DAD

SOCI

BOLETIM

SAO PAULO

SETEMBRO - 2011 104

ando continuidade aos relatos sobre nossa

administragcdo da SBI gostaria de continuar com

alguns esclarecimentos sobre fatos importantes
ocorridos ainda no ano passado.

Em Julho participei, como Presidente da SBI, do Grupo de
Trabalho para Estudos de Fauna (GT Fauna), em uma
reunido de dois dias em Brasilia, junto ao Conselho Federal
de Biologia (CFBio), quando discutimos exaustivamente a
proposta de criagdo, pelo CFBio, de uma Resolugao
normatizando a atuac¢ao do Bidlogo em estudos e servigos
relativos a manipulagédo de espécimes da fauna silvestre e
exotica, in situ e ex situ, incluidas no subfilo Vertebrata,
particularmente no que diz respeito ao uso de técnicas de
anestesia e eutanasia. Tal Resolucdo é de extrema
importancia para todos os Bi6logos, pois, embasados pela
mesma, poderemos atuar legalmente na coleta e sacrificio
de espécimes, o que, atualmente é feito de maneira informal
e usualmente ilegal, tendo em vista a Resolugdo 714 de
20/06/2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria,
cujo Artigo 20., paragrafo unico, diz: "E obrigatéria a
participacdo do Médico Veterinario como responsavel pela
eutanasia em todas as pesquisas que envolvam animais".
Todas as Sociedades presentes na reunido concordaram
com a importancia da criagdo dessa Resolugao, que ainda
nao foi finalizada. Entretanto, devo ja informar que sua
aprovacao devera alterar, significativamente, os
procedimentos empregados nas coletas de peixes de muitos
de nossos associados.

Nessa mesma reunido, todas as sociedades foram
terminantemente contrarias a inclusdo, nessa mesma
Resolugcdo, da necessidade, por parte de todos os
envolvidos em pesquisas com vertebrados, de obtencao
prévia de um documento de Anotagédo de Responsabilidade
Técnica (ART), emitido pelos CRBios, aos associados,

BRASILEIRA DE [®
ICTIOLOGIA

D)

SBI

ISSN 1808-1436

No Utilidade Pablica Municipal: Decreto Municipal 36.331 de 22 de agosto de 1996, Sdo Paulo
Utilidade Piblica Estadual: Decreto Estadual 42.825 de 20 de janeiro de 1998, Sdo Paulo
Utilidade Plblica Federal: Portaria Federal 373 de 12 de maio de 2000, Brasilia, D.F.

mediante um taxa a ser paga por cada ART. Os Presidentes
de todas as sociedades cientificas envolvidas em estudos de
vertebrados escreveram uma mog¢ao de repudio a inclusao
da necessidade dessas ARTs nesta Resolugdo do CFBio,
que foi encaminhada ao CFBio. Em resposta o presidente do
CFBio nao s6 nao aceitou a argumentacao oferecida como
também nos acusou de uma série de impropérios, sem
sentido.

Por outro lado, das discussbes levantadas nessa
oportunidade ficou claro a urgente necessidade de criagdo
de um Manual de Etica em Manipulagdo Animal para regular
nossas atividades com peixes, 0 que precisara e devera ser
melhor discutido em breve. Esses manuais existem para
outras associagoes, como a American Society of Ichthyology
and Herpetology ou o Canadian Council on Animal Care, e,
em ambos os casos, sdo bem mais tolerantes do que a
Resolucao que pode ser aprovada pelo CFBio.

Tratando de um assunto 'mais leve', gostaria de comunicar
a todos que estamos remodelando totalmente a pagina de
nossa Sociedade (www.sbi.bio.br), que em breve contara
com diversas facilidades, como atualizacdo de dados
cadastrais, pagamentos de anuidades e outros servigos
ainda em preparacao. Contamos com a ajuda de todos para
fazer dessa pagina um ponto de encontro para todos os
interessados em peixes! W

Claudio de Oliveira
Presidente
Sociedade Brasileira de Ictiologia
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Introducao

A identificagao inequivoca das espécies de peixes -
ovos a adultos - e seus produtos é fundamental em
diversas areas. Pode viabilizar a detecg¢ao de fraude
ou substituicdo de espécies em transagoes
comerciais (CARVALHO et al., 2008; SMITH et al.,
2008 , auxiliar na sustentabilidade e no manejo da
pesca a longo prazo (METCALF et al., 2007) e ainda,
no incremento da pesquisa em conservagao na
identificagdo de novas espécies e espécies cripticas
(HEBERT et al., 2004 a). Até o momento, uma grande
variedade de métodos genéticos vém sendo
utilizados para a identificagao de espécies de peixes
(WARD e GREWE, 1994; SMITH et al., 2008).
Entretanto, pesquisadores da Universidade de
Guelph, no Canada propuseram que um unico gene
seria suficiente para diferenciar as espécies animais,
ou pelo menos a vasta maioria delas, elegendo o
gene mitocondrial da citocromo oxidase C
subunidade | (COl) como um sistema
“bioidentificador” universal ou DNA barcode
(HEBERT et al., 2003). Na pratica, essa técnica utiliza
uma sequéncia de DNA como um codigo de barras ou
barcode, considerando que cada espécie apresenta
uma sequéncia distinta. De maneira similar ao
codigo de barras em produtos de um supermercado,
essa técnica permite distinguir espécies por meio da
analise desse pequeno fragmento de DNA.

Diversas iniciativas do Consécio internacional do
Barcode of Life (CBOL) com diferentes abordagens
em trabalhos de identificagcdo genética pela técnica
de DNA barcoding vem sendo realizadas em todo

mundo. Pesquisadores ja estao realizando a analise
de grandes grupos, como abelhas (Bee-Bol), aves
(All Birds Barcoding Initiative), mamiferos (The
Mammal BOL) e peixes (Fish-BOL). Outra abordagem
é a analises de populagoes de uma determinada area
geografica, como por exemplo o projeto Polar
Barcode of Life (PolarBOL) o qual pretende
identificar todos os organismos que vivem nos pélos
terrestres. Outro exemplo, é a analise de peixes de
uma determinada bacia, como os trabalhos que vem
sendo desenvolvidos na bacia do Rio Sao Francisco.

Quarto maior rio na América do Sul, o rio Sao
Francisco corta cinco estados brasileiros desde a
sua nascente, na Serra da Canastra em Minas Gerais,
até sua foz, na divisa dos estados de Alagoas e
Sergipe. Suabacia abrange ainda o estado de Goias e
o Distrito Federal (SATO E GODINHO, 1999). O estado
de Minas Gerais, onde se encontram importantes
afluentes como os rios das Velhas, Paracatu e
Carinhanha, fornece cerca de 70% da agua do rio
(VALE DO SAO FRANCISCO, 2010). Em toda sua
abrangéncia, a bacia esta compreendida em trés
importantes e representativos biomas brasileiros: a
Mata Atlantica, o Cerrado e a Caatinga.

Pelo menos 205 espécies de peixes de agua doce
sao encontradas no rio Sao Francisco (excluindo as
espécies diadromas — aquelas que migram entre o
mar e a agua doce) (BRITISKI et al., 1984; SATO &
GODINHO, 1999; ALVES et al.,, 2007) sendo que
dessas, 22 encontram-se ameacadas de extingdo em
nivel nacional (MMA, 2004; Rosa & Lima, 2008) ou no
estado de Minas Gerais (COPAM, 2008; VIEIRA et al.,
2008). Abacia abriga, ainda, espécies de grande porte
e de importancia comercial, como Rhinelepis aspera
(cascudo preto), Salminus franciscanus (dourado),
Conorhynchos conirostris (pira) e
Pseudoplatystoma corruscans (surubim).

Os efeitos da polui¢dao sdo sentidos ao longo de
toda bacia. No rio das Velhas, por exemplo, afluente
da margem direita que drena a regidao metropolitana
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de Belo Horizonte, episédios de mortandade de
peixes foram frequentes na ultima década (ALVES &
POMPEU, 2001). Alguns afluentes da margem
esquerda, embora situados em areas menos
povoadas, também vém experimentando crescente
pressao antropica a partir do desenvolvimento da
agricultura no cerrado. Estatisticas pesqueiras,
apesar de escassas, evidenciam que os estoques de
peixes do Sao Francisco estao em declinio
(GODINHO et al.,1997; SATO e GODINHO, 2003). O
rendimento de pescado da Colonia de Pescadores de
Pirapora, por exemplo, caiu de 11,7 kg/pescador por
dia em 1987 (GODINHO et al., 1997) para 3,1
kg/pescador por diaem 1999 (FUNDEP, 2000).

Esse quadro demonstra a importancia do
desenvolvimento de novas ferramentas que venham
a contribuir na conservacao das espécies de peixes.
Ferramentas genéticas, por exemplo, podem ser
desenvolvidas nesse sentido e utilizadas pela
comunidade cientifica para producao de
conhecimento e aplicadas em atividades de
fiscalizagao e preservagao ambiental.

DNA barcoding

Existe grande suporte para o conceito do DNA
barcode em trabalhos com invertebrados (HEBERT
et al.,, 2004), passaros (HOGG e HEBERT, 2004),
peixes (WARD et al., 2005; HUBERT et al., 2008;
VALDEZ-MORENO et al., 2009), entre outros.
Entretanto, ainda ha controvérsias na efetividade
desse sistema de identificagao genética (e.g.
LIPSCOMB et al., 2003; MORITZ e CICERO, 2004).
Para o efetivo funcionamento do DNA Barcode, as
sequéncias de DNA dentro de uma mesma espécie
precisam apresentar maior similaridade do que entre
espécies. Estudos recentes demonstram que essa é
a situagao mais comum, mas que existem excegoes
(HURST e JIGGIS, 2005), principalmente no caso de
espécies “jovens” (PROSDOCIME et al., 2010). Outro
problema é a hibridizagao entre espécies, pois uma
vez que o mtDNA é de heranga materna, qualquer
hibrido ou subsequente geragao apresentara apenas
o DNA materno, o que pode gerar duvidas
taxonémicas.

A eficiéncia desse método depende inteiramente
do grau de divergéncia das sequéncias de DNA entre
espécies. Aidentificagdo de espécies é relativamente
facil quando a distancia genética média entre
individuos de uma mesma espécie ndao excede a
distancia genética média entre espécies irmas.

A primeira etapa para o desenvolvimento do DNA
Barcode envolve coleta das espécies, geo-
referenciamento do local de coleta, identificagao
taxonomica por especialista, depésito em museu,
fotografia e coleta de tecido de cada espécime para
analises moleculares. De cinco a dez exemplares de
cada espécie devem ter o DNA do gene COI (650
pares de base) sequenciado para avaliagao da
variagao inter e intra-especifica. Apés a obtengao
das sequéncias de DNA do gene COIl, os dados
obtidos (sequéncias de DNA, fotos, local de coleta,
nimero de déposito em museu, etc.) sao
depositados em um banco de dados especifico, o

N SOCIEDADE

BOLD (Barcode of Life Database - RATNASINGHAM e
HEBERT, 2007). Assim, cria-se uma biblioteca com
sequéncias do gene COIl - ou DNA Barcode - para
cada espécime, que apos sua publicagdo, fica
disponivel para consulta (www.boldsystems.org).

O DNA Barcode ja foi desenvolvido para peixes do
Canada (190 espécies - HUBERT et al., 2008), México
(61 espécies - VALDEZ-MORENO et al., 2009) e
Australia (204 espécies WARD et al., 2005), Cuba e
Brasil . Os resultados demonstram que a distancia
genética média entre congéneres € normalmente
maior que entre individuos de uma mesma espécie.
Ha, entretanto, algumas excegdes, como no caso do
estudo canadense, em que houve compartilhamento
de polimorfismos entre 15 espécies irmas (8% dos
casos).

Um exemplo pratico da aplicabilidade do DNA
Barcode foi sua implementagao na identificagao de
peixes e seus produtos para certificacao e detecgao
de fraudes pelo 6rgao norte americano FDA (Food
and Drugs Administration) (YANCY et al., 2007;
RASMUSSEN e MORRISSEY 2008; , apds a obtencao
do DNA Barcode para a maioria da espécies de
peixes comercializadas nos EUA.

DNA Barcode dos peixes do Sao

Francisco

Com o objetivo de desenvolver uma nova ferramenta
genética para os peixes do rio Sao Francisco, foi
estabelecida uma rede de cooperagao sediada na
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com a
colaboragao do Instituto Estadual de Florestas (IEF),
Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Universidade Estadual Paulista (UNESP) e da
Universidade de Guelph (Canadd). Desenvolveu-se
um banco de dados com as sequéncias do gene COI
para checar se a técnica de identificagao genética
(DNA Barcode) seria eficaz para identificar os peixes
da bacia do rio Sao Francisco. Os resultados desse
trabalho estao sendo depositados no DNA Barcode
of Life Database- BOLD (http://www.boldsystems.org
- Figura 1) e estao disponibilizados, em parte, para
consulta publica.

Os resultados obtidos para 101 espécies de
peixes mostram que a maior parte das espécies
apresentaram sequéncias de DNA mitocondrial
espécie-especificas, sendo possivel sua
identificacao pela técnica do DNA Barcode. Entre
elas, estao espécies muito utilizadas em programas
de repovoamento como curimbas, piaus e matrinxa,
espécies ameagadas de extingdo como o pira, e de
importancia comercial como o surubim. Além disso,
pelo menos 9 possiveis espécies cripticas (ou seja,
espécies nao reconhecidas apenas pela
identificagdao morfolégica tradicional) foram
detectadas.

O desenvolvimento do DNA Barcode para os
peixes de uma bacia hidrografica pode subsidiar
trabalhos em genética forense (DAWNAY et al., 2007;
NELSON et al., 2007), ecologia de comunidades
cripticas (PFENNINGER et al., 2007), rastreamento de
espécies invasoras (SCHEFFER et al., 2006, CORIN et
al., 2007; CARVALHO et al., 2009), identificacao de
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Figura 1. Banco de dados do Barcode (BOLD - http://www.boldsystems.org). As janelas apresentam os resultados
obtidos para a espécie Matrinxa (Brycon orthotaenia). Sao disponibilizados: (A) Dados de coleta da espécie com
localizagéo, foto, coletores, identificagdo taxonémica e local de depdsito e (B) Resultado do codigo de barras genético
(Barcode) desenvolvido para essa espécie de peixe. O dado bruto do sequenciamento do DNA pode ser checado,
assim como a sequéncia de DNA. O Barcode figurativo também é gerado na péagina.

presas em amostras estomacais (PONS, 2006) e
certificagcao genética em programas de
repovoamento (METCALF et al., 2007). Pode ainda
ser citado a identificacdo de amostras de ovos e
larvas de peixes, que vem sendo coletadas como
forma de se identificar os principais locais de desova
de peixes em uma bacia. Estratégias deste tipo
poderiam subsidiar a definicdo de areas prioritarias
para a conservagiao, com aplicagao direta na
preservagao dos estoques pesqueiros e da
diversidade de peixes em geral.

Repovoamento e certificagao genética
Programas de repovoamento ou “peixamento” sao
frequentemente realizados em Minas Gerais,
inclusive com espécies nativas da bacia do rio Sao
Francisco. Um exemplo é o programa Peixe Vivo,
criado em agosto de 2007 pela Companhia
Energética de Minas Gerais (CEMIG) para a
preservacgao das bacias hidrograficas onde existem
usinas da Companhia. Na safra de 2006/2007, por
exemplo, a CEMIG liberou 1,5 milhdes de alevinos
(cerca de 34,7 toneladas de biomassa) nos rios de
Minas Gerais. Foram utilizadas espécies nativas das
principais bacias hidrograficas do estado, como
surubim, pacama, matrinxa, piau-verdadeiro, pacu,
curimata-pacu, curimata, piau-trés-pintas, pira e
dourado.

O peixamento, entretanto, é uma técnica de
manejo que ainda apresenta questdes controversas
no que se refere a sua eficiéncia (VIEIRA e POMPEU,
2001) e aos problemas que podem ocorrer emrelagao
a genética das populagoes receptoras (SOUSA et al.,
2006; METCALF et al.,, 2007). Outro problema

relacionado diz respeito a utilizacao de exemplares
de um género existente na bacia, porém de espécie
diferente, o que caracteriza a introducao de espécie
exotica. Cabe salientar que varias espécies com
distribuicdo descrita para mais de uma bacia podem
se constituir na verdade espécies diferentes, mas
que ainda nao foram objeto de estudos detalhados.

Um exemplo da importancia da identificacdao
cuidadosa da espécie para o manejo e conservagao
pode ser encontrado no trabalho de Metcalf et al.
(2007), que utilizou marcadores moleculares,
incluindo sequéncias do gene COIl (DNA Barcode)
para analisar as populagdes de truta atendidas pelo
programa de repovoamento da sub-espécie
Oncorhynchus clarkii stomias, ameagada de
extingao no oeste da América do Norte. Os autores
descobriram que uma outra sub-espécie de truta,
Oncorhynchus clarkii pleuriticus (introduzida em um
programa de repovoamento anterior) havia sido
utilizada, erroneamente, para formacao dos
estoques do programa de repovoamento. Assim,
mesmo apos mais de duas décadas de esforgos para
a conservacao da espécie ameagada, Oncorhynchus
clarkii stomias encontra-se atualmente em maior
risco de extingao do que antes do inicio do programa
de conservagao.

O desenvolvimento de técnicas moleculares
como o DNA Barcode para as espécies de peixes do
Sao Francisco deve gerar uma ferramenta importante
para a identificagédo inequivoca das espécies nativas
e evitar erros no manejo de sua ictiofauna. Assim,
serapossivel, por exemplo, auxiliar em programas de
conservagao, producao de alevinos para piscicultura
e repovoamento e identificacdao genética para
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certificagao de peixes e seus derivados. Em alguns
casos, pode-se definir se existem sub-populagées
evolutivamente significativas que devam ser
manejadas e conservadas de forma distinta
utilizando a técnica do DNA Barcode e corroborado
com outros marcadores genéticos.
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