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1. INTRODUÇÃO:

No grupo dos peixes (Classe Pisces), são registradas mais de 32.000 descrições científicas 

de espécies válidas das quais cerca de 13.000 ocorrem em ambientes de água doce (NELSON et al.  

2016). A região neotropical abrange a ictiofauna mais diversificada, com estimativas superiores a 

7.000 espécies (ALBERT & REIS 2011), onde 2.416 são descritas para a bacia amazônica e 2.072 

restritas a esta região (LEVEQUÊ et al. 2008). Este elevado número de espécies não reflete somente 

a grande diversidade que existe, mas também um constante e expressivo aumento do conhecimento 

sobre a ictiofauna (BUCKUP et al. 2007).

A identificação de espécies biológicas é o conhecimento mais básico para o entendimento e 

proteção  da  biodiversidade,  levando  em  consideração  os  apelos  do  planeta  para  a  proteção  e 

conservação da biodiversidade. Considera-se que a tendência de aumento do reconhecimento sobre 

novas espécies de peixes deverá continuar no futuro próximo e que, a grande maioria das espécies 

novas a serem descobertas serão de peixes de pequeno porte que vivem fora das áreas centrais da 

calha de grandes rios e lagos (CASTRO 1999; BUCKUP et al. 2007).

A identificação de espécies biológicas comumente ocorre através da análise de caracteres 

morfológicos  diagnósticos,  onde  os  grupos  taxonômicos  são  formados  de  acordo  com  o 

compartilhamento de caracteres. Apesar de direcionar a classificação dos organismos há bastante 

tempo, a identificação morfológica tradicional pode apresentar limitações, o que demanda de outras 

alternativas  em  adição  que  busquem  facilitar  e  acelerar  o  processo  de  reconhecimento  e 

classificação  taxonômica  de  espécies  biológicas  (HEBERT et  al.  2003a;  TAUTZ  et  al.  2003; 

DAYRAT 2005; PADIAL et al. 2010; RIEDEL et al. 2013).

Abordagens que fazem uso de outras metodologias de identificação associadas à taxonomia 

tradicional  podem ser úteis para solucionar a crise taxonômica atual e dar um novo impulso aos 

estudos sobre biodiversidade (TAUTZ et al. 2003; DAYRAT 2005; PIRES & MARINONI 2010). 

Entre as alternativas propostas, a metodologia de DNA barcoding (HEBERT et al. 2003a,b) tem 



sido bem sucedida na identificação e delimitação de novas espécies de vários grupos de animais 

(HEBERT  et  al.  2003a,b, 2004;  BLAXTER  2004;  CLARE  et  al. 2007;  KERR  et  al. 2007; 

BORISENKO et al. 2008; KERR et al. 2009; HEBERT et al. 2009), inclusive de peixes (GOMES et 

al. 2015; HENRIQUES et al. 2015; PUGEDO et al. 2016).

No presente estudo utilizaremos a metodologia de DNA barcoding para avaliar a diversidade 

taxonômica das assembleias de peixes de igarapés em áreas atingidas pela expansão da agricultura 

de  larga  escala  na  região  oeste  paraense.  Essa  região  representa  uma  fronteira  agrícola  em 

consolidação  sobre  o  bioma Amazônia,  que  por  consequência  altera  a  paisagem florestal  e  os 

sistemas  hidrológicos  de  igarapés,  além  disso,  o  uso  intensivo  de  agroquímicos  (herbicidas, 

fertilizantes, etc…) podem atingir os corpos d’água e promover risco à saúde da biota aquática.

2. JUSTIFICATIVA (até 2.000 caracteres)

 Inúmeros  obstáculos  têm  dificultado  o  avanço  no  conhecimento  da  biodiversidade 

brasileira, especialmente a carência de especialistas taxonomistas, a insuficiência de infraestrutura 

para  amostragens,  a  necessidade  de  revisão  taxonômica  para  vários  grupos,  a  dificuldade  de 

identificação de muitas espécies, o grande número de formas ainda não descritas e de locais nunca 

inventariados (AGOSTINHO et al. 2005).

Os igarapés da região do baixo rio Tapajós são pouco estudados e considerados ambientes 

vulneráveis  à  ações  antrópicas,  que  representam ameaças  para  a  sua biodiversidade e  estrutura 

ecossistêmica. Processos de modificação da paisagem natural decorrentes de expansão de áreas de 

agricultura, além de grandes projetos de infraestrutura, como a pavimentação de rodovias, abertura 

de estradas e usinas hidrelétricas, têm causado impactos sobre as populações de peixes. Segundo 

MENDONÇA et al.  (2005), a composição das comunidades ícticas é afetada por processos que 

modificam as estruturas dos ambientes aquáticos.  A diminuição da riqueza de espécies nativas, 

introdução  de  espécies  exóticas  e  a  perda  de  diversidade  genética  são  processos  associados  à 

degradação ambiental em igarapés. A estimativa correta da biodiversidade de peixes em ambientes 

altamente impactados ou susceptíveis a degradação devido a efeitos antropogênicos como igarapés 

é importante para conservação adequada da ictiofauna megadiversa encontrada nesses lugares.

3. RESUMO DO PLANO DE TRABALHO (até 2.000 caracteres) 

Grande parte da ictiofauna amazônica é constituída por peixes de pequeno porte (< 15cm), 

principalmente  das  ordens  Characiformes,  Siluriformes,  Gymnotiformes  e  Cichliformes,  cujas 

identidade taxonômica e relações filogenéticas ainda permanecem pobremente conhecidas.  Esse 

http://link.springer.com/article/10.1007/s10709-015-9856-z/fulltext.html#CR1


componente ictiofaunístico ocorre e muitas vezes está restrito aos sistemas aquáticos de igarapés. 

No presente estudo, iremos investigar a diversidade taxonômica de peixes de igarapés do planalto 

Santareno, na região oeste paraense utilizando-se de métodos morfológicos e genético/moleculares 

de modo integrado, visando-se a caracterização da fauna íctica tanto em ambientes antropizados 

como  ambientes  preservados.  Espera-se  contribuir  para  o  avanço  do  conhecimento  sobre  a 

biodiversidade aquática da Amazônia e para a preservação/recuperação de ecossistemas aquáticos.

 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivos gerais

Contribuir para o conhecimento sobre a biodiversidade amazônica no estudo da ictiofauna 

de igarapés da região oeste paraense impactada por expansão da agricultura de larga escala.

4.2. Objetivos específicos

1. Identificar os diferentes grupos/espécies de peixes de igarapés da região oeste paraense;

2. Analisar a possível presença de diversidade críptica intraespecífica com base no DNA bar-

coding;

3. Avaliar possíveis impactos da modificação ambiental associada a expansão agrícola sobre 

a diversidade genética de peixes de igarapés.

5. MATERIAL E MÉTODO (METODOLOGIA)

Amostragem

Os  peixes  serão  coletados  em  igarapés  antropizados  em  áreas  próximas  de  campos  de 

agricultura de soja. Amostras adicionais serão obtidas em igarapés preservados em áreas da Unidade 

de Conservação Flona Tapajós para servir como sítios de referencia (área controle). De cada espécie 

ou  morfoespécie  serão  obtidas  amostras  de  tecidos  de  até  4  indivíduos/localidade  para  estudo 

molecular. Será escolhida uma espécie de alta abundancia para servir como organismo bioindicador 

para análise da diversidade genética entre a área agrícola e área controle, nesse caso em particular 

utilizaremos 30 indivíduos por espécie. Após a coleta, os peixes serão direcionados ao Laboratório 

de Genética e  Biodiversidade (LGBIO) da Universidade Federal  do Oeste  do Pará,  onde serão 

inicialmente fixados em formol 10% e enviados para a Coleção Ictiológica da UFOPA/ICTA para 

tombamento e estudos morfológicos.



Procedimentos laboratoriais

O DNA genômico de cada espécime será extraído utilizando-se do protocolo de extração 

“Salting  out”,  adaptado  (SUNNUCKS  et  al.  1996;  ALJANABI  &  MARTINEZ  1997)  ou 

alternativamente com o kit  comercial  Wizard Genomic DNA (Promega).  As extrações positivas 

serão visualizadas em gel de agarose 1% corado com gelRed (Biotium).

O fragmento da região 5’ do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase I (DNA barcoding) será 

isolado  por  Reação  em  Cadeia  da  Polimerase  (PCR)  utilizando-se  os  primers  Fish  F1  -  5’-

TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’  e  Fish  R1  -  5’-TAGACTTCTG 

GGTGGCCAAAGAATCA-3’, (WARD et al. 2005). 

Os produtos positivos da PCR serão purificados por centrifugação em coluna usando-se o kit 

E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit  (Omega Bio-tek) de acordo com as instruções do fabricante.  Para a 

reação  de  sequenciamento  será  usado  o  kit  ABI  PRISM®  Big  Dye™  Terminator  V.3  Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems). As reações ocorrerão em placa de 96 poços com volume final de 

10 µL em cada poço, contendo 5,0 µL de H2O, 1,5 µL de Buffer 5x, 0,5 µL de primer (10 µM), 1,0 

µL de solução Big Dye e 2,0 µL de produto de PCR purificado. O programa de ciclagem utilizado 

no termociclador será: Passo 1) desnaturação inicial a 96°C por 1 minuto, Passo 2) desnaturação por 

96°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos, extensão a 60°C por 4 minutos, repete-

se o passo 2 por 35 ciclos.

Após a reação de sequenciamento, as amostras serão precipitadas pelo método Etanol/EDTA. 

Depois  de  secas,  a  placas  serão  guardadas  envoltas  em  papel  alumínio  em  freezer  a  -20°C. 

Momentos antes da eletroforese de sequenciamento, os poços serão ressuspendidos com 10 μL de 

Formamida Hi-Di e  em seguida encaminhada para o termociclador  e  aquecida a  94ºC por três 

minutos  para  desnaturação  do  DNA.  Após  essa  etapa,  as  placas  serão  encaminhadas  para  o 

sequenciador  automático  de  DNA modelo  ABI  3500  (Applied  Biosystems™)  e  sequenciadas 

bidirecionalmente.

Análise dos dados

As sequências de DNA serão editadas para remoção das extremidades e inspeção de códons 

de parada (stop codons) prematuros utilizando-se os programas Bioedit (HALL 1999) e MEGA v6.0 

(TAMURA  et  al.  2013).  Análises  de  identificação  molecular  e  distancias  genéticas  serão 

processadas  com  as  ferramentas  disponíveis  no  BOLDSystems  (www.boldsystems.org) 

(RATNASINGHAM  &  HEBERT  2007.  A  visualização  dos  arranjos  taxonômicos  por 

espécies/grupos  será  processada  pelo  método  de  agrupamento  de  vizinhos  (Neighbor-Joining) 

usando-se MEGA 6.0 (TAMURA et al. 2013), com o modelo de distância Kimura-2-parâmetros 

http://www.boldsystems.org/


(K2P)  (KIMURA 1980).  A robustez  dos  agrupamentos  será  estimada  por  bootstrap com 1000 

replicações.
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