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Resumo

O Brasil é detentor da maior diversidade bioldgica do planeta, contando com 10% a 20%
do numero total de espécies mundiais. Grande parte dessa diversidade se encontra
distribuida em biomas terrestres, porém, muito pouco se conhece sobre as &reas de
endemismo da biodiversidade marinha no Brasil. Por outro lado, a porcéotropical do
Atlantico Sul Ocidental, incluindo a Zona Econémica Exclusiva Brasileira (ZEE) é uma
das areas prioritarias para conservacdo da biodiversidade marinha no oceano Atlantico.
A familia Carangidae é constituida por cerca de 150 espécies, pertencentes a 30 géneros,
distribuidas nos oceanos Atlantico, indico e Pacifico. A palombeta, Chloroscombrus
chrysurus (Linnaeus, 1766), € uma especie de peixe teledsteo da ordem Perciformes,
familia Carangidae, de habitos pelagico-demersal que se encontra distribuida no Atlantico
Ocidental de Massachusetts (EUA) a Argentina e noAtlantico Oriental da Espanha a
Angola. O Cddigo de Barras por DNA (DNA barcoding) ¢ uma metodologia
desenvolvida para a identificacdo de espécies a partirde amostras de material genético.
Uma andlise preliminar de 29 amostras com sequéncias disponiveis em bancos de dados
publicos mostra que existem 3 linhagensnessa espécie, sendo duas encontradas no Brasil.
O presente projeto pretendeu testar a hipdtese de que existem duas linhagens de C.
chrysurus no Brasil e verificar seu grau de isolamento através da analise de DNA

barcoding de amostras coletadas no litoral do Brasil, do Amapé até Santa Catarina.



Abstract

Brazil has the greatest biological diversity on the planet, accounting for 10% to 20% of
the total number of world species. Much of this diversity is distributed in terrestrial
biomes, however, very little is known about the areas of endemism of marine biodiversity
in Brazil. On the other hand, the tropical portion of the Western South Atlantic, including
the Brazilian Exclusive Economic Zone (EEZ) is one of the priority areas for the
conservation of marine biodiversity in the Atlantic Ocean. The Carangidae family is made
up of around 150 species, belonging to 30 genera, distributed in the Atlantic, Indian and
Pacific oceans. The palmetto, Chloroscombrus chrysurus (Linnaeus, 1766), is a species
of teleost fish of the order Perciformes, family Carangidae, with pelagic-demersal habits
that is distributed in the Western Atlantic from Massachusetts (USA) to Argentina and in
the Eastern Atlantic from Spain to Angola. DNA barcoding is a methodology developed
for identifying species from samples of genetic material. A preliminary analysis of 29
samples with sequences available in public databases shows that there are 3 lineages in
this species, two of which are found in Brazil. The present project aims to test the
hypothesis that there are two lineages of C. chrysurus in Brazil and verify their degree of
isolation through DNA barcoding analysis of samples collected on the coast of Brazil,

from Amapa to Santa Catarina.



1.1. Introducéo

A espécie Chloroscombrus chrysurus, conhecida popularmente como palombeta, é uma
espécie de peixe teledsteo da familia Carangidae. Essa familia apresenta 30 géneros com
cerca de 150 espécies e possui habitos peladgico-demersal com distribuicdo no Atlantico
Ocidental de Massachusetts (EUA) a Argentina e no Atlantico Oriental da Espanha a
Angola. Tais peixes s&o comuns nos mares do Sudeste do Brasil, principalmente em baias
e estuarios, chegando a medir até 30 cm de comprimento (Cunha et al., 1980).

No presente estudo utilizamos 34 sequéncias disponiveis no banco de dados Bold Systems
da espécie Chloroscombrus chrysurus da América do Norte, Central e do Sul e também
da Nigéria, que determinou a possivel ocorréncia de duas linhagens para o Atlantico,
indicando assim, a possibilidade de um isolamento geografico dessas linhagens. As
hipoteses sugeriam que no Brasil poderia haver pelo menos duas linhagens de
Chloroscombrus chrysurus. O objetivo deste trabalho foi identificar molecularmente os
espécimes de Chloroscombrus chrysurus, através da metodologia DNA barcoding e testar
a hipdtese da possivel ocorréncia de duas linhagens de C. chrysurus na costa do Brasil,
sendo assim necessario tambeém o uso do marcado D-LOOP posteriormente. Esse estudo
é de grande importancia para estudos de conservagdo e entendimento da evolucdo da

espécie.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Peixe

2. Realizagdes no periodo

2.1

Material e métodos

2.1.2 Material
No presente momento dispomos, em nossa cole¢do, de 35 lotes (96 tecidos) de

Chloroscombrus chrysurus (Tabela 1) (Figura 1) provenientes de quase toda a costado

Brasil, do Amapa até Santa Catarina. Como material comparativo temos também

amostras de Chloroscombrus orqueta, coletados no litoral do Peru. Os materiais foram

coletados e estdo armazenados conforme autorizagcdo permanente de coleta e manutengéo

emitida pelo Instituto Chico Mendes para Conservacao da Biodiversidade (ICMBIO) em

nome do Dr. Claudio de Oliveira (licenga nimero: 13843-3).

Tabela 1. Relacdo de material disponivel de Chloroscombrus chrysurus na colecdodo

LBP.

LBP N |Localidade Coordenadas Municipio/Estado

11907 Oceano Atlantico -24.055 -46.341 Santos/SP
S 03°41'33.0"

19998 5 |Enseada de Mucuripe 38°30'18.0" Fortaleza/CE

Praia de Toque Toque |S  23°49'25.0"

20005 5 |Pequeno 45°32'11.0" Sao Sebastido/SP
S  26°59'50.7"

20555 @4  |Praia Central 48°37'20.0" Balneario Camborid/SC
S  26°59'50.7"

20582 3 |Praia Central 48°37'20.0" Balneério Camborid/SC
S  22°56'59.0"

21424 |5 |Baia da Guanabara 46°25'50.0" Rio de Janeiro/RJ

23027 |1 |Estuario Bragantino Braganca/PA

23153 |1 |Povoado de Sauacuhy Paripueira/AL

23168 2 |Praia de Jatilca Maceio/AL

23225 |2 |Praia do Morgado Acaral/CE
S 23°26'00.8"

23730 (3 |Litora do Para 45°01'01.7" Belém/PA




S 13°22722.1"

23817 6 |Litoral Valenca 38°58'43.0" Valenca/BA
S 20°19'00.1"
24126 |5 |Oceano Atlantico 40°15'37.0" Vitoria/ES
S 20°48'28.2"
24191 2 |Oceano Atlantico 49°39'08.7" Anchieta/ES
Sudeste da ilha dos S 29°30'57.0"
25176 |5 |Lobos 49°15'02.0" Torres/RS
Ao largo dos recifes [N 03°4524.0"
26992 |1 |Amaz0nicos 50°18'58.0" Soure/PA
Ao largo dos recifes [N 02°15'55.0"
26995 |1 |Amaz0nicos 48°34'14.0" Soure/PA
Ao largo dos recifes [N 02°17'56.0"
26997 |1 |Amazobnicos 48°26'17.0" Soure/PA
Ao largo dos recifes [N 01°09'13.0"
27186 3 |Amazonicos 47°51'55.0" Para
Ao largo dos recifes [N 01°09'13.0"
27187 L |Amaz0nicos 47°51'55.0" Para
Ao largo dos recifes [N 01°48'10.0"
27188 2 |Amaz0nicos 48°21'34.0" Para
27380 |1 |Povoado de Sauacuhy Paripueira/AL
27424 2 |Praia da Jatitca Maceio/AL
27579 |1 |Estuario Bragantino Braganca/PA
27647 |2 |Praia do Morgado Acaral/CE
N 01°33'00.0"
27749 |1 |Pesca de arrasto 48°21'00.0" Amapa
N 01°23'00.0"
27769 |2 |Pesca de arrasto 48°06'00.0" Amapa
N 02°06'00.0"
27964 |1 48°30'00.0" Amapa
N 02°06'00.0"
28020 |1 48°30'00.0" Amapa




S  06°57'48.0"
28636 6 |Praia de Cabedelo 34°49'05.0" Jodo Pessoa/PB
N 03°58'30.0"
28807 |1 |Recifes AmazOnicos 50°17'17.0" Belém/PA
N  03°06'25"
28899 |7 |Recifes AmazOnicos 49°38'20" Belém/PA
N  03°56'15"
28991 5 |Recifes AmazOnicos 50°16'13" Belém/PA
S  23°3025"
29106 (1 |Atlantico 45°05'37' Ubatuba/SP
Praia Toque-Toque |S  23°49'25.0"
30228 5 |Pequeno 45°32'11.0" S&o0 Sebastido/SP

Figura 1. Exemplar de Chloroscombrus chrysurus (Linnaeus, 1766). Imagem:Matheus

M. Rotundo.

2.2.
2.2.1.

O DNA genbémico foi extraido dos tecidos utilizando o DNeasy Tissue Kit (Qiagen),

Métodos
Extracdo do DNA

seguindo instrucdes do fabricante.

2.2.2.

Amplificacdo do DNA por PCR




O DNA foi amplificado por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As
sequéncias parciais do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase Subunidade 1 (COIl) e
Displacement Loop (D-LOOP), amplificadas separadamente, foram obtidas através de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os primers descritos por Ward et al. (2005)
e por primers desenhados em nosso laboratorio e ainda ndo publicados. As amplificacdes
foram o realizadas em um volume total de 12.5uL com 1.25 pL de 10X tampao (10 mM
Tris-HCI+15 mM MgCI12), 0.5 uLL dNTPs (200 mM de cada), 0.5 uL de cada primer (5
mM), 0.05 uL Platinum® TaqPolymerase (Invitrogen), 1 uL DNA genémico (12 ng) e
8.7 uL de ddH20. Foi utilizada no PCR um mix contendo 4pl de primers (F2 e R2 - COI)
e (F4 862932 e R4 862932 — D-LOOP). Apds a realizacdo da mistura, foram utilizados
10,5 ul de mix e 2ul de DNA provenientes da extracdo. As reagdes foram realizadas no
termociclador Apllied Biosystems utilizando o ciclo de amplificagdo da tabela 2.

Tabela 2: Descrigdo do ciclo de amplificagéo utilizada para amplificagdo do DNA

Etapa Temperatura Tempo

1 95°C - Desnaturacdo |5 minutos
inicial
95°C  — Desnaturacdo |30 segundos
cadeia

2 — Esse passo foirepetido 30X52°C — hibridizacdo 30 segundos
primers
72°C — Extensdo |30 segundos
nucleotideos

3 72°C - Extensdo final 10 minutos
12°C o0

Apos o PCR, a qualidade dos produtos da PCR foi visualizada em gel de agarose a
1%.

2.2.3. ExoSap
Os produtos de PCR purificados foram utilizados em uma reacdo de
sequenciamento utilizando o Kit “Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready

Reaction” (Applied Biosystems) para degradar excesso de nucleotideos provenientes da
PCR.



2.2.4. Sequenciamento

Logo apds o produto da PCR ser purificado pela exosap, ele passou novamente
por precipitacdo em EDTA/Acetato de sodio/etanol e submetidos & reacdo de
sequenciamento de DNA segundo o método de Sanger et al. (1977) em um sequenciador
ABI3500 da Applied Biosystems disponivel no Instituto de Biotecnologia da UNESP,
campus de Botucatu.

3. Resultados
3.1. EXTRACAO

Inicialmente estavam disponibilizados 35 lotes (96 tecidos) de Chloroscombrus
chrysurus provenientes de quase toda a costa do Brasil. A etapa da extracao foi dividida
em trés grupos contendo 32 amostras. Para cada grupo, foi feita uma extracdo em dia
diferente, seguindo as etapas da mesma maneira para todos os grupos. A extracao foi feita
seguindo todos os passos do protocolo. Para o primeiro grupo, 4 dasamostras ndo estavam
em boas condi¢bes, dessa maneira, foram deixados de lado em primeiro momento,
totalizando o grupo um com 28 amostras. O segundo e terceiro grupo tinham todos os
exemplares em bom estadoe foram utilizados, mantendo assim a quantidade exata de 32

tecidos do grupo.

3.2. PCR
3.2.1. Inicialmente, a primeira PCR foi feita com DNA da extracao seguindo a ordem de
conclusdo de cada um dos grupos de 32 amostras. Os moldes para efetivacdo das
amplificacbes foram realizados de acordo com o protocolo de PCR, com volumes pré-
definidos e com a utilizacdo inicial dos primers R2 e F2. As reacGes foram realizadas em
termociclador Apllied Biosystems.

Apo6s a amplificacdo do termociclador a qualidade dos produtos da PCR foi
observada em gel de agarose a 1%. O primeiro grupo foi o primeiro a ser testado obtendo

uma 6tima qualidade,como evidencia a imagem (Figura 2).



Figura 2. Gel de agarose evidenciando a qualidade do material obtido em PCR.

Dessa mesma forma, foi feito também com os grupos 2 e 3. Os amplicons que ndo
obtiveram uma qualidade desejada, foram sendo separados para formagdo deum novo
grupo, os quais passaram pela realizacdo de uma nova extracdo e de umnovo PCR com
modificagdo nos primers, utilizando primers F1 e R7.

Ainda assim alguns amplicons ndo estavam com a qualidade desejada, entdoforam
feitas algumas modificacdes no protocolo para um novo teste. O novo PCR foi feito na

temperatura e tempo do termociclador, seguindo os moldes da tabela 3.

Tabela 3: Descricdo do ciclo de amplificacdo utilizada para amplificacdo do DNA para

amplicons separados:

Etapa Temperatura Tempo

1 94°C - Desnaturacdo 4 minutos
inicial
94°C  — Desnaturacdo |30 segundos
cadeia

2 — Esse passo foi52°C — hibridizacdo 30 segundos

repetido 30X primers
68°C — Extensdo |1 minuto
nucleotideos

3 68°C - Extensao final 10 minutos
12°C o0

Alguns amplicons permaneceram com qualidade baixa, porém foi decidido

manté-los no experimento e dar continuidade para a proxima etapa.



3.2.2. Posterior a realizagdo do PCR com gene COlI, utilizamos o marcador de regido
controle D-loop para investigar a existéncia de uma possivel diferenciacdo populacional.
Assim, obtivemos 40 sequéncias, utilizandos os primers F4 862932 e R4 862932 — D-
LOOP, as quais foram avaliadas e nas quais foram encontradas insercdes que apontavam

para possiveis mutacdes que foram avaliadas mais claramente nas analises.

3.3. EXOSAP
O Exosap foi realizado com intuito de eliminar as nucleases (restos de enzimas)
presentes gerando uma pureza maior, afim de ndo influenciar na qualidade do

sequenciamento.

3.4. SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento inicialmente foi realizado em duas etapas: Reacdo de
sequenciamento e limpeza. Posteriormente, submetidos a reacdo de sequenciamentode
DNA segundo o método de Sanger et al. (1977) em um sequenciador ABI3500 daApplied

Biosystems disponivel no Instituto de Biotecnologia da UNESP, campus deBotucatu.

4. Resultados das analises

41 COl

Um total de 92 sequéncias foram obtidas. Ao final das anélises do estudo, somente
44 sequéncias (Tabela 4) de DNA barcoding foram consideradas tendo em vista a
repeticdo de muitos hapldtipos. Nas analises ndo foram encontradas insercdes, delecoes
ou stop-codons, mostrando quetodas as regides amplificadas correspondem a sequéncias

funcionais do gene mitocondrial COI.

Tabela 4. Espécimes utilizados para andlises de sequéncias.

LBPV  |Espécie Municipio/Estado
90409  |Chloroscombrus chrysurus \Vitoria/ES
90410 |C. chrysurus \Vitoria/ES
82515  [C. chrysurus Rio de Janeiro/RJ
90407  |C. chrysurus \Vitoria/ES




97853  |C. chrysurus Jodo Pessoa/PB
94982  |C. chrysurus Belém/PA

90225 |C. chrysurus \Valenga/BA
94634  |C. chrysurus Belém/PA

91885  |C. chrysurus Torres/RS

80146 |C. chrysurus Sao Sebastido/SP
84326  |C. chrysurus Maceid/AL
94627  |C. chrysurus Para

82512  |C. chrysurus Rio de Janeiro/RJ
90408 |C. chrysurus \Vitoria/ES
88372  |C. chrysurus Amapa

82513  |C. chrysurus Rio de Janeiro/RJ
90074  |C. chrysurus \Valenca/BA
85650 |C. chrysurus Amapa

94983  |C. chrysurus Belém/PA

80145 |C. chrysurus Sao Sebastido/SP
73253  |C. chrysurus Balneario Camborit/SC
89522  |C. chrysurus Beléem/PA

94697  |C. chrysurus Para

90589  |C. chrysurus Anchieta/ES
89524  |C. chrysurus Belém/PA

80147  |C. chrysurus Sao Sebastido/SP
80137  |C. chrysurus Fortaleza/CE
80138 |C. chrysurus Fortaleza/CE
94628  |C. chrysurus Para

90224  |C. chrysurus \Valenca/BA
90406 |C. chrysurus \Vitoria/ES

80135 |C. chrysurus Fortaleza/CE
82514  |C. chrysurus Rio de Janeiro/RJ
80136  [C. chrysurus Fortaleza/CE
85870  |C. chrysurus Acaral/CE
84397  [C. chrysurus Paripueira/AL




85871  |C. chrysurus Acarau/CE

85649  |C. chrysurus Amapa

80139  |C. chrysurus Fortaleza/CE

91984  |C. chrysurus Torres/RS

73321 |C. chrysurus Balneério Camborid/SC
97854  |C. chrysurus Jodo Pessoa/PB

73256  |C. chrysurus Balneario Camborid/SC
86333  |C. chrysurus Braganga/PA

4.1.1 Identificacdo molecular Chloroscombrus chrysurus (Linnaeus, 1766)

As 44 sequéncias de Chloroscombrus chrysurus obtidas apresentaram fragmentos
que variaram de 452a 598 pb antes da limpeza final. Adicionalmente 30 sequéncias foram
extraidas do BOLD (Tabela 5) e adicionadas aos conjuto de dados. Uma sequéncia de
Sphoeroides testudineus foi utilizada como grupo externo em nossas analises. No total,
75 sequéncias compuseram as analises e a construcdo do dendrograma em nosso estudo
(Figura 3).
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r ANGBF17304 19 Chloroscombrus chrysurus Brasil
ANGBF17309 19 Chloroscombrus chrysurus Brasil
r LBPV 90409 Chloroscombrus chrysurus Vitoria Brasil
LBPV 90409 Chloroscombrus chrysurus Vitdria Brasil
I FJMI004 10 Chloroscombrus chrysurus México
BZLWE434 08 Chloroscombrus chrysurus Belize
FBWO037 14 Chloroscombrus chrysurus Guatemala
FCCAO041 09 Chloroscombrus chrysurus Florida
FCCAQ042 09 Chloroscombrus chrysurus Florida
MXV801 15 Chloroscombrus chrysurus México
FCCAO044 09 Chloroscombrus chrysurus Florida
GBMNC14213 20 Chloroscombrus chrysurus Estados Unidos
FBWO035 14 Chloroscombrus chrysurus Guatemala
FJMI002 10 Chloroscombrus chrysurus México
FBWO033 14 Chloroscombrus chrysurus Guatemala
FBWO036 14 Chloroscombrus chrysurus Guatemala
FJMI003 10 Chloroscombrus chrysurus México
GBMNF44121 22 Chloroscombrus chrysurus Nigéria
LBPV 82515 Chloroscombrus chrysurus Rio de Janeiro Brasil
LBPV 90407 Chloroscombrus chrysurus Vitoria Brasil
LBPV 97853 Chloroscombrus chrysurus Jodo Pessoa Brasil
MFLV570 10 Chloroscombrus chrysurus Belize
MXV800 15 Chloroscombrus chrysurus México
FBWO034 14 Chloroscombrus chrysurus Guatemala
LBPV 94982 Chloroscombrus chrysurus Belém Brasil
LBPV 90225 Chloroscombrus chrysurus Valenca Brasil
LBPV 94634 Chloroscombrus chrysurus Para Brasil
CFSAN111 11 Chloroscombrus chrysurus Alabama
FCCAO040 09 Chloroscombrus chrysurus Florida
FCCAO043 09 Chloroscombrus chrysurus Florida
MFLE678 16 Chloroscombrus chrysurus México
MXIV286 10 Chloroscombrus chrysurus México
MXIV418 10 Chloroscombrus chrysurus México
GBMND24287 21 Chloroscombrus chrysurus Nigéria
BPV 91885 Chloroscombrus chrysurus Torres Brasil
LBPV 80146 Chloroscombrus chrysurus Sdo Sebastido Brasil
LBPV 84326 Chloroscombrus chrysurus Maceio Brasil
LBPV 94627 chloroscombrus chrysurus Para Brasil
LPBV 82512 Chloroscombrus chrysurus Rio de Janeiro Brasil
LBPV_90408 Chloroscombrus chrysurus Vitdria Brasil
LBPV 88372 Chloroscombrus chrysurus Amapa Brasil
r LBPV 82513 Chloroscombrus chrysurus Rio de Janeiro Brasil
LBPV 90074 Chloroscombrus chrysurus Valenca Brasil
LBPV 85650 Chloroscombrus chrysurus Amapa Brasil
LBPV 94983 Chloroscombrus chrysurus Belém Brasil
LBPV 80145 Chloroscombrus chrysurus Sdo Sebastido Brasil
LBPV 73253 Chloroscombrus chrysurus Balneario Brasil
A LBPV 89522 Chloroscombrus chrysurus Belém Brasil
LBPV 94697 Chloroscombrus chrysurus Para Brasil
LBPV 90589 Chloroscombrus chrysurus Anchieta Brasil
LBPV 89524 Chloroscombrus chrysurus Belém Brasil
LBPV 80147 Chloroscombrus chrysurus Sdo Sebastido Brasil
LBPV 80137 Chloroscombrus chrysurus Fortaleza Brasil
ANGBF17307 19 Chloroscombrus chrysurus Brasil
ANGBF17306 19 Chloroscombrus chrysurus Brasil
ANGBF17305 19 Chloroscombrus chrysurus Brasil
r LBPV 80138 Chloroscombrus chrysurus Fortaleza Brasil
I LBPV 94628 Chloroscombrus chrysurus Para Brasil
I LBPV 90224 Chloroscombrus chrysurus Valenca Brasil
I LBPV 90406 Chloroscombrus chrysurus Vitéria Brasil
r ANGBF17308 19 Chloroscombrus chrysurus Brasil
I LBPV 80135 Chloroscombrus chrysurus Fortaleza Brasil
LBPV 82514 Chloroscombrus chrysurus Rio de Janeiro Brasil

66

66
57
L

97
55

56

| LBPV 80136 Chloroscombrus chrysurus Fortaleza Brasil
I LBPV 85870 Chloroscombrus chrysurus Acarad Brasil
LBPV 84397 Chloroscombrus chrysurus Paripueira Brasil
LBPV 85871 Chloroscombrus chrysurus Acarad Brasil
LBPV 85649 Chloroscombrus chrysurus Amapa Brasil
LBPV 80139 Chloroscombrus chrysurus Fortaleza Brasil
LBPV 91884 Chloroscombrus chrysurus Torres Brasil
LBPV 73321 Chloroscombrus chrysurus Balneario Brasil
LBPV 97854 Chloroscombrus chrysurus Jodo Pessoa Brasil

LBPV 73256 Chloroscombrus chrysurus Balneario Brasil
LBPV 86333 Chloroscombrus chrysurus Braganca Brasil

0.02

KT380730 Sphoeroides testudineus Brasil

Figura 3. Arvore de Neighbour-Joining (NJ) de Chloroscombrus chrysurus construida

com o modelo de substituicdo Kimura-2-parametros (K2P) mostrando as relacfes entre

as amostras disponiveis no BOLD e as sequéncias LBPV sdo do presente estudo. Os

ndmeros inseridos nos ramos sdo os valore

Tabela 5. Sequéncias extraida do BOLD.

s correspondentes aos bootstraps.



ANGBF17304- BOLD:AAD51 Chloroscombrus

19 27 chrysurus

ANGBF17305- BOLD:AEU81 Chloroscombrus Brasil

19 47 chrysurus

ANGBF17306- BOLD:AEU81 Chloroscombrus Brasil

19 47 chrysurus

ANGBF17307- BOLD:AEUS81 Chloroscombrus Brasil

19 47 chrysurus

ANGBF17308- BOLD:AEU81 Chloroscombrus Brasil

19 47 chrysurus

ANGBF17309- BOLD:AAD51 Chloroscombrus Brasil

19 27 chrysurus

BZLWE434-08 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Belize
27 chrysurus

CFSAN111-11 BOLD:AADS51 Chloroscombrus Estados Unidos Alabama
27 chrysurus

FBWO033-14 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Guatemala Izabal
27 chrysurus

FBWO034-14 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Guatemala Izabal
27 chrysurus

FBWO035-14 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Guatemala Izabal
27 chrysurus

FBWO036-14 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Guatemala Izabal
27 chrysurus

FBWO037-14 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Guatemala Izabal
27 chrysurus

FCCA040-09 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Estados Unidos Florida
27 chrysurus

FCCA041-09 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Estados Unidos Florida
27 chrysurus

FCCA042-09 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Estados Unidos Florida
27 chrysurus

FCCA043-09 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Estados Unidos Florida
27 chrysurus

FCCA044-09 BOLD:AAD51 Chloroscombrus Estados Unidos Florida
27 chrysurus

FIJMI002-10 BOLD:AAD51 Chloroscombrus México Quintana Roo
27 chrysurus

FIJMI003-10 BOLD:AAD51 Chloroscombrus México Quintana Roo
27 chrysurus

FIJMI004-10 BOLD:AAD51 Chloroscombrus México Quintana Roo
27 chrysurus

GBMND24287- BOLD:AEU81 Chloroscombrus Nigeria

21 46 chrysurus

GBMNF44121- BOLD:AAD51 Chloroscombrus Estados Unidos

22 27 chrysurus

MFLE678-16  BOLD:AAD51 Chloroscombrus México Quintana Roo



MFLV570-10

MXI1V286-10

MXIV418-10

MXV800-15

MXV801-15

27 chrysurus
BOLD:AAD51 Chloroscombrus

27 chrysurus
BOLD:AAD51 Chloroscombrus
27 chrysurus
BOLD:AAD51 Chloroscombrus
27 chrysurus
BOLD:AAD51 Chloroscombrus
27 chrysurus
BOLD:AAD51 Chloroscombrus
27 chrysurus

Belize

México
México
México

Meéxico

Campeche
Campeche
Campeche

Campeche

A arvore de Neighbour-Joining (NJ) (Figura 4) mostrou que os exemplares em

todo o litoral da costa do Brasil alocaram em um Unico clado. Posteriormente, através do

software MEGAY7, foram obtidas as distancias genéticas, utilizando o modelo K2P e valor

de bootstrap de 1000 repeticdes, para poder confirmar a veracidade dos resultados

mostrados na arvore.

A analise dos conjuntos de dados utilizando do gene COI resultou uma distancia

genética intraespecifica de 0,0029. Estes resultados mostram que a espécie em estudo

pertence a uma unica linhagem, distribuida no Oceano Atlantico Ocidental.

4.2 Morfometria da espécie Chloroscombrus chrysurus

Foi feita uma analise morfométricas de exemplares de C. chrysurus da costa do

Brasil pelo Dr. Alexandre P. Marceniuk que sugeriu que existem dois grupos para costa

do Brasil (Grafico 1), com diferenca no nimero de rastros branquiais.
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Gréfico 1. Grafico boxplot em formato violono ilustrando a contagem de rastos branquias
daespécie Chloroscombrus chrysurus. Legenda: 1. Espécime da costa Norte; 2. Espécime

da costa do Sudeste do Brasil.
4.3 D-LOOP

Para esse marcador mitocondrial foi obtido 44 sequéncias. Ao final das analises
do estudo, 40 sequéncias (Tabela 6) com 900 - 1000 pares de base foram consideradas.
Adicionalmente outra sequéncia extraida do BOLD de C. chrysurus da regido D_LOOP

foram utilizada em nossas analises.

Tabela 6. Espécimes utilizados para analises de sequéncias D-LOOP.

LBPV  |Espécie Municipio/Estado
90410  |C. chrysurus \Vitoria/ES

82515  |C. chrysurus Rio de Janeiro/RJ
97853  |C. chrysurus Jodo Pessoa/PB
94982  |C. chrysurus Belém/PA

90225  |C. chrysurus Valenca/BA
94634  |C. chrysurus Belém/PA




91885  |C. chrysurus Torres/RS

80146  |C. chrysurus Sao Sebastido/SP
84326  |C. chrysurus Maceid/AL
94627  |C. chrysurus Para

82512  |C. chrysurus Rio de Janeiro/RJ
88372  |C. chrysurus Amapa

82513  |C. chrysurus Rio de Janeiro/RJ
90074  |C. chrysurus \Valenca/BA
85650  |C. chrysurus Amapa

94983  |C. chrysurus Belém/PA

80145 |C. chrysurus Sao Sebastido/SP
73253  |C. chrysurus Balneério Camborid/SC
89522  |C. chrysurus Belém/PA

94697  |C. chrysurus Para

90589  |C. chrysurus Anchieta/ES
89524  |C. chrysurus Belém/PA

80147  |C. chrysurus Sao Sebastido/SP
80137  |C. chrysurus Fortaleza/CE
80138 |C. chrysurus Fortaleza/CE
90224  |C. chrysurus \Valenca/BA
80135 |C. chrysurus Fortaleza/CE
82514  |C. chrysurus Rio de Janeiro/RJ
80136  |C. chrysurus Fortaleza/CE
85870  |C. chrysurus Acaral/CE
84397  |C. chrysurus Paripueira/AL
85871  |C. chrysurus Acaral/CE
85649  |C. chrysurus Amapa

80139  |C. chrysurus Fortaleza/CE
91984  |C. chrysurus Torres/RS

73321  |C. chrysurus Balneario Camborit/SC
97854  |C. chrysurus Jodo Pessoa/PB
73256  |C. chrysurus Balneario Camborit/SC




86333  |C. chrysurus Braganga/PA

No total, 41 sequéncias compuseram as analises e para a construgdo do
dendrograma em nosso estudo (Figura 4).

73221SC
73253 SC
91885 RS
7{: 82512F RJ
90224 BA
91984 PA
80147 SP
80139 CE
85871 CE
82514 RJ
1': 90074 BA
94627 PA
94983 PA
94983 PA
80135 CE
89524 PA
85870 CE
80146 SP
50 — 89522F PA
ﬂ{ 88372 AP
82513 RJ
82515 RJ
85649 AP
80145 SP
90410F ES
94982F PA
84397 AL
80136 CE
84326 AL
90589F ES
80137tipol
_[ 80138F CE
98 L— 94628F PA
90225F BA
80146F SP
0OP035250*
94634F PA
85650 AP
80137F CE
?E 80137R CE
80146R SP
— 90225R BA
— 97854R PB
— 94628R PA
— 80138R CE
89522R PA
— 80137R CE
— 90589R ES
— 90410R ES
L 97853R PB

Figura 4. A éarvore Neighbour-Joining (NJ) da espécie Chloroscombrus chrysurus
utilizando o modelo de substituicdo Kimura-2-parametros (K2P), ilustrando as relac6es
entre as sequéncias do presente estudo. Os nameros inseridos nos ramos Sdo 0S

valores correspondentes aos bootstraps. * Sequéncia oriunda do Genbank.



A arvore Neighbour-Joining (NJ) (Figura 4) mostrou que os exemplares em todo
o litoral da costa do Brasil alocaram em dois clados diferentes, e com base na observacao
das sequéncias obtidas, é possivel notar que algumas dessas sequéncias se repetiram em
ambos os clados (sequéncias sinalizadas com R e/ou F), sendo assim, um resultado
diferente do observado com o marcador COIl. Posteriormente, através do software
MEGAY7, foram obtidas as distancias genéticas, utilizando o modelo K2P e valor de
bootstrap de 1000 repeticdes, para poder confirmar a veracidade do resultadoavaliado pela
arvore. A andlise dos conjuntos de dados utilizando a regido controle D-loop resultou uma
distancia genética intraespecifica de 0,390.

5. Discussao

Entre as vantagens que tornam o DNAmt uma ferramenta poderosa para estudos
evolutivos pode-se citar: elevado nimero de cdpias por célula; alta taxa evolutiva, maior
do que genes codificadores de proteinas do genoma nuclear; auséncia de recombinacéo e
modo de heranca materna (Brown, 1980). Varios estudos baseados no sequenciamento
do DNAmt vém sendo realizados com peixes. Grande parte desses trabalhos caracteriza
a variabilidade genética ao longo da distribuicdo geogréafica de uma espécie e revelam a

existéncia ou ndo de estrutura populacional (Porto, 1999).

5.1 COl

Os resultados obtidos foram primeiramente utilizados com o objetivo do DNA
barcoding proposto por Hebert et al. (2003). O cddigo de barras provou ser uma
abordagem confidvel para documentar a biodiversidade, por ser um sistema global para a
identificacdo de animais como observado na espécie em estudo Chloroscombrus
chrysurus. A ferramenta de identificacdo molecular utiliza um marcador genético, um
fragmento parcial do gene COI do DNA mitocondrial com aproximadamente 650 pb com
alta taxa mutacional (Saccone, 1999).

A eficacia do DNA barcoding para discriminacao das espécies pode ser levadaem
consideracdo também pelo fato de que a evolucdo do genoma mitocondrial seria
influenciada pelos meios de selecdo e o efeito resultaria uma selecdo favorecendo
algumas regides desse gene, ao invés de simplesmente ser influenciada pela deriva
genética e taxas evolutivas constantes, de maneira que o COI ndo seria a0 menos a priori,

um marcador estritamente neutro (Ballard & Whitlock, 2004).



Inicialmente a hipdtese do presente estudo seria que C. chrysurus poderia serum
complexo de espécie, ao decorrer do estudo, foi observado diferengas morfoldgicas
(rastros branquiais) em espécimes do Norte, Nordeste em relacdo ao Sudeste e Sul da
costa do Brasil (Alexandre. P. Marceniuk, comunicagéo pessoal), sugerindo a ocorréncia
de duas linhagens. Entretanto, os resultados genéticos, utilizando o gene COIl, permitiram
a identificacdo de apenas uma linhagem.

A hipotese sugere que a divergéncia dessas espécies € muito recente para ser
totalmente resolvida pelos dados do DNA barcode. Ainda que a distdncia genética
empregandoDNA barcoding é um forte indicador de linhagens ou espécies (Ward et al.
2005), estes valores de distancia foram derivados de analises comparativas entre grupos
filogeneticamente diversos, enquanto analises de DNA barcoding de grupos de espécies
intimamente relacionados podem resultar em valores mais baixos (Pereira et al. 2013).

Uma segunda hipotese em discussao, seria a capacidade da espécie C. chrysurus
em transpor algumas barreiras através da disperséo larval pelagica de estagios larvais e
juvenis (Rocha et al., 2005). Além disso, padrbes de circulacdo oceénica, regime de
temperatura, topografia costeira, requisitos ambientais e histériade vida das espécies estéo
entre os principais fatores explicativos para dispersao.

Alguns trabalhos a cerca da espécie, como os citados por Accioly (2007),dizem
que Choroscombrus chrysurus possui cariotipo com 48 cromossomos, sendo todos
acrocéntricos, como a maioria das espécies da familia Carangidae com cari6tipo
conhecido (Accioly, 2007). Os resultados citogenéticos para a espécie C. chrysurus
obtidos no estudo citado, ndo identificam diferenciacbes quanto ao cariotipo para
amostras desta espécie coletadas no litoral do Sudeste Brasil. A comparacao do (Nordeste
do Brasil) com (Sul e Sudeste do Brasil), para esta espécie, demonstra quemesmo largas
distancias geogréaficas nao apresentaram diferencas cariotipicas significativas da espécie
(Accioly, 2007).

5.2 D-LOOP

O DNAmt € uma ferramenta poderosa para estudos evolutivos. O marcador de
regido controle D-loop origina-se pelo inicio da replicacdo realizada por deslocamento de
uma fita em relacdo a outra, formando uma al¢a, denominada D-loop, esta regido também
foi utilizado para investigar melhor a espécie em questdo. Em peixes, a regido controle
apresenta cerca de 1.100 pares de bases (pb) um dominio conservado central e duas

porcBes ricas em A/T (extremamente varidveis) nas extremidades. Esse marcador é



responsavel pela regulacdo da replicagdo e da transcricdo de todo o DNAmMt (Meyer,
1993).

Inicialmente a hipdtese do presente estudo era que C. chrysurus poderia serum
complexo de espécies, mas o0s resultados genéticos, utilizando o gene COI identificaram
apenas uma linhagem. Entretendo, considerando a diferenca morfoldgica observada,
passamos a cogitar a hipotese de que a divergéncia dessas espécies poderia ser muito
recente para ser resolvida pelos dados do gene COIl. Sendo assim, foi necessario
complementar os dados aqui obtidos com o uso do marcador D-LOOP, que apresenta uma
taxa de evolugdo mais rapida que o COI.

Ao compilar os resultados das analises da espécie C. chrysurus observamos, por
meio do marcador D-LOOP, uma distancia intraespecifica maior e que 0s ramos da arvore
de Neighbour-Joining (NJ) compde dois grupos. Entretanto, analisando diversos
exemplares vimos que eles apresentavam duas linhagens mitocondriais que, quando
analisadas separadamente se posicionavam em ramos distintos da arvore. A
heteroplasmia mitocondrial € um estado onde um mesmo individuo apresenta moléculas
de mtDNA variantes (Lightowlers et al., 1997). A heteroplasmia pode ser de
comprimento, quando as moléculas apresentam tamanhos distintos, ou pontual, na qual
as diferencas ocorrem devido a substituicdes nucleotidicas (Vollmer et al., 2011).

Dessa forma, nossos resultados sugerem que C. chrysurus possui heteroplasmia
que pode ser por uma caracteristica populacional ou derivada de hibridacdo. A
heteroplasmia tem sido descrita em peixes marinhos e ha evidéncias de ocorréncia em
zonas de hibridizacdo (Dowling; Secor, 1997; Willis et al., 2012; Mirimin et al., 2014).
Desse modo, a hibridacdo natural € considerada um fendmeno importante para a evolucao
dos organismos, pela possibilidade de surgimento de gendtipos que poderiam estabelecer
novas linhagens evolutivas (Arnold; Hodges, 1995).

Os espéecimes da espécie C. chrysurus apresentam mecanismos de isolamento,
possivelmente devido a sua biologia, que consiste em habitar aguas litoraneas,
preferencialmente baias e regides estuarinas quando jovens (Costa et al., 2005) sobre
fundos arenosos e argilosos da plataforma continental quando mais adultos (Cunha et al.,
2000), fato esse que pode torna-los potencialmente suscetiveis a hibridizacdo. Assim,
diante dos dados obtidos, e considerando a auséncia de um consenso a nivel molecular,
podemos sugerir uma origem hibrida para as linhagens observadas.

Entretanto, apenas com a andlise do gene D-LOOP ainda é prematuro a

confirmacdo de tal fendmeno. Dessa maneira, mais pesquisas Sa0 necessarias para



entender e elencar os mecanismos de hibridizacdo dentro deste grupo e também para
determinar suas consequéncias evolutivas. Isto inclui analises adicionais que integram
amostragem mais ampla, em nivel taxondmico e geografico, além da analise de genes
nucleares usando o sequenciamento de nova geracdo (Pazmifio et al. 2019) para
compreender e quantificar melhor o grau de introgressao (Harrison & Larson 2014).
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