracao
ilegal de espécies.

Palavras chaves: Biodiversidade, Citocromo Oxidase Subunidade 1, DNA mitocondrial.
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Abstract

Anthropogenic impacts are a rising threat to the diversity of fish, especially in
areas around urban centers, and many effective conservation actions depend on accurate
identification of species. Considering the usefulness of DNA Barcode as a global
system of identification and discovery of species, this study aims to molecularly
characterize the species of ornamental fish and provide partial COIl gene sequences in a
reference library. Following this methodology, a fragment of the subunit | of
cytochrome oxidase gene was amplified and sequenced bidirectionally from 298. A
Neighbor-Joining analysis showed that this approach can clearly discriminate all the
surveyed species. Most of the species showed low intraspecific genetic distances
(1.53%), about 9-fold less than the distance between species within a genus. The library
developed in this study is a first step to better understand the molecular diversity of
ornamental fish, providing a basis for future studies on this fauna - extending the ability
to identify them in all life stages and even remnants or fragments, providing data for a
better understanding of the interactions between species, generating estimates of the
species composition and richness in an ecosystem, providing bioproducts authentication

tools and monitoring illegal exploitation of species.

Keywords: Biodiversity, Cytochrome Oxidase Subunit I, Mitochondrial DNA.
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Introducéao

A identificacdo de espécies é fundamental para estudar a biologia dos
organismos, embora o conceito de espécie ndo tenha atingido um consenso, o trabalho
da comunidade cientifica em associar nomes com grupos de individuos € rotineira e
crucial para definir prioridades na conservacao da biodiversidade (Balakrishnan, 2005).
Tradicionalmente, a descricao e identificacdo de espécies sempre foram realizadas com
base nas caracteristicas morfologicas. No entanto, a analise morfologica possui
limitacGes proprias: plasticidade fenotipica e variabilidade genética podem disfarcar
caracteres utilizados na identificacdo; taxa criptico pode ndo ser facilmente detectado;
chaves de identificacdo, normalmente, ndo conseguem abranger todos os estagios de
vida e sexos e 0 uso de chaves taxonémicas que tornam o sistema extremamente

dependente de pessoal treinado (Hebert et al., 2003b).

Diversas ferramentas moleculares foram utilizadas e avaliadas a fim de aumentar
a credibilidade e confiabilidade das analises morfoldgicas de identificacdo e descoberta
de novas espécies. Os métodos que baseiam-se em marcadores moleculares ganharam
popularidade porque moléculas de DNA sdo relativamente estaveis, podem ser
acessadas a partir de todos os estagios de vida, pequenas quantidades de tecido sdo
suficientes para identificacdo e, além disso, as sequéncias de DNA sdo altamente
reprodutiveis (Ward et al., 2009). A reducdo na biodiversidade do planeta, exige
aceleracdo da taxa em que o conhecimento sobre a biodiversidade é obtido (Savage,
1995) e embora nédo tenha a intencdo de substituir a taxonomia morfoldgica tradicional,
0s métodos moleculares surgem como uma nova coluna para sustentar uma abordagem

de “taxonomia integrativa” (Padial et al., 2010).

Mesmo com ampla utilidade, a grande variabilidade de marcadores moleculares
utilizados por diferentes pesquisadores dificulta o desenvolvimento de um sistema de
identificacdo molecular unificador. Neste contexto, Hebert et al., (2003a) propuseram o
uso de um marcador padronizado que consiste em aproximadamente 650 pares de bases
a partir da extremidade 5' do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade I (COI)
como um marcador universal de identificacdo adequado para a maioria das especies de
animais. Neste fragmento de gene, espécies possuem uma Unica sequéncia ou um
conjunto limitado de sequéncias muito semelhantes e altamente divergentes dos de

outras espécies congéneres. Essa metodologia ficou conhecida como "DNA Barcode" e
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pode ser utilizada tanto para a identificacdo de espécies conhecidas como na descoberta
de novas. As sequéncias de COI tendem a variar entre as especies diferentes, mas séo
relativamente constantes dentro da mesma espécie. Assim, um espécime ou amostra
qualquer - incluindo ovos, larvas, juvenis e tecido fragmentado - pode ser identificado
pela combinagdo da sua sequéncia com uma sequéncia da biblioteca de referéncia
BOLD (Barcode of life Database), que sdo derivadas de amostras previamente
identificadas por especialistas. A eficdcia do DNA Barcode foi testada em diversos
grupos de animais e seu sucesso na delimitacdo das espécies se deve a adesdo aos

padrdes estipulados pelo programa (Teletchea, 2010).

Quanto maior e mais completa for a biblioteca de referéncia, aumenta-se o0 uso
destas informacdes para estudos em ecologia molecular e de investigagdo forense
(Valdez-Moreno et al., 2010). A capacidade de identificar espécies a partir de todas as
fases da vida e mesmo a partir de restos ou fragmentos (Holmes et al., 2009) permite
uma melhor compreensao das interacdes entre as espécies e também pode ser utilizada
para calibrar estimativas sobre a composicdo de espécies e riqueza em um ecossistema
(Valentini et al., 2012). Uma biblioteca de DNA Barcode possibilita a certificagdo de
produtos comerciais e a deteccdo de fraudes intencionais ou ndo, envolvendo
bioprodutos (Barbuto et al., 2010), além de fornecer uma ferramenta de monitoramento

da exploracdo ilegal de espécies (Baker, 2013).

Uma das areas de necessaria aplicacdo da técnica de DNA Barcode é o
aquarismo. Essa é uma atividade de entretenimento e lazer, que movimenta de milhdes
de ddlares (FAO, 2014). Porém, a atividade de aquarismo apresenta algumas
consequéncias problematicas, que demandam solucdes estratégicas para o crescimento
sustentavel da area. O esgotamento de populagdes de peixes ou quaisquer organismos
aquaticos capturados pode ocorrer quando a coleta é feita de forma desordenada
(Pinheiro, 2010). A introducdo de espécies de locais diferentes de sua distribuicéo
natural, por descartes dos aquaristas ou por criadouros que nao possuem boa estrutura e
permitem a fuga dos animais para 0 meio ambiente, é outro risco (Rixon, 2005).
Segundo Lasso-Alcala e Posada (2010), essa introducdo de espécies exoticas em

ecossistemas naturais € um dos principais motivos da perda da biodiversidade.

Neste contexto, torna-se evidente a importancia do estudo da identificacdo de

espécies de peixes ornamentais para o conhecimento da ictiofauna e, a partir disso,
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determinar as atitudes oportunas. Considerando o uso promissor de DNA Barcode para
identificar as espécies, este estudo tem como objetivo disponibilizar sequéncias do gene
COI de peixes ornamentais nas bibliotecas de referéncia, aumentando a eficacia desta

ferramenta para identificacdo de espécies.
Material e Métodos

Amostras

As amostras analisadas no presente estudo foram obtidas por meio de animais
doados por produtores ou lojas de aquarismo (média de 5,68 espécimes por espécie). Os
animais foram coletados mortos, nas cidades de Belo Horizonte, grande polo
consumidor e atacadista de aquarismo, e Muriaé, principal polo fornecedor neste
mercado (Cardoso, 2012).

Um fragmento de tecido muscular, branquial ou da nadadeira foi removido de
cada individuo e preservado em etanol 95% sob temperatura de -20°C. Todos 0s
espécimes foram identificados, com informacGes sobre o local e data da coleta e
provavel espécie, com base em suas caracteristicas morfoldgicas. Apos a retirada do
tecido para andlise molecular, os espécimes foram conservados em formol 10% ou
congelados a -20°C. Foram, ainda, realizadas imagens digitais dos espécimes e de
acordo com as recomendacdes do protocolo para colaboradores do Fish Barcode of Life
(FISHBOL) (Steink e Hanner, 2011).

Dados dos espécimes, como local de coleta e classificacdo, estdo registrados no
BOLD, sob o projeto Banco de Dados dos Peixes do Laboratério de Genética - UFMG.
As sequéncias analisadas foram depositadas conforme o recomendado para a criacdo de
bibliotecas de DNA Barcode (Ward et al., 2009). As amostras serdo enviadas para
laborat6rio ap6s passar por analise taxondémica especifica.

Extracdo de DNA

O DNA total de cada espécime foi isolado utilizando um kit comercial de
extracdo de DNA (DNeasy Blood & Tissue kit, Quiagen) ou método de extragdo
“Salting Out”, descrito por Aljanabi e Martinez (1997).
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Amplificacdo do COI por PCR

Para amplificacdo do fragmento de 650 pares de bases do gene Citocromo
Oxidase (COI) foram utilizados os primers FishF1, FishF2, FishR1 e FishR2 (Ward et
al., 2005). Para amplificacdo génica por PCR utilizou-se para cada reagédo: 2,5 pl de
dNTP na concentragdo inicial de 1nM, 5 pl de Tamp&o 5X (Promega™), 0,24 pl de
cada iniciador na concentracdo inicial de 1uM, 2 pl de MgCl, a 25uM, 0,25 ul de Taq
DNA polimerase (Promega™) e 100 ng de DNA. O volume final da reacéo foi ajustado
para 25 pl utilizando-se agua ultra pura e as amplificacbes foram conduzidas em
termociclador Veriti® - 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems™) um passo de
desnaturacao inicial de 1 minuto a 94°C seguido de 35 ciclos de: 94°C por 60 segundos,
54°C por 90 segundos e 72°C por 60 segundos, e uma extensdo final a 72°C por 5
minutos. Em seguida, os produtos amplificados foram corados com GelRed® e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, contendo marcador de peso
molecular 1Kb (Promega™). Em seguida, o gel foi visualizado em luz ultravioleta para

certificar a integridade das bandas obtidas.
Sequenciamento do DNA e analise de dados

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o kit BigDye 3.1 Terminator Cycle
Sequencing, (Applied Biosystems™). As reagbes foram feitas utilizando-se 1pl de
amplicon, 1pl de um dos iniciadores a 10uM, 1,5 pl de tampdo 5X, 1 ul de Big Dye
terminator e 5,5 pl de &gua ultra pura, completando-se o volume final de cada reacéo
para 10ul. As amostras foram inseridas em termociclador Veriti - 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems™) com um passo de desnaturagdo inicial a 96°C por 1
minuto e 30 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 15
segundos, extensdo a 60°C por 4 minutos e extensdo final a 72°C por 8 minutos. Os
iniciadores utilizados foram os mesmos usados para os amplicons.

A precipitacdo do DNA foi realizada em placa de 96 pocos da seguinte forma:
acrescentou-se 2,5 puL de EDTA [125 uM], pH 8,0 e 30 pl de Etanol 100% em cada
poco. Depois de homogeneizadas, as solugdes nas placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos e centrifugadas a 2.200 rpm por 45 minutos. Descartou-se 0

sobrenadante e 0 DNA foi lavado com 30 pl de etanol 70% e submetido a centrifugagéo
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por 15 minutos a 1.850 rpm. Descartou-se sobrenadante novamente e a placa foi
colocada em estufa para secagem do DNA. Em seguida, adicionou-se 15 pl de
formamida e foi feita a homogeneizacdo. Apods esse processo, as placas foram inseridas
no Sequenciador Capilar ABI 3130 (Applied Biosystems™) e sequenciadas
bidirecionalmente.

Para a analise dos resultados foi utilizado o software Sequencing Analysis 5.2
(Life Tecnologies) para visualizacdo do eletroferograma e dos parametros qualitativos
das sequéncias obtidas. A geracao da fita consenso foi feita utilizando-se o software Seq
Scape (Applied Biosystems™). As sequéncias das amostras foram comparadas com
sequéncias previamente depositadas no BOLD. Estas foram exportadas do BOLD e
inseridas no programa MEGA v.5.2 (Tamura et al., 2011), para a construcao da arvore
de dendograma, aplicando-se o algoritimo de agrupamento Neighbor-Joining (NJ) e
modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura-2-parameter (K2P), mesma
metodologia indicada para andlise da regido mitocondrial COI (Carvalho et al., 2011).

Resultados

Um total de 298 espécimes, representando 35 espécies de peixes ornamentais,
foram obtidos neste trabalho. Todas as amostras passaram pelos procedimentos
moleculares pelo menos uma vez. Desta forma, 596 sequéncias - Forward e Reverse -,
representando 5 géneros e 11 familias, comp6em a biblioteca representada neste
trabalho (Apéndice A). Na tentativa de compreender a variacdo intraespecifica,

multiplos espécimes, foram analisados em todas as espécies.

Embora a sequéncia do gene COIl seja um fragmento de 652 pares de bases,
sequéncias que apresentam pelo menos 400 pares de bases com um nivel de qualidade
pré estabelecido (bases do dado analisado sem pico secundario ou com pico secundario
atingindo no maximo 25% do tamanho pico principal; bases com QV igual ou superior
a 20) também foram utilizadas. Desta forma, as sequéncias que foram utilizadas variam

entre 403 a 652 pares de bases e 80,5% foram mais longas que 550 pb.

As sequéncias ndo apresentaram indels ou stop cddons, 0os quais poderiam
identificar a amplificacdo de NUMTSs -fragmentos de DNA mitocondrial transmitidos
para 0 genoma nuclear- e tiveram menos de 2% de bases ambiguas. As médias gerais
das frequéncias nucleotidicas foram G=18,55%; C=28,66%; A=23,62%; e T=29,14%.
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Das espeécies analisadas, todas puderam ser discriminadas sem ambiguidade pela
abordagem do DNA Barcode. A eficacia também verificada na diferenciacdo de
espécies de mesmo congéneres como Epalzeorhychos frenatus e E. bicolor, Puntius
nigrofasciatus e P. tetrazona, Hypostomus tapijara e H. pleocostomus, Microgeophagus
altispinosus e M. ramirezi, Xiphophorus maculatus e X. variatus, Trichogaster leeiri, T.
trichopteurus e T. lalius. A éarvore de Neighbor-Joining (Figura 2) mostra que 0s
espécimes determinados como co-especificos tendem a se agrupar em unidades
relativamente proximas. A distancia de K2P média dentro das espécies (1,53%) foi
cerca de 9 vezes inferior a distancia média dentro de géneros (13,81%) com uma
variacdo genética crescente nas categorias taxondmicas superiores (Tabela 1).

Tabela 1: Distancias genéticas (K2P) dentro de diferentes niveis taxondmicos para 0s
298 espécimes de peixes analisados.

Divergéncia Genética K2P (%)

Taxa Comparagdes Minimo  Meédia Méaximo
Dentro de espécies 35 1.587 0 1,53 48,67
Dentro de Géneros 27 216 3,51 13,81 24,66
Dentro de Familias 11 5.479 0 20,56 59,91

Os individuos de Hypostomus plecostomus e Pterygoplichthys disjuntivus formaram um
unico cluster, com divergéncia interna nula. Analisando as sequéncias de todos 0s
individuos desta espécie, verificou-se que em H. plecostomus e P. disjuntivus as bases
nas posicoes 165, 270, 420 e 555 tém valor diagnosticado para distingdo destes dois
grupos. (Figura 1).
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165 270 420 555
Hypostomus plecostomus-BLGEV14 GUAAUACCA......CUCCCUCCA.....GUUUCGUCA......CCAGUUCUA...
Hypostomus plecostomus-BLGEV149 GUAAUACCA.......CUCCCUCCA......GUUUCGUCA.....CCAGUUCUA...
Hypostomus plecostomus-BLGEV147 GUAAUACCA......CUCCCUCCA.....GUUUCGUCA.....CCAGUUCUA...
Hypostomus plecostomus-BLGEV151 GUAAUACCA.......CUCCCUCCA......GUUUCGUCA.....CCAGUUCUA...
Hypostomus plecostomus- BLGEV150 GUAAUACCA......CUCCCUCCA.....GUUUCGUCA.....CCAGUUCUA...
Pterygoplichthys disjuntivus-BLGEV197 GUAAUGCCA......CUCCCCCCA.....GUUUCAUCA.....CCAGUCCUA...
Pterygoplichthys disjuntivus-BLGEV198 GUAAUGCCA......CUCCCCCCA.....GUUUCAUCA.....CCAGUCCUA...
Pterygoplichthys disjuntivus-BLGEVO077 GUAAUGCCA......CUCCCCCCA.....GUUUCAUCA.....CCAGUCCUA...
Pterygoplichthys disjuntivus-BLGEV196 GUAAUGCCA......CUCCCCCCA.....GUUUCAUCA.....CCAGUCCUA...
Pterygoplichthys disjuntivus-BLGEV195 GUAAUGCCA......CUCCCCCCA.....GUUUCAUCA.....CCAGUCCUA...
Pterygoplichthys disjuntivus-BLGEV199 GUAAUGCCA......CUCCCCCCA.....GUUUCAUCA.....CCAGUCCUA...

Figura 1. Nucleotideos diagnosticos nas sequéncias do COIl das espécies Hypostomus

plecostomus e Pterygoplichthys disjuntivus.

Entres as espécies com dois ou mais especimes analisados, sete mostraram divergéncias
intraespecificas: Astyanax bimaculatus, Betta splendens, Amatitlania nigrofasciata,
Danio rerio, Trichogaster trichopterus, Cyprinus carpio e Ictalurus punctatus. Para 0s
peixes Astyanax bimaculatus o individuo BLGE205 divergiu por 2,03% do individuo
BLGEV206, parte de um grupo de 11 individuos com divergéncia média de 0,80%.
Embora esse valor de divergéncia exceda o valor proposto de 2% a divergéncia média
entre o individuo BLGEV206 e os demais espécimes desta espécie é de 1,32%. Para a
espécie Betta splendens, o individuo BLGEV121 divergiu por 2,66 % do grupo formado
pelos nove individuos, com divergéncia interna de 0,70%. Entre os individuos
Amatitlania nigrofasciata, os individuos BLGEV104 e BLGEV103 divergiram por
2,75% e 2,48% respectivamente dos outros individuos, agrupados entre si ho mesmo
cluster. E em espécimes de Danio rerio os individuos BLGEV002 divergiu 4,63% dos
outros 19 individuos, agrupados entre si. Os espécimes de Trichogaster trichopterus
formaram dois subgrupos com divergéncia interna nula, porem distantes geneticamente
3,63%. Para os individuos Cyprinus carpio, também formaram dois subgrupos com
divergéncia interna nula, mas os individuos BLGEV043 e BLGEV068 divergiram por
0,68% dos outros 14 individuos do mesmo cluster, com divergéncia nula entre si. Por
fim, entre os individuos de Ictalurus punctatus, o individuo BLGEV158 divergiu por

2,07 % dos demais individuos, com divergéncia média de 0,59%.
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Entres as espécies com dois ou mais espécimes analisados, sete mostraram
divergéncias intraespecificas: Astyanax bimaculatus, Betta splendens, Amatitlania
nigrofasciata, Danio rerio, Trichogaster trichopterus, Cyprinus carpio e Ictalurus
punctatus. Para os peixes Astyanax bimaculatus o individuo BLGE205 divergiu por
2,03% do individuo BLGEV206, parte de um grupo de 11 individuos com divergéncia
meédia de 0,80%. Embora esse valor de divergéncia exceda o valor proposto de 2% a
divergéncia média entre o individuo BLGEV206 e os demais espécimes desta espécie €
de 1,32%. Para a espécie Betta splendens, o individuo BLGEV121 divergiu por 2,66 %
do grupo formado pelos nove individuos, com divergéncia interna de 0,70%. Entre os
individuos Amatitlania nigrofasciata, os individuos BLGEV104 e BLGEV103
divergiram por 2,75% e 2,48% respectivamente dos outros individuos, agrupados entre
si no mesmo cluster. E em espécimes de Danio rerio os individuos BLGEV002
divergiu 4,63% dos outros 19 individuos, agrupados entre si. Os espécimes de
Trichogaster trichopterus formaram dois subgrupos com divergéncia interna nula,
porem distantes geneticamente 3,63%. Para os individuos Cyprinus carpio, também
formaram dois subgrupos com divergéncia interna nula, mas os individuos BLGEV043
e BLGEV068 divergiram por 0,68% dos outros 14 individuos do mesmo cluster, com
divergéncia nula entre si. Por fim, entre os individuos de Ictalurus punctatus, o
individuo BLGEV158 divergiu por 2,07 % dos demais individuos, com divergéncia
média de 0,59%.

Estes valores podem sugerir a existéncia de espécies cripticas ou erros de
identificacdo morfolégica. Assim, essas amostras foram reexaminadas para
comprovacdo. No entanto, individuos mantiveram sua designacdo morfolodgica inicial,

indicando a presenca de uma diversidade genética nesses grupos.
Discussao

A abordagem do DNA Barcode é uma ferramenta acurada e rapida para
obtencdo de conhecimento sobre a biodiversidade. Intempéries ambientais como
superexploracdo, urbanizacdo e baixo controle na producdo comercial de peixes
ornamentais sao ameacas constantes para a toda biodiversidade. A identificacdo e
caraterizacdo de especies é fundamental para esquematizar acGes de conservagdo. Em
peixes, a identificacdo errdnea ou imprecisa pode ser um problema significativo no

cultivo de estogues e no controle da pesca extrativista (Lleonart et al., 2012). As
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abordagens exclusivamente morfoldgicas possuem limitages, principalmente para

individuos jovens, danificados ou fragmentados, e também para espécies cripticas.

O presente trabalho apresenta o DNA Barcode como ferramenta para
identificacdo com preciséo de peixes ornamentais, contribuindo para o projeto global de
Barcoding of life, com mais de 298 sequéncias de espécimes de peixes ornamentais.
Dessa forma, aumenta-se a representatividade dos dados previamente depositados por

pesquisadores de varias partes do mundo.

Todas as espécies foram discriminadas pela divergéncia entre suas sequéncias do
gene COIl. A distancia genética aumentou progressivamente em niveis taxondmicos
superiores, confirmando a ideia de um aumento significativo da divergéncia genética
nos limites das espécies (Hebert et al., 2003b). A distancia de K2P média dentro das
espécies encontrada é de 0,470%, proximo aos valores de analises: 0,37% em peixes
condrictes na Australia (Ward et al., 2008), 0,38% em peixes marinhos da Antartica
(Rock et al., 2013), 0,42% em peixes ornamentais do Pacifico (Steinke et al., 2009b).
Essa distancia é discretamente mais alta que as encontradas em peixes do Canada
(0,25%) (Steinke et al., 2009a) e da india (0,30%) (Lakra et al., 2013), e mais baixa que
peixes marinhos da Europa (0,59%) (Kochzius et al., 2010) e no Brasil (10,36%)
(Pereira et al., 2010). Entretanto, a distancia K2P média entre individuos congéneres foi
de 12,35%. Esse valor é superior ao de quase todas as descricdes da literatura, que
variam entre 3,75 e 10,81%. A excecdo foi observada apenas em um estudo com peixes
ornamentais chineses no qual encontrou-se o valor de 15,74% (Zhang, 2011). Esse
resultado explica-se pelas poucas espécies congéneres, superestimando a distancia

média real dentro dos géneros.

A maior parte das amostras (97%) divergem entre 2,19 e 26,64% em relacdo ao
grupo mais proximo para dois pares de espécies. Apenas as espécies Hypostumus
plecostomus e Pterygoplichthys disjuntivus divergiram menos que 2% entre si. Por
outro lado, a analise das distancias genéticas indicou uma variacdo das sequéncias do
gene COI superior a 2% entre individuos identificados como coespecificos. Para os
espécimes BLGEVO077 e BLGEV149, a distancia genética foi relativamente baixa.
Entretanto, Marceniuk e Menezes (2007) comprovaram em seus estudos morfolégicos e
citogenéticos que estes grupos pertencem a espécies diferentes. Entre estes individuos

existe uma grande diferenca no formato do processo occipital e da placa pré-dorsal, no
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formato do pré-maxilar e do palatino e na disposicdo dos dentes vomerianos, que sao
caracteristicas de espécies da ordem dos Siluriformes (Schuingues, et al., 2013). Os
cariotipos de ambas as espécies sdo constituidos por 56 cromossomos, mas Ssdo
estruturalmente diferentes e somente Hypostumus plecostomus possui Cromossomos
sexuais (Gomes et al., 1994). Tais caracteristicas somadas a presenca de nucleotideos
diagndsticos em quatro posi¢Oes ao longo do fragmento Barcode destas espécies - todas
na terceira posi¢do do codon e silenciosas - indicam a existéncia de duas espécies com

divergéncia interespecifica baixa entre si.

Entre espécimes de grupos especificos com divergéncia interna mais
significativa, ndo se observaram-se evidéncias que sejam produtos da existéncia de
populacbes alopatricas, uma vez que um ou mais individuos do grupo estudado foram
coletados no mesmo local do individuo divergente. Os resultados sugerem a existéncia
de uma diversidade criptica, que gera uma necessidade de estudos mais particulares
sobre estas espécies. Em situacfes semelhantes, pesquisadores abordam uma visdo mais
integrativa, que utiliza diferentes caracteres de identificagdo, tais como: moleculares,
morfolégicos e dados de isolamento reprodutivo (Dayrat, 2015). Padial et al. (2010)
afirmam que dois grupos separados apenas pela metodologia do DNA Barcode podem

ser de linhagens separadas evolutivamente ou de espécies novas ainda ndo descritas.

Pesquisadores destacam que, embora a delimitacdo de espécies seja um grande
desafio quantitativo, levando em consideracdo que das dez milhdes de espécies
eucariotos existentes no planeta e que apenas dois milhdes ja foram descritas de alguma
forma. A primeira barreira, na verdade, é qualitativa: chegar a um consenso sobre a
definicdo da categoria basica da taxonomia, a “espécie” (Padial et al., 2010). Entretanto,
Casiraghi et al., (2012) avaliam que a espécie identificada pelo método do DNA
Barcode e a espécie definida de maneira taxondmica ndo séo necessariamente analogas,
uma vez que o significado biologico das espécies identificadas pelo DNA Barcode nédo
pode ser diretamente extraido, a menos que esteja claro a identificacdo da espécie com o
padrdo de variabilidade de um dnico marcador genético. Contudo, de maneira
surpreendente, varios dados importantes do genoma mitocondrial completo, como
composicdo nucleotidica e padrdes de assimetria de fitas, podem ser preditas com

acuracia a partir das sequéncias de DNA Barcode (Min e Hickey, 2013).
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Os dendogramas utilizados pelo DNA Barcode para demonstrar graficamente os
resultados de distancia genética podem gerar uma confuséo entre o real proposito desta
abordagem -identificar e delimitar espécies- e a atividade de construcdo filogenética, na
qual também sdo utilizados cladogramas para representar as relacGes de parentesco
entre grupos. Apenas as sequéncias de DNA Barcode ndo tém elementos filogenéticos
suficientes para determinar semelhancas evolutivas, especialmente em niveis mais
profundos. Isso porque uma analise filogenética deve levar em consideracdo multiplos
loci para ter uma resolucéo verdadeira e evitar um resultado duvidoso que pode ocorrer
quando é analisado apenas 0 comportamento evolutivo de um Unico gene (Hajibabaei et
al., 2007).

Em 2009, Austerlitz et al., compararam o desempenho de diferentes métodos de
construcdo de &rvores em dados de DNA Barcode e concluiram que nenhum dos
métodos testados pareceu melhor em todos os casos, dependendo do tempo de
divergéncia entre grupos, o tamanho da sequéncia e numero de espécies analisadas, por
exemplo. Em relagdo a correcdo utilizada, K2P é considerado o melhor modelo de

substituicdo para distancias genéticas pequenas (Felsenstein, 2004).

Este trabalho confirma o conceito do DNA Barcode baseado no fragmento
parcial do gene mitocondrial COI, que é um instrumento adequado para discriminar a
maioria das espécies de animais. Desde que foi proposto como um sistema global para
identificacdo de animais (Hebert et al., 2003b), seu desempenho em discriminar com
acuracia um grande nimero de espécies tem se mostrado positivo (Frezal e Leblois,
2012). Lane (2012) e Gershoni et al., (2012) sugeriram uma razdo para o desempenho
do DNA Barcode baseado no COI, propondo que 0s genes mitocondriais sao agentes

intensos do processo de evolutivo de especiagéo.

Evidéncias indicam que a evolu¢do do genoma mitocondrial esta sujeita a acéo
de forgas como selecéo e efeito carona - ao contrario de ser inicialmente dirigida pela
deriva genética e com taxa evolutiva constante, como se pensava - de forma que ela ndo
seria, a0 menos a principio, um marcador estritamente neutro (Ballard e Whitlock,
2004).

A utilizacdo do DNA Barcode para peixes ornamentais agiliza o processo de

identificacdo de espécies, diminuindo os riscos de erros causados pela taxonomia
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baseada apenas em caracteristicas morfoldgicas. Pesquisadores utilizaram essa
ferramenta para identificagdo de espécies de peixes ornamentais e afirmam que formar
um banco de dados com informacgfes genéticas de peixes ornamentais auxiliard a
fiscalizacdo de oOrgdos publicos ou privados sobre a identificacdo de espécies no

comeércio de aquarismo (Steinke et al., 2009b).

O rapido acesso as informacGes da biodiversidade é fundamental. O aumento
dos riscos de extingdo de espécies, pela exploracdo descontrolada dos recursos naturais,
gera a necessidade de dados corretos para agir com a agdo adequada. A biblioteca de
DNA Barcode fornecera dados confiaveis para a identificacao de espécies, novos planos
para gerenciar as praticas comerciais e meios independentes para testar sistemas
taxondmicos usuais. Quanto mais completo for o banco de dados referéncia de
sequéncias do DNA Barcode, mais eficiente e (til este sera e consolidara tal método
como um sistema global de identificacdo, ndo apenas de peixes ornamentais como

também de toda a biodiversidade
Conclusoes

Este trabalho confirma a adequacdo da metodologia do DNA Barcode em
discriminar e identificar sem equivoco os peixes ornamentais estudados. Os perfis de
divergéncia do COIl combinaram-se com coeréncia as espécies reconhecidas pelas

caracteristicas morfologicas.
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Apéndice

Classificagdo, dados de coleta, codigos no BOLD e BIN dos 298 individuos analisados, ordenados por espécies.

ID Classe Ordem Familia Espécie Nome Popular Local de Coleta/ Obtencdo  Data da coleta BOLD ID BIN
BLGEV141 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV091-15 BOLD:AAD6407
BLGEV129 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV079-15 BOLD:AAD6407
BLGEV105 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV070-15 BOLD:AAD6407
BLGEV106 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV071-15 BOLD:AAD6407
BLGEV108 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV073-15 BOLD:AAD6407
BLGEV102 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV067-15 BOLD:AAD6407
BLGEV103 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV068-15 BOLD:AAD6407
BLGEV126 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV076-15 BOLD:AAD6407
BLGEV127  Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV077-15 BOLD:AADG6407
BLGEV128 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV078-15 BOLD:AAD6407
BLGEV104 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV069-15 BOLD:AAD6407
BLGEV140 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV090-15 BOLD:AAD6407
BLGEV139 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV089-15 BOLD:AAD6407
BLGEV138 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV088-15 BOLD:AAD6407
BLGEV137  Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV087-15 BOLD:AAD6407
BLGEV136 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV086-15 BOLD:AAD6407
BLGEV135 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV085-15 BOLD:AAD6407
BLGEV134 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV084-15 BOLD:AAD6407
BLGEV133  Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV083-15 BOLD:AAD6407
BLGEV132 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV082-15 BOLD:AAD6407
BLGEV131 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acaré do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV081-15 BOLD:AAD6407
BLGEV130 Actinopterygii Perciformes Cichlidae Amatitlania nigrofasciata Acara do Congo Belo Horizonte / MG fev/15 BLGEV080-15 BOLD:AAD6407
BLGEV304 Actinopterygii Characiformes Characidae Astyanax bimaculatus Lambari Muriaé / MG out/14 BLGEV264-15 BOLD:ABZ1711




BLGEV303
BLGEV302
BLGEV301
BLGEV029
BLGEV058
BLGEV206
BLGEV207
BLGEV208
BLGEV209
BLGEV205
BLGEV054
BLGEV122
BLGEV121
BLGEV120
BLGEV119
BLGEV118
BLGEV117
BLGEV116
BLGEV115
BLGEV114
BLGEV113
BLGEV112
BLGEV111
BLGEV055
BLGEV124
BLGEV123
BLGEV125
BLGEV219
BLGEV218
BLGEV217

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Cypriniformes
Cypriniformes

Cypriniformes

Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Cobitidae
Cobitidae
Cobitidae

Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Astyanax bimaculatus
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Betta splendens
Botia lohachata
Botia lohachata

Botia lohachata

Lambari
Lambari
Lambari
Lambari
Lambari
Lambari
Lambari
Lambari
Lambari
Lambari
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Betta
Boétia Paquistanesa
Bétia Paquistanesa

Boétia Paquistanesa

Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG

out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
out/14
out/14

BLGEV263-15
BLGEV262-15
BLGEV261-15
BLGEV102-15
BLGEV036-15
BLGEV166-15
BLGEV167-15
BLGEV168-15
BLGEV169-15
BLGEV165-15
BLGEV282-15
BLGEV295-15
BLGEV294-15
BLGEV293-15
BLGEV292-15
BLGEV291-15
BLGEV290-15
BLGEV289-15
BLGEV288-15
BLGEV287-15
BLGEV286-15
BLGEV285-15
BLGEV284-15
BLGEV283-15
BLGEV297-15
BLGEV296-15
BLGEV298-15
BLGEV179-15
BLGEV178-15
BLGEV177-15

BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:ABZ1711
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAA3560
BOLD:AAK1517
BOLD:AAK1517
BOLD:AAK1517
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BLGEV216
BLGEV215
BLGEV003
BLGEV076
BLGEV078
BLGEV081
BLGEV279
BLGEV278
BLGEV277
BLGEV276
BLGEV275
BLGEV080
BLGEV193
BLGEV010
BLGEV011
BLGEV190
BLGEV191
BLGEV192
BLGEV194
BLGEV300
BLGEV028
BLGEV214
BLGEV213
BLGEV212
BLGEV211
BLGEV210
BLGEV030
BLGEV200
BLGEV057
BLGEV202

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Cypriniformes
Cypriniformes

Cypriniformes

Cobitidae
Cobitidae
Cobitidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae

Botia lohachata
Botia lohachata
Botia lohachata
Carassius auratus
Carassius auratus
Carassius auratus
Carassius auratus
Carassius auratus
Carassius auratus
Carassius auratus
Carassius auratus
Carassius auratus
Colisa lalia
Colisa lalia
Colisa lalia
Colisa lalia
Colisa lalia
Colisa lalia
Colisa lalia
Colossoma macropomum
Colossoma macropomum
Colossoma macropomum
Colossoma macropomum
Colossoma macropomum
Colossoma macropomum
Colossoma macropomum
Colossoma macropomum
Ctenopharyngodon idella
Ctenopharyngodon idella
Ctenopharyngodon idella

Bétia Paquistanesa
Bétia Paquistanesa

Bétia Paquistanesa

Kinguio
Kinguio
Kinguio
Kinguio
Kinguio
Kinguio
Kinguio
Kinguio
Kinguio
Colisa Cobalto
Colisa Cobalto
Colisa Cobalto
Colisa Cobalto
Colisa Cobalto
Colisa Cobalto
Colisa Cobalto
Tambaqui
Tambaqui
Tambaqui
Tambaqui
Tambaqui
Tambaqui
Tambaqui
Tambaqui
Carpa Capim
Carpa Capim
Carpa Capim

Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG

out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15
fev/15

BLGEV176-15
BLGEV175-15
BLGEV003-15
BLGEV050-15
BLGEV052-15
BLGEV055-15
BLGEV239-15
BLGEV238-15
BLGEV237-15
BLGEV236-15
BLGEV235-15
BLGEV054-15
BLGEV153-15
BLGEV010-15
BLGEV011-15
BLGEV150-15
BLGEV151-15
BLGEV152-15
BLGEV154-15
BLGEV260-15
BLGEV101-15
BLGEV174-15
BLGEV173-15
BLGEV172-15
BLGEV171-15
BLGEV170-15
BLGEV022-15
BLGEV160-15
BLGEV035-15
BLGEV162-15

BOLD:AAK1517
BOLD:AAK1517
BOLD:AAK1517
BOLD:AAA7176
BOLD:AAA7176
BOLD:AAA7176
BOLD:AAA7176
BOLD:AAA7176
BOLD:AAA7176
BOLD:AAA7176
BOLD:AAA7176
BOLD:AAA7176
BOLD:AAY7699
BOLD:AAY7699
BOLD:AAY7699
BOLD:AAY7699
BOLD:AAY7699
BOLD:AAY7699
BOLD:AAY7699
BOLD:AAR9990
BOLD:AAR9990
BOLD:AAR9990
BOLD:AAR9990
BOLD:AAR9990
BOLD:AAR9990
BOLD:AAR9990
BOLD:AAR9990
BOLD:ACL1923
BOLD:ACL1923
BOLD:ACL1923
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BLGEV070
BLGEV204
BLGEV203
BLGEV201
BLGEV064
BLGEV056
BLGEV046
BLGEV045
BLGEV065
BLGEV073
BLGEV083
BLGEV087
BLGEV071
BLGEV072
BLGEV079
BLGEV086
BLGEV091
BLGEV089
BLGEV044
BLGEV043
BLGEV263
BLGEV262
BLGEV261
BLGEV260
BLGEV259
BLGEV258
BLGEV257
BLGEV256
BLGEV255
BLGEV264

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes

Cypriniformes

Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae

Ctenopharyngodon idella
Ctenopharyngodon idella
Ctenopharyngodon idella
Ctenopharyngodon idella
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio

Cyprinus carpio

Carpa Capim
Carpa Capim
Carpa Capim
Carpa Capim
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum
Carpa Comum

Carpa Comum

Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG

fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14

BLGEV045-15
BLGEV164-15
BLGEV163-15
BLGEV161-15
BLGEV040-15
BLGEV034-15
BLGEV030-15
BLGEV029-15
BLGEV115-15
BLGEV116-15
BLGEV117-15
BLGEV118-15
BLGEV046-15
BLGEV047-15
BLGEV053-15
BLGEV059-15
BLGEV120-15
BLGEV119-15
BLGEV028-15
BLGEV027-15
BLGEV223-15
BLGEV222-15
BLGEV221-15
BLGEV220-15
BLGEV219-15
BLGEV218-15
BLGEV217-15
BLGEV216-15
BLGEV215-15
BLGEV224-15

BOLD:ACL1923
BOLD:ACL1923
BOLD:ACL1923
BOLD:ACL1923
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAAT7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAAT7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAAT7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAAT7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAAT7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAAT7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAAT7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAAT7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
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BLGEV068
BLGEV066
BLGEV005
BLGEV285
BLGEV109
BLGEV110
BLGEV286
BLGEV287
BLGEV288
BLGEV289
BLGEV290
BLGEV291
BLGEV292
BLGEV293
BLGEV294
BLGEV009
BLGEV008
BLGEV007
BLGEV006
BLGEV107
BLGEV004
BLGEV002
BLGEV225
BLGEV226
BLGEV227
BLGEV228
BLGEV229
BLGEV052
BLGEV053
BLGEV090

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes

Cypriniformes

Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae

Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Danio rerio
Epalzeorhynchos bicolor
Epalzeorhynchos bicolor
Epalzeorhynchos bicolor
Epalzeorhynchos bicolor
Epalzeorhynchos bicolor
Epalzeorhynchos frenatus
Epalzeorhynchos frenatus

Epalzeorhynchos frenatus

Carpa Comum
Carpa Comum
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Paulistinha
Label Bicolor
Label Bicolor
Label Bicolor
Label Bicolor
Label Bicolor
Label Frenatus
Label Frenatus

Label Frenatus

Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG

out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15

BLGEV043-15
BLGEV041-15
BLGEV005-15
BLGEV245-15
BLGEV074-15
BLGEV075-15
BLGEV246-15
BLGEV247-15
BLGEV248-15
BLGEV249-15
BLGEV250-15
BLGEV251-15
BLGEV252-15
BLGEV253-15
BLGEV254-15
BLGEV009-15
BLGEV008-15
BLGEV007-15
BLGEV006-15
BLGEV072-15
BLGEV004-15
BLGEV002-15
BLGEV185-15
BLGEV186-15
BLGEV187-15
BLGEV188-15
BLGEV189-15
BLGEV112-15
BLGEV113-15
BLGEV061-15

BOLD:AAA7175
BOLD:AAA7175
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AAE3739
BOLD:AALO0596
BOLD:AALO0596
BOLD:AAL0596
BOLD:AALO0596
BOLD:AAL0596
BOLD:AAV6502
BOLD:AAV6502
BOLD:AAV6502
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BLGEV088
BLGEV085
BLGEV084
BLGEV082
BLGEV069
BLGEV067
BLGEV270
BLGEV273
BLGEV272
BLGEV271
BLGEV274
BLGEV252
BLGEV251
BLGEV250
BLGEV242
BLGEV243
BLGEV244
BLGEV240
BLGEV241
BLGEV254
BLGEV253
BLGEV149
BLGEV150
BLGEV148
BLGEV147
BLGEV151
BLGEV236
BLGEV239
BLGEV238
BLGEV237

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes

Siluriformes

Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Characidae
Loricariidae
Loricariidae
Loricariidae
Loricariidae
Loricariidae
Loricariidae
Loricariidae
Loricariidae

Loricariidae

Epalzeorhynchos frenatus
Epalzeorhynchos frenatus
Epalzeorhynchos frenatus
Epalzeorhynchos frenatus
Epalzeorhynchos frenatus
Epalzeorhynchos frenatus
Gymnocorymbus ternetzi
Gymnocorymbus ternetzi
Gymnocorymbus ternetzi
Gymnocorymbus ternetzi
Gymnocorymbus ternetzi
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon eques
Hypostomus plecostomus
Hypostomus plecostomus
Hypostomus plecostomus
Hypostomus plecostomus
Hypostomus plecostomus
Hypostomus tapijara
Hypostomus tapijara
Hypostomus tapijara

Hypostomus tapijara

Label Frenatus
Label Frenatus
Label Frenatus
Label Frenatus
Label Frenatus
Label Frenatus
Tetra Preto
Tetra Preto
Tetra Preto
Tetra Preto
Tetra Preto
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Acari Pedral
Acari Pedral
Acari Pedral
Acari Pedral
Acari Pedral
Cascudo Abacaxi
Cascudo Abacaxi
Cascudo Abacaxi

Cascudo Abacaxi

Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG

fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
nov/14
dez/14
jan/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15

BLGEV060-15
BLGEV058-15
BLGEV057-15
BLGEV056-15
BLGEV044-15
BLGEV042-15
BLGEV230-15
BLGEV233-15
BLGEV232-15
BLGEV231-15
BLGEV234-15
BLGEV212-15
BLGEV211-15
BLGEV210-15
BLGEV202-15
BLGEV203-15
BLGEV204-15
BLGEV200-15
BLGEV201-15
BLGEV214-15
BLGEV213-15
BLGEV273-15
BLGEV274-15
BLGEV272-15
BLGEV271-15
BLGEV275-15
BLGEV196-15
BLGEV199-15
BLGEV198-15
BLGEV197-15

BOLD:AAV6502
BOLD:AAV6502
BOLD:AAV6502
BOLD:AAV6502
BOLD:AAV6502
BOLD:AAV6502
BOLD:AAE3728
BOLD:AAE3728
BOLD:AAE3728
BOLD:AAE3728
BOLD:AAE3728
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:AAC1024
BOLD:ACK1995
BOLD:ACK1995
BOLD:ACK1995
BOLD:ACK1995
BOLD:ACK1995
BOLD:ACY3814
BOLD:ACY3814
BOLD:ACY3814
BOLD:ACY3814
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BLGEV235
BLGEV154
BLGEV155
BLGEV156
BLGEV158
BLGEV157
BLGEV159
BLGEV160
BLGEV152
BLGEV153
BLGEV145
BLGEV143
BLGEV142
BLGEV146
BLGEV144
BLGEV245
BLGEV248
BLGEV249
BLGEV246
BLGEV247
BLGEV281
BLGEV282
BLGEV284
BLGEV283
BLGEV280
BLGEV269
BLGEV265
BLGEV266
BLGEV267
BLGEV268

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes

Perciformes

Loricariidae
Ictaluridae
Ictaluridae
Ictaluridae
Ictaluridae
Ictaluridae
Ictaluridae
Ictaluridae
Ictaluridae
Ictaluridae

Pseudopimelodidae
Pseudopimelodidae
Pseudopimelodidae
Pseudopimelodidae
Pseudopimelodidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae

Hypostomus tapijara
Ictalurus punctatus
Ictalurus punctatus
Ictalurus punctatus
Ictalurus punctatus
Ictalurus punctatus
Ictalurus punctatus
Ictalurus punctatus
Ictalurus punctatus
Ictalurus punctatus

Lophiosilurus alexandri
Lophiosilurus alexandri
Lophiosilurus alexandri
Lophiosilurus alexandri
Lophiosilurus alexandri

Metynnis maculatus
Metynnis maculatus
Metynnis maculatus
Metynnis maculatus
Metynnis maculatus

Microgeophagus altispinosus
Microgeophagus altispinosus
Microgeophagus altispinosus
Microgeophagus altispinosus
Microgeophagus altispinosus
Microgeophagus ramirezi
Microgeophagus ramirezi
Microgeophagus ramirezi
Microgeophagus ramirezi

Microgeophagus ramirezi

Cascudo Abacaxi
Cat Fish
Cat Fish
Cat Fish
Cat Fish
Cat Fish
Cat Fish
Cat Fish
Cat Fish
Cat Fish
Pacama
Pacama
Pacama
Pacama
Pacama

Pacu Prata
Pacu Prata
Pacu Prata
Pacu Prata
Pacu Prata

Microgeophagus

Microgeophagus

Microgeophagus

Microgeophagus

Microgeophagus
Ramirezi
Ramirezi
Ramirezi
Ramirezi

Ramirezi

Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG

fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15

BLGEV195-15
BLGEV094-15
BLGEV095-15
BLGEV096-15
BLGEV098-15
BLGEV097-15
BLGEV099-15
BLGEV100-15
BLGEV092-15
BLGEV093-15
BLGEV269-15
BLGEV267-15
BLGEV266-15
BLGEV270-15
BLGEV268-15
BLGEV205-15
BLGEV208-15
BLGEV209-15
BLGEV206-15
BLGEV207-15
BLGEV241-15
BLGEV242-15
BLGEV244-15
BLGEV243-15
BLGEV240-15
BLGEV229-15
BLGEV225-15
BLGEV226-15
BLGEV227-15
BLGEV228-15

BOLD:ACY3814
BOLD:AAA6831
BOLD:AAA6831
BOLD:AAA6831
BOLD:AAA6831
BOLD:AAA6831
BOLD:AAA6831
BOLD:AAA6831
BOLD:AAA6831
BOLD:AAA6831
BOLD:AAE4855
BOLD:AAEA4855
BOLD:AAE4855
BOLD:AAEA4855
BOLD:AAE4855
BOLD:AAE7443
BOLD:AAE7443
BOLD:AAE7443
BOLD:AAE7443
BOLD:AAE7443
BOLD:AAX3907
BOLD:AAX3907
BOLD:AAX3907
BOLD:AAX3907
BOLD:AAX3907
BOLD:AAD0746
BOLD:AAD0746
BOLD:AAD0746
BOLD:AAD0746
BOLD:AAD0746
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BLGEV308
BLGEV307
BLGEV306
BLGEV063
BLGEV310
BLGEV309
BLGEV075
BLGEV092
BLGEV096
BLGEV095
BLGEV094
BLGEV093
BLGEV074
BLGEV023
BLGEV027
BLGEV026
BLGEV025
BLGEV024
BLGEV022
BLGEV021
BLGEV020
BLGEV019
BLGEV018
BLGEV184
BLGEV181
BLGEV180
BLGEV182
BLGEV183
BLGEV197
BLGEV196

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes

Perciformes

Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes

Perciformes

Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Siluriformes

Siluriformes

Cobitidae
Cobitidae
Cobitidae
Cobitidae
Cobitidae
Cobitidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Cichlidae
Loricariidae

Loricariidae

Misgurnus anguillicaudatus
Misgurnus anguillicaudatus
Misgurnus anguillicaudatus
Misgurnus anguillicaudatus
Misgurnus anguillicaudatus
Misgurnus anguillicaudatus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Poecilia latipinna
Poecilia latipinna
Poecilia latipinna
Poecilia latipinna
Poecilia latipinna
Poecilia latipinna
Poecilia latipinna
Poecilia latipinna
Poecilia latipinna

Poecilia latipinna

Pterophyllum scalare
Pterophyllum scalare
Pterophyllum scalare
Pterophyllum scalare
Pterophyllum scalare
Pterygoplichthys disjunctivus
Pterygoplichthys disjunctivus

Dojo
Doj6
Dojo
Doj6
Dojo
Doj6
Tilapia do Nilo
Tilapia do Nilo
Tilapia do Nilo
Tilapia do Nilo
Tilapia do Nilo
Tilapia do Nilo
Tilapia do Nilo
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Molinesia Latipina
Acaré Bandeira
Acaré Bandeira
Acaré Bandeira
Acaré Bandeira
Acaré Bandeira
Cascudinho

Cascudinho

Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG

out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15

BLGEV278-15
BLGEV277-15
BLGEV276-15
BLGEV281-15
BLGEV280-15
BLGEV279-15
BLGEV049-15
BLGEV062-15
BLGEV066-15
BLGEV065-15
BLGEV064-15
BLGEV063-15
BLGEV048-15
BLGEV017-15
BLGEV021-15
BLGEV020-15
BLGEV019-15
BLGEV018-15
BLGEV016-15
BLGEV015-15
BLGEV014-15
BLGEV013-15
BLGEV012-15
BLGEV144-15
BLGEV141-15
BLGEV140-15
BLGEV142-15
BLGEV143-15
BLGEV157-15
BLGEV156-15

BOLD:AAA5527
BOLD:AAA5528
BOLD:AAA5529
BOLD:AAA5530
BOLD:AAA5531
BOLD:AAA5532
BOLD:AAA6536
BOLD:AAA6537
BOLD:AAA6537
BOLD:AAA6537
BOLD:AAA6537
BOLD:AAA6537
BOLD:AAA6537
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:AAD1756
BOLD:ABX4647
BOLD:ABX4647
BOLD:ABX4647
BOLD:ABX4647
BOLD:ABX4647
BOLD:ACK1995
BOLD:ACK1995
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BLGEV199
BLGEV195
BLGEV198
BLGEV077
BLGEV164
BLGEV163
BLGEV305
BLGEV162
BLGEV161
BLGEV178
BLGEV177
BLGEV176
BLGEV175
BLGEV179
BLGEV222
BLGEV223
BLGEV224
BLGEV220
BLGEV221
BLGEV185
BLGEV295
BLGEV189
BLGEV296
BLGEV001
BLGEV297
BLGEV298
BLGEV188
BLGEV187
BLGEV186
BLGEV299

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Characiformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes
Cypriniformes

Cypriniformes

Loricariidae
Loricariidae
Loricariidae
Loricariidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Serrasalmidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae
Cyprinidae

Pterygoplichthys disjunctivus
Pterygoplichthys disjunctivus
Pterygoplichthys disjunctivus
Pterygoplichthys disjunctivus
Puntius nigrofasciatus
Puntius nigrofasciatus
Puntius nigrofasciatus
Puntius nigrofasciatus
Puntius nigrofasciatus
Puntius tetrazona
Puntius tetrazona
Puntius tetrazona
Puntius tetrazona
Puntius tetrazona
Pygopristis denticulata
Pygopristis denticulata
Pygopristis denticulata
Pygopristis denticulata
Pygopristis denticulata
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes
Tanichthys albonubes

Tanichthys albonubes

Cascudinho
Cascudinho
Cascudinho
Cascudinho
Rubi Preto
Rubi Preto
Rubi Preto
Rubi Preto
Rubi Preto
Sumatra
Sumatra
Sumatra
Sumatra
Sumatra
Piranha Marapa
Piranha Marapa
Piranha Marapa
Piranha Marapa
Piranha Marapa
Tanictis
Tanictis
Tanictis
Tanictis
Tanictis
Tanictis
Tanictis
Tanictis
Tanictis
Tanictis

Tanictis

Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG

fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14

BLGEV159-15
BLGEV155-15
BLGEV158-15
BLGEV051-15
BLGEV124-15
BLGEV123-15
BLGEV265-15
BLGEV122-15
BLGEV121-15
BLGEV138-15
BLGEV137-15
BLGEV136-15
BLGEV135-15
BLGEV139-15
BLGEV182-15
BLGEV183-15
BLGEV184-15
BLGEV180-15
BLGEV181-15
BLGEV145-15
BLGEV255-15
BLGEV149-15
BLGEV256-15
BLGEV001-15
BLGEV257-15
BLGEV258-15
BLGEV148-15
BLGEV147-15
BLGEV146-15
BLGEV259-15

BOLD:ACK1995
BOLD:ACK1995
BOLD:ACK1995
BOLD:ACK1995
BOLD:AAU2014
BOLD:AAU2014
BOLD:AAU2014
BOLD:AAU2014
BOLD:AAU2014
BOLD:AAD9761
BOLD:AAD9761
BOLD:AAD9761
BOLD:AAD9761
BOLD:AAD9761
BOLD:AAC1084
BOLD:AAC1084
BOLD:AAC1084
BOLD:AAC1084
BOLD:AAC1084
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
BOLD:AAV7040
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BLGEV171
BLGEV170
BLGEV172
BLGEV173
BLGEV174
BLGEV233
BLGEV231
BLGEV230
BLGEV234
BLGEV232
BLGEV169
BLGEV168
BLGEV167
BLGEV165
BLGEV166
BLGEV048
BLGEV042
BLGEV051
BLGEV036
BLGEV061
BLGEV038
BLGEV060
BLGEV039
BLGEV050
BLGEV049
BLGEV040
BLGEV062
BLGEV031
BLGEV032
BLGEV033

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Perciformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes

Cyprinodontiformes

Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Osphronemidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae

Poeciliidae

Trichogaster leerii
Trichogaster leerii
Trichogaster leerii
Trichogaster leerii
Trichogaster leerii
Trichogaster lalius
Trichogaster lalius
Trichogaster lalius
Trichogaster lalius
Trichogaster lalius
Trichogaster trichopterus
Trichogaster trichopterus
Trichogaster trichopterus
Trichogaster trichopterus
Trichogaster trichopterus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus maculatus

Xiphophorus variatus

Léri
Léri
Léri
Léri
Léri
Colisa
Colisa
Colisa
Colisa
Colisa
Trichogaster Azul
Trichogaster Azul
Trichogaster Azul
Trichogaster Azul
Trichogaster Azul
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy
Platy

Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG

out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14
out/14

BLGEV131-15
BLGEV130-15
BLGEV132-15
BLGEV133-15
BLGEV134-15
BLGEV193-15
BLGEV191-15
BLGEV190-15
BLGEV194-15
BLGEV192-15
BLGEV129-15
BLGEV128-15
BLGEV127-15
BLGEV125-15
BLGEV126-15
BLGEV031-15
BLGEV110-15
BLGEV111-15
BLGEV025-15
BLGEV114-15
BLGEV107-15
BLGEV038-15
BLGEV108-15
BLGEV033-15
BLGEV032-15
BLGEV109-15
BLGEV039-15
BLGEV103-15
BLGEV104-15
BLGEV023-15

BOLD:AAJB448
BOLD:AAJ8448
BOLD:AAJB448
BOLD:AAJ8448
BOLD:AAJB448
BOLD:ACY4492
BOLD:ACY4493
BOLD:ACY4494
BOLD:ACY4495
BOLD:ACY4496
BOLD:ACJ2507
BOLD:ACJ2508
BOLD:ACJ2509
BOLD:ACJ2510
BOLD:ACJ2511
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7239
BOLD:AAB7240
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BLGEV035
BLGEV041
BLGEV059
BLGEV034
BLGEV037

Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii
Actinopterygii

Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes
Cyprinodontiformes

Cyprinodontiformes

Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae
Poeciliidae

Poeciliidae

Xiphophorus variatus
Xiphophorus variatus
Xiphophorus variatus
Xiphophorus variatus

Xiphophorus variatus

Platy
Platy
Platy
Platy
Platy

Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG
Muriaé / MG

out/14
out/14
out/14
out/14
out/14

BLGEV024-15
BLGEV026-15
BLGEV037-15
BLGEV105-15
BLGEV106-15

BOLD:AAB7240
BOLD:AAB7240
BOLD:AAB7240
BOLD:AAB7240
BOLD:AAB7240
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apoia a adequacdo da abordagem do DNA Barcode em discriminar e
identificar sem ambiguidade espécies de peixes ornamentais. Os padrbes de divergéncia
do COI combinaram-se com consisténcia as espécies reconhecidas pelas caracteristicas
morfologicas. Para os propdsitos do consortium for the Barcode of Life, quanto mais
completa for a biblioteca referéncia de sequéncias de DNA Barcode, mais eficiente e
uatil ela serd. Assim, este tipo de contribuicdo é importante para consolidar o DNA

Barcode como uma ferramenta global de identificagdo da biodiversidade.
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