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Ontem à noite, pouco antes de ir deitar, deixei um período incompleto na máquina. 

Hoje, ao acordar, voltei ao trabalho e vi que a frase tinha continuado. 

Alguém anda escrevendo nos meus textos. 

A frase incompleta que eu tinha deixado dizia: 

— Mas tem uma outra coisa absoluta, e parava em dois pontos, assim, “mas tem uma outra 

coisa absoluta:”. Adoro deixar frases com dois pontos no final quando vou dormir. Durmo mais feliz 

sabendo que deixei uma frase com um problema. Amanhã, com outra cabeça, a frase tomará seu 

curso normal em direção ao seu glorioso clímax. 

Paulo Leminski 



Resumo 

 

Impactos antropogênicos são uma ameaça crescente para a diversidade de peixes, especialmente em 

áreas próximas a grandes centros urbanos, e muitas ações efetivas de conservação dependem da 

identificação acurada de espécies. Considerando a utilidade do DNA barcoding como um sistema 

global de identificação e descoberta de espécies, o presente estudo intenta compilar uma biblioteca 

referência de sequências barcode para os peixes marinhos das regiões Sudeste e Sul do Brasil, com 

ênfase no estado de São Paulo. O fragmento barcode padrão de 652 pares de bases do gene 

citocromo c oxidase subunidade I (COI) foi amplificado por PCR e sequenciado bidirecionalmente 

para 875 indivíduos pertencentes a 156 espécies. A análise de neighbor-joining revelou que esta 

abordagem discrimina sem ambiguidade 93,6% das espécies analisadas. A maioria das espécies 

exibiu baixas distâncias genéticas intraespecíficas (0,40%), cerca de 30 vezes menor que a distância 

entre espécies congenéricas. Seis espécies apresentaram divergências intraespecíficas entre 2,03 e 

12,63%, sugerindo diversidade subestimada. Notavelmente, apenas dois pares de espécies 

apresentaram divergência menor que 2% entre elas. Esta biblioteca é um primeiro passo para 

conhecer melhor a diversidade molecular das espécies de peixes marinhos do Sudeste e do Sul do 

Brasil, fornecendo subsídios para estudos posteriores sobre esta fauna — aumenta a capacidade de 

identificar as espécies a partir de todos os estágios de vida e mesmo a partir de fragmentos, abre 

caminhos para uma melhor compreensão acerca das interações entre espécies, auxilia na calibração 

das estimativas de composição e riqueza das espécies de um ecossitema, e fornece ferramentas para 

a autenticação de bioprodutos e para o monitoramento da exploração ilegal de espécies. 

 

 

Palavras-chave: Biodiversidade; Citocromo oxidase c subunidade I; COI; DNA barcoding; DNA 

mitocondrial; Identificação de espécies. 

 

  



Abstract 

 

Anthropogenic impacts are an increasing threat to the diversity of fishes, especially in areas around 

large urban centers, and many effective conservation actions depend on accurate species 

identification. Considering the utility of DNA barcoding as a global system for species identification 

and discovery, the present study aims to assemble a DNA barcode reference sequence library for 

marine fishes from the Southeast and South regions of Brazil, with emphasis on the São Paulo state. 

The standard 652 base-pair ‘barcode’ fragment of the cytochrome c oxidase subunit I (COI) gene was 

PCR amplified and bi-directionally sequenced from 875 individuals belonging to 156 species. A 

neighbor-joining analysis revealed that this approach can unambiguously discriminate 93.6% of the 

species surveyed. Most species exhibited low intra-specific genetic distances (0.40%), about 30-fold 

less than the distance among species within a genus. Six species showed intra-specific divergences 

ranging from 2.03 to 12.63%, suggesting overlooked diversity. Notably, just two species-pairs 

exhibited barcode divergences of less than 2%. This library is a first step to better know the 

molecular diversity of marine fish species from the Southeast and South regions of Brazil, providing 

subsidies for further studies in this fauna ― extending the ability to identify these species from all life 

stages and even fragmentary remains, setting the stage for a better understanding of interactions 

among species, calibrating estimatives about species composition and richness in an ecosystem, and 

providing tools for authenticating bioproducts and monitoring illegal species exploitation. 

 

 

Key words: Biodiversity; COI; Cytochrome oxidase c subunit I; DNA barcoding; Mitochondrial DNA; 

Species identification. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Identificação de espécies 
 

Embora não saibamos o número exato, estimativas apontam a existência de 2 a 10 milhões 

de espécies de eucariotos no mundo (MAY, 2011). Toda esta diversidade motiva o intelecto humano 

a identificar descontinuidades e a formar grupos a partir de semelhanças e diferenças – o homem é, 

por natureza, um ser que classifica (RAVEN et al., 1971). 

Quando da descrição de uma espécie, um binômio é ligado permanentemente a um ou 

vários espécimes-tipo, dando origem ao nome específico. A identificação posterior de outros 

indivíduos como pertencentes a uma espécie descrita é, na verdade, a proposição de uma hipótese 

taxonômica de que estes indivíduos compartilham uma série de características essenciais com o 

holótipo desta espécie, e não de outra (PUILLANDRE et al., 2011). Mas por que atribuir um indivíduo 

a uma determinada espécie? O nível de espécie é, historicamente, a unidade fundamental da 

biologia dos organismos e, apesar de o conceito de espécie não ter alcançado um consenso, a 

atividade de associar nomes científicos válidos a grupos de indivíduos é crucial para os mais diversos 

campos da Biologia, bem como para definir prioridades na conservação da biodiversidade 

(BALAKRISHNAN, 2005).  

O ser humano interage com o ambiente e adquire informações principalmente através da 

visão, de forma que as características morfológicas são naturalmente os caracteres de escolha para a 

identificação de espécies e para a classificação da diversidade. No entanto, a abordagem 

morfológica, por si só, tem limitações intrínsecas: plasticidade fenotípica e variabilidade genética 

podem mascarar os caracteres empregados; taxa crípticos não podem ser detectados; as chaves de 

identificação não contemplam todos os estágios de vida e as próprias chaves, por sua vez, podem ser 

bastante difíceis de se usar, tornando o sistema todo fortemente dependente de especialistas 

(HEBERT et al., 2003b).  

Embora a abordagem tradicional continue e continuará sendo utilizada em muitos casos, a 

taxonomia precisa ser pluralista e integrar novas abordagens para solucionar a questão da 

delimitação de espécies, tanto do ponto de vista de acelerar a taxa na qual as espécies são descritas 

e descobertas quanto no tocante a incorporar evidências de diferentes naturezas – morfológica, 

molecular, ecológica, evolutiva, comportamental, etc. – para delimitar a entidade “espécie” 

(DAYRAT, 2005; PADIAL et al., 2010). 

  

1.2. A identificação molecular de espécies e a ideia do DNA barcoding 
 

Após padrões eletroforéticos de proteínas terem sido utilizados para identificar espécies na 
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década de 1960 (MANWELL e BAKER, 1963), diversas ferramentas moleculares foram incorporadas às 

rotinas de estudo da biodiversidade. Entre elas, os métodos baseados em DNA ganharam 

popularidade, uma vez que o DNA é relativamente estável, pode ser obtido em qualquer estágio de 

vida a partir de pequenas quantidades de material e porque sequências de DNA são altamente 

reprodutíveis (WARD et al., 2009). 

A taxa atual de redução da diversidade em todo o planeta cria uma necessidade de se 

acelerar a obtenção de conhecimento acerca da biodiversidade (SAVAGE, 1995) e, apesar de não 

pretenderem substituir a taxonomia morfológica tradicional, os métodos moleculares surgem como 

uma nova coluna para sustentar a abordagem da “taxonomia integrativa” (PADIAL et al., 2010).  

Diversos genes ou regiões do DNA têm sido historicamente empregadas como marcadores 

moleculares para a identificação de espécies com base em suas divergências genéticas – tais como o 

16S-rDNA e o Citocromo b obtidos do genoma mitocondrial e o ITS1-rDNA, o ITS2-rDNA e o 18S-rDNA 

do núcleo (HAJIBABAEI et al., 2007). Entretanto, visando o desenvolvimento de um sistema unificado 

de identificação molecular, um marcador padrão deve ser estabelecido para que os dados obtidos 

sejam comparáveis dentro de e entre espécies (WARD, 2009).  

Pensando nisso, Hebert e colaboradores (HEBERT et al., 2003a; HEBERT et al., 2003b) 

propuseram o uso de um segmento de aproximadamente 650 pares de bases da extremidade 5’ do 

gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade I (COI) como um sistema universal de 

identificação adequado para a maioria das espécies animais. As espécies são geralmente 

representadas por uma sequência particular ou por um grupo de sequências muito similares deste 

fragmento gênico, o que é conhecido como o “DNA barcode” daquela espécie, e o acúmulo de 

mutações entre as sequências barcode de duas espécies fornece a distância genética entre elas. Uma 

vez que as sequências de COI tendem a variar entre espécies, mas são relativamente constantes 

entre os indivíduos de uma mesma espécie, um espécime desconhecido ou uma amostra – como 

ovos, larvas, juvenis ou restos fragmentados – podem ser identificados comparando sua sequência 

com sequências disponíveis em uma biblioteca de referência derivada de material identificado por 

especialistas.  

Para sustentar o caráter de sistema global e unificado de identificação de animais, a 

“padronização” deve se estender às variáveis técnicas e aos métodos de análise, que não podem 

variar amplamente ao se analisar diferentes grupos mas, ao contrário, devem ser o mais constantes 

possível. Desta forma, embora em certos casos o desenho de primers específicos para um 

determinado grupo seja a única solução, a filosofia do DNA barcoding indica que primers que se 

aplicam à amplificação do COI em uma vasta gama de espécies são preferidos aos específicos, 

devendo ser testados primeiro. Também por uma questão de padronização, as análises de dados de 

barcode usam o algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) para a representação gráfica das distâncias entre 
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os grupos e o Kimura 2 parâmetros (K2P) como modelo de substituição de nucleotídeos (CASIRAGHI 

et al., 2010).  

O fragmento barcode padrão consiste na sequência de bases entre as posições 58 e 705 da 

extremidade 5’ do COI (WAUGH, 2007), e há na literatura alguma controvérsia a respeito da 

suficiência deste fragmento (ROE e SPERLING, 2007). No entanto, HEBERT et al. (2003a) argumentam 

que um fragmento de apenas 15 nucleotídeos gera 1 bilhão de combinações possíveis, considerando 

as 4 possibilidades de nucleotídeos em cada posição. Entretanto, não é conveniente limitar a região 

analisada a um tamanho tão pequeno, devido às limitações funcionais que fazem com que alguns 

nucleotídeos sejam mantidos constantes. Neste sentido, a escolha de um gene codificante é 

interessante, devido à natureza degenerada do código genético, que permite que mais de uma trinca 

codifique o mesmo aminoácido. Um outro fator a ser considerado é que, embora a maioria das 

posições seja constante em grupos próximos, mesmo a uma taxa modesta de substituição de 

nucleotídeos, parece plausível discriminarem-se espécies que usualmente persistem por milhões de 

anos usando um fragmento de mais de 600 pares de bases (STOECKLE, 2003). 

A partir da proposição deste sistema de identificação global para as espécies animais, a 

eficácia do fragmento barcode foi posta em teste em diversos grupos, como invertebrados (BARRETT 

e HEBERT, 2005; SMITH et al., 2005; COSTA et al., 2007), aves (YOO et al., 2006; KERR et al., 2007; 

WARD, 2009) e peixes (WARD et al., 2005; ELLEGREN et al., 2008; STEINKE et al., 2009a), e embora 

tenha havido casos em que o DNA barcoding apresentou um desempenho limitado ― subestimando 

o número real de espécies devido a um intenso compartilhamento de haplótipos do DNA 

mitocondrial (WHITWORTH et al., 2007), superestimando o número de espécies pela formação de 

grupos sem significado biológico (BROWER, 2006; DASMAHAPATRA et al., 2010) ou tornando as 

identificações ambíguas devido à sobreposição entre a variabilidade intra e interespecífica (MEIER et 

al., 2006), por exemplo — até o momento a região escolhida mostrou grande capacidade em 

discriminar espécies e em revelar diversidade críptica (WAUGH, 2007; FREZAL e LEBLOIS, 2008; 

BAKER et al., 2009; BECKER et al., 2011).  

Apesar de o COI ser eficaz na discriminação da maioria das espécies de animais, este gene 

não parece ser adequado para o estudo de plantas e fungos. Entre as plantas, o COI frequentemente 

apresenta íntrons derivados de transferências gênicas horizontais (CHO et al., 1998) e, assim como o 

genoma mitocondrial das plantas como um todo, apresenta baixas taxas de substituição (PALMER e 

HERBON, 1988). Diversos trabalhos têm testado o uso combinado de vários loci, principalmente 

provenientes do genoma dos plastídeos, para a identificação molecular de plantas (NEWMASTER et 

al., 2006; CHASE et al., 2007; KRESS et al., 2009) e, embora ainda não se tenha chegado a um 

consenso, o CBoL recomenda a utilização dos marcadores rbcL e matK (CBOL PLANT WORKING 

GROUP, 2009). Em relação aos fungos, a região ITS (internal transcribed spacer) tem sido 
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amplamente utilizada e parece ser mais adequada que outros marcadores já propostos (BEGEROW et 

al., 2010). HUANG et al. (2008) chamam a atenção para a o fato de que a alta taxa de evolução do 

COI, uma característica da maioria dos metazoários, seja mais baixa em grupos animais basais, como 

Anthozoa e Porifera. Assim, a alta taxa evolutiva do genoma mitocondrial seria uma característica 

sinapomórfica para os animais e não seria compartilhada com as plantas e com os fungos. 

Após um amplo trabalho de análise em sequências de COI de mais de mil espécies de peixes 

e mais de 600 espécies de aves, WARD (2009) concluiu que pares de sequências com divergência 

baixa entre si têm grandes chances de terem sido amostrados de indivíduos coespecíficos. A uma 

taxa de 2% de divergência entre duas sequências, no entanto, suas chances de pertencerem à 

mesma espécie caem a 1%, enquanto elas passam a ter 99% de chance de serem congenéricas. Na 

tentativa de acelerar a descoberta de espécies crípticas por meio do DNA barcode, HEBERT et al. 

(2004) propuseram que um limiar 10 vezes superior à divergência média intraespecífica poderia 

sinalizar a descoberta de novas espécies — dando origem ao conceito do “barcode gap”. No entanto, 

trabalhos posteriores (MEYER e PAULAY, 2005; MEIER et al., 2006; WIEMERS e FIEDLER, 2007) 

questionam a existência ou ao menos a universalidade deste conceito, sugerindo que possa tratar-se 

de um artefato ou de lacunas na amostragem do grupo. 

Se, por um lado, um dos problemas que se interpõem à identificação molecular de espécies é 

a ocorrência de divergências genéticas profundas entre indivíduos atribuídos à mesma espécie, 

sinalizando fluxo gênico restrito e ocorrência de diversidade encoberta, no outro extremo estão os 

casos de divergência interespecífica muito baixa entre grupos reconhecidos como espécies distintas, 

indicando processos recentes de especiação ou uma superestimativa da diversidade (APRIL et al., 

2011). Para casos como este último, a análise do fragmento barcode em busca de nucleotídeos 

diagnósticos — caracteres que são únicos para uma espécie, em comparação ao conjunto de 

espécies com a qual ela está sendo comparada — pode ser informativa (WONG et al., 2009). 

O gerenciamento dos esforços em se atribuir um DNA barcode ao maior número de grupos 

de organismos possível é coordenado por um consórcio internacional, o Consortium for the Barcode 

of Life (http://www.barcodeoflife.org/), que agrupa as iniciativas para o estudo de grupos específicos 

em campanhas, como o FishBOL (http://www.fishbol.org/) — a iniciativa global de compilar uma 

biblioteca de sequências barcode para todos os peixes. A ideia do DNA barcoding, em termos 

práticos, é construir um banco de dados o mais completo e representativo possível, em que as 

sequências lá depositadas sejam ligadas às informações sobre os espécimes sequenciados — sua 

classificação, o local de sua coleta, o responsável por sua identificação, uma fotografia. Tais 

informações, bem como os eletroferogramas que deram origem à sequência atribuída ao espécime, 

constituem-se em “evidências”, ao contrário do que acontece com dados armazenados, por 

exemplo, no GenBank, que ligam uma sequência inferida a uma espécie, também inferida, excluindo 
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a possibilidade de que tanto o espécime quanto o gene sejam reexaminados por qualquer 

pesquisador (WARD et al., 2009; STEINKE e HANNER, 2010). 

À medida em que bibliotecas-referência de sequências barcode vão sendo compiladas para 

os mais diferentes grupos de animais, elas fornecem subsídios para estudos subsequentes 

envolvendo esta fauna. A capacidade de identificar espécies a partir de formas larvais, de restos 

fragmentados de indivíduos como os encontrados em conteúdos estomacais, ou de pelos e outras 

partes do corpo deixadas no ambiente, abre caminhos para uma melhor compreensão sobre as 

interações entre espécies e pode ajudar a calibrar as estimativas de composição e riqueza de 

espécies em um ecossistema (VALENTINI et al., 2009). Estas bibliotecas também constituem-se em 

uma ferramenta para autenticar espécies comercializadas detectando fraudes, intencionais ou não, 

na identificação de bioprodutos (WONG e HANNER, 2008; BARBUTO et al., 2010) e também para 

auxiliar no monitoramento da exploração ilegal de espécies ameaçadas (BAKER, 2008). 

 

1.3. Área de abrangência, grupo investigado e relevância do estudo: os peixes marinhos do Sudeste e 
do Sul do Brasil 
 

As áreas costeiras no Brasil passaram por um forte processo de urbanização após a expansão 

industrial em meados da década de 1950. Grandes centros urbanos e industriais, como São Paulo e 

Rio de Janeiro, têm mostrado sinais do impacto e da degradação, especialmente devido ao acúmulo 

de resíduos domésticos e industriais, ao turismo e à pesca (DIEGUES, 1999). Considerando as zonas 

costeiras do Brasil, a macroregião Sudeste é a que apresenta os maiores índices de densidade 

populacional, reflexo do caráter concentrador da urbanização, e também é considerada um local de 

alto risco tecnológico – o potencial de ocorrência de eventos danosos à vida em consequência da 

estrutura produtiva – devido à grande concentração produtiva no trecho entre Santos, no estado de 

São Paulo, e Macaé, no Rio de Janeiro (MMA, 2008). 

As regiões Sudeste e Sul do Brasil fazem parte, do ponto de vista zoogeográfico, da mesma 

Província, caracterizada como uma zona de transição faunística onde coexistem espécies tropicais e 

espécies de águas frias (PALACIO, 1982). Estimativas apontam a existência de mais de 1200 espécies 

de peixes marinhos nos diversos habitats em todo o Brasil (MENEZES et al., 2003), sendo que quase 

metade delas pode ser encontrada na região de São Paulo (MENEZES, 2011). As espécies demersais e 

pelágicas são relativamente uniformes ao longo de amplas regiões, com níveis de endemismo baixos 

e restritos às espécies recifais (AMARAL e JABLONSKI, 2005). 

A maior parte da informação disponível sobre a biodiversidade marinha brasileira refere-se à 

plataforma continental, com vários trabalhos abordando taxonomia, filogenia, biogeografia, ecologia 

e conservação de muitos organismos marinhos. Coleções representando a biodiversidade marinha 
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estão presentes em várias instituições no Brasil e diversas listas de espécies e guias ilustrados têm 

sido recentemente produzidos (MILOSLAVICH et al., 2011). Embora a alteração mais comum na 

biodiversidade marinha devida aos impactos antrópicos seja a redução dos estoques populacionais, a 

extinção de espécies e a perda não contabilizada de espécies ainda não descritas são uma realidade 

(SALA e KNOWLTON, 2006).  

 Para melhor avaliar os impactos nos estoques de peixes marinhos das regiões Sudeste e Sul 

do Brasil e para construir uma base sólida de conhecimentos para as iniciativas conservacionistas, a 

identificação acurada das espécies é fundamental. Desta forma, este trabalho propõe-se a investigar 

se as espécies de peixes marinhos das regiões Sudeste e Sul do Brasil, com ênfase no litoral de São 

Paulo, são unidades moleculares com perfis individualizadores de COI que possam ser usados na 

identificação e delimitação destas espécies. 

 

 

 



15 
 
2. OBJETIVOS 
 

Considerando o bom desempenho da abordagem do DNA barcoding em identificar e 

discriminar espécies de animais, a ampla diversidade de peixes marinhos das regiões Sudeste e Sul 

do Brasil, o escasso conhecimento molecular acerca desta importante ictiofauna e o impacto 

contundente ao qual os ambientes costeiros têm sido historicamente submetidos, o presente estudo 

tem como objetivos:  

 

i) sequenciar o fragmento barcode do gene mitocondrial COI de espécies de peixes marinhos 

encontrados no Sudeste e no Sul do Brasil, principalmente no estado de São Paulo; 

 

ii) avaliar a utilização destas sequências na discriminação das diferentes espécies analisadas; 

 

iii) revelar possíveis casos de espécies crípticas, procurando expandir o conhecimento sobre a fauna 

de peixes marinhos destas regiões; 

 

iv) disponibilizar as sequências obtidas no GenBank e no sítio FishBOL (www.fishbol.org), criando um 

sistema de identificação baseado no COI (DNA barcode) das espécies analisadas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Obtenção das amostras  
 

 Os espécimes analisados no presente trabalho foram obtidos por meio de arrastos de fundo 

realizados nos litorais de Ubatuba, SP; Cananeia, SP; Guarujá, SP e Macaé, RJ; pela aquisição de 

exemplares em desembarques ou peixarias locais nas cidades de Cananeia, SP; Guarujá, SP e Macaé, 

RJ, e no CEASA de São Paulo, SP; pela concessão de amostras das regiões de Ubatuba, SP; Guarujá, 

SP; Santos, SP; Pontal do Paraná, PR; e das regiões oceânicas de Santa Catarina e do Rio de Janeiro, 

por pesquisadores colaboradores; e pela utilização de amostras previamente coletadas no litoral de 

Ubatuba, SP, por meio de arrastos de fundo, depositadas na Coleção do Laboratório de Biologia e 

Genética de Peixes (LBP) do Instituto de Biociências da Unesp de Botucatu. Os pontos de coleta estão 

indicados na Figura 1, bem como os pontos estimados para a coleta dos espécimes obtidos em 

desembarques ou peixarias, conforme informações dos pescadores locais.  

 

 
Figura 1. Distribuição dos pontos de coleta dos espécimes 1 

 

                                                           
1 A= 26°21'7.2"S; 45°8'20.4"W; B= 25°6'18"S; 47°46'51.6"W; C= 25°3'28.8"S; 47°53'13.2"W; D= 24°36'57.6"S; 
46°7'58.8"W; E= 24°3'17.9"S; 46°20'27.6"W; F= 23°51'46.8"S; 46°9'7.2"W; G= 23°30'21.6"S; 45°2'2.4"W; H= 
25°45'0"S; 44°25'1.2"W; I= 21°53'27.6"S; 40°42'28.8"W; J= 22°22'26.4"S; 41°43'15.6"W; K= 23°29'16.8"S; 
45°4'12"W; L= 23°49'1.2"S; 40°16'58.8"W; M= 25°23'24"S; 48°17'59.9"W; N= 29°7'1.2"S; 49°19'58.8"W 
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Um fragmento de músculo, brânquia ou nadadeira foi removido de cada indivíduo e 

preservado em etanol 95% sob temperatura de -20°C para os estudos moleculares. Todos os 

espécimes foram identificados, com base em suas características morfológicas, pelo Dr. Rodrigo 

Antunes Caires ou pelos especialistas que cederam as amostras. Sempre que possível, os espécimes 

foram fixados inteiros em formol a 10% e posteriormente conservados em etanol a 70% na Coleção 

do LBP. No entanto, devido à restrição em armazenar peixes grandes, alguns espécimes não foram 

preservados, mas suas imagens digitais ou e-vouchers foram mantidos seguindo as recomendações 

do protocolo para os colaboradores do Fish Barcode of Life Initiative (FishBOL) (STEINKE e HANNER, 

2010). 

Dados dos espécimes, incluindo informações sobre o local de coleta e a classificação dos 

espécimes, estão registrados no BOLD (www.boldsystems.org) sob o projeto “Marine Fishes from São 

Paulo, Brazil – Part 1” (código: MFSPI), e as sequências analisadas foram depositadas no GenBank, de 

acordo com o recomendado para a criação de bibliotecas de DNA barcode (HUBERT et al., 2008; 

WARD et al., 2009) (Apêndice A). 

 

3.2. Extração do DNA  
 

Os ensaios moleculares foram realizados no Laboratório de Biologia e Genética de Peixes, 

UNESP/Botucatu (LBP), e no Canadian Centre for DNA Barcoding (CCDB), integrado ao Biodiversity 

Institute of Ontario (BIO), University of Guelph, Guelph, Canadá, sob a orientação do professor PhD. 

Robert Hanner, Diretor Associado do CCDB e Coordenador do FishBOL, durante um estágio de 

colaboração científica. 

O DNA total de cada espécime foi isolado utilizando-se um kit comercial para extração de 

DNA (DNeasy Blood & Tissue Kit, Quiagen) ou o método de extração descrito por ALJANABI e 

MARTINEZ (1997), no LBP; ou após digestão overnight dos tecidos com tampão de lise para 

vertebrados e proteinase K a 56°C, e posteriormente extraído em placas com filtro de fibra de vidro 

(AcroPrep™96Filter Plates – 1 ml, Pall Life Sciences) usando uma estação automatizada (Biomek NX, 

Beckman Coulter), conforme IVANOVA et al. (2006), no CCDB. 

 

3.3. Amplificação do COI por PCR 
 

O fragmento de 652 pares de bases da extremidade 5’ do gene mitocondrial COI foi 

amplificado por PCR usando diferentes combinações de primers: FishF1, FishR1, FishF2, FishR2 

(WARD et al., 2005); os primer cocktails C_FishF1t1–C_FishR1t1 e C_VF1LFt1–C_VR1LRt1, com caudas 
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M13 (IVANOVA et al., 2007); ou os primers L5698-Asn (MIYA e NISHIDA, 2000) e H7271-COI (MELO et 

al., 2011).  

Os mixes para PCR foram baseados nas diretrizes de STEINKE e HANNER (2010), com leves 

ajustes de acordo com a espécie à qual pertencia o DNA a ser amplificado e a DNA polimerase usada. 

No LBP, os mixes incluíram 7,475 μl de água ultrapura; 1,25 μl de tampão para PCR 10X; 0,375 μl de 

MgCl2 (50 mM); 0,5 μl de cada primer (10 μM); 0,2 μl de dNTP mix (2 mM); 0,2 μl de Taq DNA 

polimerase PHT (Phoneutria Biotecnologia e Serviços Ltda, Brasil; 5 U/μl); e 2,0 μl de DNA template 

(50 ng/μl); ou 6,1 μl de água ultrapura; 2,0 μl de tampão para PCR 5X; 0,5 μl de cada primer (10 μM); 

0,2 μl de dNTP mix (2 mM); 0,2 μl de Phire® Hot Start II DNA Polymerase (Finnzymes, Thermo Fisher 

Scientific, Finland); e 0,5 μl de DNA template (50 ng/μl). No CCDB, os mixes para PCR incluíram 6,25 

μl de trehalose a 10%; 2 μl de água ultrapura; 1,25 μl de tampão para PCR 10X; 0,625 μl de MgCl2 (50 

mM); 0,125 μl de cada primer (0,01 mM); 0,0625 μl de cada dNTP (0,05 mM); 0,625 μl de Platinum® 

Taq DNA Polymerase (Invitrogen™); e 2,0 μl de DNA template.  

As amplificações foram efetuadas em termocicladores (Veriti® 96-well Thermal Cycler, 

Applied Biosystems™, no LBP, e Mastercycler® EPGradient, Eppendorf, no CCDB), com as condições 

variando de acordo com o primer utilizado. No LBP, duas programações foram utilizadas: 2 min a 

95°C; 2 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 55°C e 1 min a 72°C; 2 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 50°C e 1 min a 

72°C; 2 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 48°C e 1 min a 72°C; 25 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 50°C e 2 min a 

72°C; e 5 min a 72°C (quando utilizada a Taq DNA polimerase PHT); ou 5 min a 98°C; 30 ciclos de 5s a 

98°C, 15s a 56°C e 30s a 72°C; e 1 min a 72°C (quando utilizada a Phire® Hot Start II DNA Polymerase). 

No CCDB, as condições de amplificação foram: 1 min a 94°C; 5 ciclos de 30s a 94°C, 40s a 45-50°C e 1 

min a 72°C; 30-35 ciclos de 30s a 94°C, 40s a 51-54°C e 1 min a 72°C; e 10 min a 72°C. 

O sucesso da amplificação foi checado via eletroforese em gel de agarose a 1% corado com 

Blue Green Loading Dye I (LGC Biotecnologia) ou com GelGreen™ (Biotium, Inc.) , no LBP, ou em E-

gel®96 (Invitrogen™), no CCDB. No LBP, os produtos de PCR amplificados (110 ng/μl) foram 

purificados com uma solução de ExoSap-IT® (USB Corporation). 

 

3.4. Sequenciamento do DNA 
 

No LBP, os produtos de PCR purificados foram marcados em uma reação com BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit (ABI), usando 3,55 μl de água ultrapura; 1,05 μl 

de tampão de sequenciamento 5X; 0,7 μl de Dye Terminator mix v3.1; 0,7 μl do primer (10 mM); e 

1,0 μl do produto de PCR (50 ng/μl). As condições de termociclagem da reação consistiram em 2 min 

a 98°C seguidos por 35 ciclos de 45s a 98°C, 1 min a 50°C e 4 min a 60°C. No CCDB, a reação incluiu 
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1,875 μl de tampão de sequenciamento 5X; 5,0 μl de trehalose a 10%; 1,0 μl do primer (10 mM); 

0,875 μl de água ultrapura; 0,25 μl de Dye Terminator mix v3.1; e 0,5-1,2 μl do produto de PCR.  

Os produtos marcados foram purificados por precipitação com EDTA/ acetato de sódio/ 

etanol, no LBP, ou com Sephadex® G-50 (Sigma-Aldrich), no CCDB, e então sequenciados 

bidirecionalmente em sequenciadores automáticos de DNA: ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems™), de 4 capilares, e ABI 3500 Genetic Analyzer, de 8 capilares, no LBP, e ABI 3730 DNA 

Analyzer, de 48 capilares, no CCDB. 

 

3.5. Análise dos dados 
 

A sequência barcode de cada espécime foi inferida a partir da sobreposição das sequências 

bidirecionais obtidas de cada amostra usando os softwares SeqScape v2.6 (Applied Biosystems™), 

Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation) ou CodonCode Aligner (Codon Code Corporation), assim 

como a verificação da presença de inserções, deleções ou códons de parada. Alinhamentos múltiplos 

das sequências foram realizados através do software Clustal X (CHENNA, 2003) e analisados com o 

software BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.5.3 (HALL, 1999). 

O cálculo da composição média de nucleotídeos das sequências, a análise da distância das 

espécies ao seu vizinho mais próximo, a análise de caracteres diagnósticos e a determinação das 

distâncias genéticas dentro de e entre espécies — calculadas usando o modelo de substituição de 

nucleotídeos Kimura-2-parâmetros, K2P (KIMURA, 1980) — foram realizados utilizando as 

ferramentas do BOLD (RATNASINGHAM e HEBERT, 2007). 

Os padrões de divergência sugeridos pelas distâncias intra e interespecíficas foram 

graficamente representados usando um dendrograma de Neighbor-Joining (NJ) com 1000 réplicas de 

bootstrap, feito no MEGA v5.0 (TAMURA et al., 2011). 

 

 

 

 



20 
 
4. RESULTADOS 
 

Um total de 1060 espécimes, representando 168 espécies de peixes marinhos, foram obtidos 

para a realização deste trabalho. Todos os espécimes passaram pelos procedimentos moleculares 

pelo menos uma vez. Para as amostras que não foram bem sucedidos na primeira tentativa, foram 

feitas avaliações buscando encontrar a etapa ― isolamento do DNA, amplificação ou 

sequenciamento do gene ― em que teria se dado a falha e posteriormente o procedimento 

referente a esta etapa era repetido com alterações no protocolo voltadas a solucionar o problema. 

Ainda assim, 160 espécimes foram repetidamente resistentes aos procedimentos técnicos e, entre as 

amostras bem sucedidas nas etapas laboratoriais, 25 foram excluídas das análises posteriores por 

apresentarem sequências com suspeita de contaminação.  

Desta forma, as sequências do COI de 875 espécimes, representando 156 espécies e 124 

gêneros, compõem a biblioteca apresentada neste trabalho (Apêndice A). Na tentativa de levar em 

consideração a variação intraespecífica, múltiplos espécimes (uma média de 5,61 espécimes por 

espécie) foram analisados da maioria das espécies (133/156). Entretanto, espécies representadas por 

um único espécime (23/156) foram incluídas na análise como um primeiro passo para melhor 

entender sua identidade genética (Figura 2a). 

 

a) b) 

  
 

Figura 2. Número de indivíduos analisados em cada espécie (a) e comprimento aproveitado das 
sequências (pb) para os 875 indivíduos analisados (b) 

 

Embora a sequência barcode padrão seja um fragmento de 652 pares de bases, sequências 

que apresentaram pelo menos 400 pares de bases com qualidade acima de um limiar pré-

estabelecido — bases do dado analisado sem pico secundário ou com pico secundário atingindo no 

máximo 25% do tamanho do pico principal; bases com QV igual ou superior a 20 — também foram 

utilizadas. Desta forma, as sequências utilizadas variaram entre 403 e 652 pares de bases, sendo que 

98,5% delas foram mais longas que 600 pb (Figura 2b). As sequências utilizadas não apresentaram 

indels ou stop condons, os quais poderiam indicar a amplificação de NUMTs — fragmentos de DNA
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mitocondrial transferidos para o genoma nuclear —, e tiveram menos de 2% de bases ambíguas. As 

médias gerais das frequências nucleotídicas foram G = 18,55%; C = 28,66%; A = 23,62%; e T = 29,14%. 

Das espécies analisadas, 146 (93,6% do total) puderam ser discriminadas sem ambiguidade 

pela abordagem do DNA barcoding. A árvore de Neighbor-Joining (Apêndice B) mostra que os 

espécimes determinados como coespecíficos tendem a se agrupar em unidades relativamente 

coesas. A distância K2P média dentro das espécies (0,40%) foi cerca de 30 vezes inferior à distância 

média dentro de gêneros (12,35%), com a variação genética progressivamente maior nas categorias 

taxonômicas superiores (Tabela 1; Figura 3). 

 

 

Tabela 1. Distâncias genéticas (K2P) dentro de diferentes níveis taxonômicos para os 875 espécimes de 
peixes analisados 

    Divergência genética K2P (%) 

 N Taxa Comparações Mín. Média ± EP Máx. 

Dentro de espécies 847 132 3674 0 0,399 ± 0,019 12,634 b 

Dentro de gêneros 865 113 1163 0,617 a 12,351 ± 0,133 † 27,539 

Dentro de famílias 871 61 18238 0 c 18,905 ± 0,023 ‡ 27,936 

Dentro de ordens 874 21 116945 11,267 23,465 ± 0,007 34,650 

Dentro de classes 875 2 178031 13,685 24,987 ± 0,006 36,234 
 
a Devido ao par de espécies Genidens barbus – G. genidens;  
b Devido à espécie Peprilus paru; 
c Devido ao par de espécies Aspistor luniscutis – Notarius grandicassis. 
† p < 0,05 em relação à divergência média entre coespecíficos (Mann-Whitney). 
‡ p < 0,05 em relação à divergência média entre congenéricos (Mann-Whitney). 

 
 

 
 

Figura 3. Distribuição das médias das distâncias médias (K2P) entre indivíduos coespecíficos, congenéricos 
e confamiliares 
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A análise da distância ao vizinho mais próximo (Apêndice C) revelou dois pares de espécies 

com distância genética menor que 2% entre si.  Os indivíduos de Genidens barbus (com K2P interna 

média de 0,06%) divergiram em média 0,65% dos indivíduos de Genidens genidens (com K2P interna 

nula). Para o segundo par de espécies, os indivíduos de Aspistor luniscutis e os indivíduos de Notarius 

grandicassis formaram um único cluster, com divergência interna nula (Figura 4a). Analisando as 

sequências de todos os indivíduos destas espécies, verificou-se que em G. genidens e G. barbus as 

bases nas posições 165, 270, 420 e 555 têm valor diagnóstico para a distinção destes dois grupos 

(Figura 4b). Para A. luniscutis e N. grandicassis não foram encontrados caracteres diagnósticos. 

 

a) 

 

 

 

   

 
         165     //     270     //     420     //     555 

b) >LBPV48672 G. barbus >LBPV48674 G. barbus 
>LBPV48673 G. barbus 
>LBPV46918 G. barbus 
>LBPV51374 G. barbus 
>LBPV40525 G. genidens 
>LBPV40604 G. genidens 
>LBPV40529 G. genidens 
>LBPV40603 G. genidens 
>LBPV40540 G. genidens 

...GUAAUACCA......CUCCCUCCA......GUUUCGUCA......CCAGUUCUA... 

...GUAAUACCA......CUCCCUCCA......GUUUCGUCA......CCAGUUCUA... 

...GUAAUACCA......CUCCCUCCA......GUUUCGUCA......CCAGUUCUA... 

...GUAAUACCA......CUCCCUCCA......GUUUCGUCA......CCAGUUCUA... 

...GUAAUACCA......CUCCCUCCA......GUUUCGUCA......CCAGUUCUA... 

...GUAAUGCCA......CUCCCCCCA......GUUUCAUCA......CCAGUCCUA... 

...GUAAUGCCA......CUCCCCCCA......GUUUCAUCA......CCAGUCCUA... 

...GUAAUGCCA......CUCCCCCCA......GUUUCAUCA......CCAGUCCUA... 

...GUAAUGCCA......CUCCCCCCA......GUUUCAUCA......CCAGUCCUA... 

...GUAAUGCCA......CUCCCCCCA......GUUUCAUCA......CCAGUCCUA... 
 

Figura 4. Árvores de NJ das sequências de COI de dois pares de espécies com divergências (K2P) 
intraespecíficas inferiores a 2% entre si (a) e nucleotídeos diagnósticos nas sequências do COI das 

espécies G. barbus e G. genidens (b) 

 

Entre as espécies com dois ou mais espécimes analisados, seis mostraram divergências 

intraespecíficas maiores que 2%: Caranx hippos; Carcharhinus limbatus; Larimus breviceps; Peprilus 

paru; Pomadasys corvinaeformis e Trichiurus lepturus (Figura 6). Para os C. hippos, o indivíduo 

LBPV35146 divergiu por 2,03% do indivíduo LBPV35145.1, parte de um grupo de quatro indivíduos 

com divergência interna média de 0,08%. Embora este valor de divergência máxima entre indivíduos 

exceda o limiar de 2%, a divergência média entre o indivíduo LBPV35146 e os demais espécimes 

desta espécie é de 1,92%. Para a espécie C. limbatus, o indivíduo LBPV53117 divergiu por 5,66% do 

grupo formado pelos outros quatro indivíduos, com divergência interna nula. Entre os indivíduos de 

L. breviceps, o espécime LBPV51368 divergiu por 7,75% dos outros 20 indivíduos, agrupados entre si 

com divergência média de 0,27%. OS espécimes de P. paru formaram dois subgrupos com 
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divergência interna nula, porém distantes geneticamente 12,63%. Para os P. corvinaeformis, o 

indivíduo LBPV51404 divergiu por 2,18% dos outros sete indivíduos coespecíficos, com divergência 

nula entre si. Por fim, entre os indivíduos de T. lepturus, o espécime LBPV51419 divergiu por 3,07% 

dos demais 16 indivíduos, agrupados entre si com divergência média de 0,59%. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5. Árvores de NJ das sequências de COI das seis espécies de peixes que apresentaram divergências 
(K2P) intraespecíficas superiores a 2%. As letras entre parênteses representam o ponto de coleta de cada 

indivíduo 
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5. DISCUSSÃO 
 

 A abordagem do DNA barcoding surge de uma crescente necessidade de obter conhecimento 

sobre a biodiversidade de uma forma mais acurada e mais rápida. Pressões, como superexploração, 

urbanização e perda de habitats são ameaças reais a todas as formas de vida e a identificação de 

espécies é o primeiro passo para delinear as ações de conservação. Com relação aos peixes, a 

identificação errônea ou imprecisa de espécies é um problema significativo para o cultivo de 

estoques e para o controle da pesca (LLEONART et al., 2006), e abordagens exclusivamente 

morfológicas têm limitações para a identificação de indivíduos jovens, avariados ou fragmentados, 

bem como para a identificação de taxa crípticos. 

 A presente investigação demonstra que o DNA barcode identifica com acurácia os peixes 

marinhos do Sudeste e do Sul do Brasil, e também contribui com a iniciativa global Barcoding of Life 

Initiative, fornecendo uma biblioteca de sequências barcode para 156 espécies de peixes marinhos 

do Sudeste e do Sul do Brasil (Apêndice A). Cerca de um terço destas espécies constituem-se de 

grupos ainda não contemplados no BOLD, e o restante aumenta a representatividade das sequências 

previamente depositadas por pesquisadores de várias partes do mundo. 

A maioria das espécies (93,6%) pôde ser discriminada pela divergência entre suas sequências 

de COI. A distância genética média aumentou progressivamente em níveis taxonômicos superiores 

(Tabela 1; Figura 3), corroborando a ideia de um aumento significativo da divergência genética nos 

limites das espécies (HEBERT et al., 2003b). A distância K2P média dentro das espécies encontrada 

aqui (0,40%) é próxima ao mesmo parâmetro encontrado em amplas análises recentemente feitas 

em condricties da Australásia, 0,37% (WARD et al., 2008); em peixes marinhos da Antártica, 0,38% 

(ROCK et al., 2008) e da Austrália, 0,39% (WARD et al., 2005); e em peixes ornamentais do Índico e 

do Pacífico, 0,42% (STEINKE et al., 2009b); levemente mais alta que em peixes do Pacífico do Canadá, 

0,25% (STEINKE et al., 2009a); da Índia, 0,30% (LAKRA et al., 2011); e da China, 0,32% (ZHANG, 2011); 

e levemente mais baixa que em peixes marinhos da Europa, 0,59% (KOCHZIUS et al., 2010). No 

entanto, neste estudo, a distância K2P média entre indivíduos congenéricos (12,35%) foi superior aos 

valores encontrados em quase todas estas compilações, que variaram entre 3,75 e 10,81%, sendo 

inferior apenas ao valor encontrado no estudo chinês (15,74%). Este resultado pode dever-se ao fato 

de que poucas espécies congenéricas foram amostradas (156 espécies para 124 gêneros), 

superestimando a distância média real dentro de gêneros.  

 Ao longo de todo o estudo, os indivíduos que apresentaram perfis de COI que divergiam do 

padrão esperado pela sua identificação baseada em caracteres morfológicos eram ressubmetidos às 

avaliações morfológicas, em busca de possíveis fontes de erro na identificação inicial ou de 

problemas como a presença de indivíduos pertencentes a duas espécies diferentes no mesmo lote da
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Coleção. Para alguns indivíduos, a inadequação foi comprovada e uma reidentificação pôde ser feita. 

Porém, para outros, os vereditos molecular e morfológico não coincidiram, ocasionando situações 

em que indivíduos de uma mesma espécie apresentam profundas divergências entre suas sequências 

barcode ou casos em que indivíduos de duas espécies diferentes compartilham sequências próximas 

entre si. Enquanto 93,5% das espécies analisadas apresentaram divergência entre 2,19 e 26,64% em 

relação a seu grupo mais próximo, dois pares de espécies — Genidens genidens e Genidens barbus; 

Aspistor luniscutis e Notarius grandicassis — divergiram menos que 2% entre si (Figura 4a). Por outro 

lado, a análise das distâncias genéticas indicou uma variação do COI superior a 2% entre indivíduos 

identificados como coespecíficos em seis espécies — Caranx hippos, Carcharhinus limbatus, Larimus 

breviceps, Peprilus paru, Pomadasys corvinaeformis e Trichiurus lepturus (Figura 5).  

Apesar de a distância entre G. genidens e G. barbus ser baixa, há evidências morfológicas e 

citogenéticas de que estes grupos sejam, de fato, unidades separadas. Entre os indivíduos das duas 

espécies há diferenças evidentes no formato do processo occipital e da placa pré-dorsal, no formato 

do pré-maxilar e do palatino e na disposição dos dentes vomerianos, que são características 

diagnósticas dos bagres marinhos (MARCENIUK e MENEZES, 2007) e, embora os cariótipos de ambas 

as espécies constituam-se por 56 cromossomos, eles são estruturalmente diferentes e somente G. 

barbus possui cromossomos sexuais (GOMES et al., 1994; SCZEPANSKI et al., 2010). Tais evidências, 

somadas à presença de nucleotídeos diagnósticos em quatro posições ao longo do fragmento 

barcode destas espécies (Figura 4b), todas na terceira posição do códon e silenciosas, nos indicam a 

presença de duas espécies com divergência interespecífica baixa entre si. Em relação aos indivíduos 

de A. luniscutis e N. grandicassis, não foram encontrados caracteres diagnósticos ou divergência 

molecular, embora evidências morfológicas (MARCENIUK e MENEZES, 2007) sustentem a existência 

de duas espécies. 

 Entre os indivíduos das espécies com divergência interna mais profunda, não há evidência 

sustentando que estas sejam produto da existência de populações alopátricas, uma vez que um ou 

mais indivíduos do grupo mais coeso foram coletados no mesmo local em que o foram os indivíduos 

segregantes (Figura 5). Desta forma, os resultados podem sugerir a existência de diversidade críptica, 

possibilidade que deve ser mais profundamente investigada. Em casos como estes, os defensores de 

uma abordagem integrativa destacam o fato de que a congruência de diferentes caracteres — 

moleculares, morfológicos e dados de isolamento reprodutivo — deveria ser tomada em 

consideração (DAYRAT, 2005). PADIAL et al. (2010) argumentam que dois grupos de indivíduos 

separados apenas pelo DNA barcode podem ser linhagens coespecíficas já bastante afastadas 

evolutivamente ou espécies candidatas não confirmadas. Porém, nos casos de haver divergência 

molecular associada a divergência em algum outro caráter, concomitante à ocorrência sintópica dos 

dois grupos, à divergência em um caráter mediando o isolamento reprodutivo ou à divergência em 
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um caráter de reconhecido valor diagnóstico para os grupos, eles representam espécies candidatas 

confirmadas. 

Outra possibilidade para a ocorrência de disparidades entre as sequências barcode de 

indivíduos coespecíficos é a amplificação de pseudogenes juntamente com o fragmento alvo do COI 

(SONG et al., 2008). Embora todas as sequências tenham sido checadas para a ocorrência de 

inserções, deleções e stop codons, cópias nucleares não funcionais da região do genoma 

mitocondrial onde se encontra o COI com mutações pontuais podem ter sido responsáveis pelos 

padrões encontrados. 

 PADIAL et al. (2010) destacam que, embora a delimitação de espécies seja um grande desafio 

quantitativo, levando em consideração que das 10 milhões de espécies de eucariotos estimadas, 

somente cerca de 2 milhões delas já foram de alguma forma descritas, o primeiro desafio é, na 

verdade, qualitativo – alcançar o consenso sobre a categoria básica sobre o qual toda a taxonomia se 

apoia: a “espécie”. No entanto, CASIRAGHI et al. (2010) ponderam que a “entidade molecular” 

identificada pelo método do barcoding e a espécie definida pela taxonomia tradicional não são 

necessariamente equivalentes, uma vez que o significado biológico das entidades identificadas pelo 

DNA barcode não pode ser diretamente extraído a menos que esteja clara a ligação da “espécie” ao 

padrão de variabilidade de um único marcador de DNA. Porém, de um modo talvez surpreendente, 

vários atributos importantes do genoma mitocondrial completo, como composição nucleotídica e 

padrões de assimetria das fitas, podem ser preditos com acurácia a partir de sequências barcode 

(MIN e HICKEY, 2007). 

 O DNA barcoding utiliza dendrogramas como forma de demonstrar graficamente os 

resultados de distância genética, o que pode gerar alguma confusão entre o real propósito desta 

abordagem – identificar e delimitar espécies – e a atividade de reconstrução filogenética, na qual são 

usados cladogramas para representar as relações de parentesco entre grupos. DNA barcodes não 

têm sinal filogenético suficiente para resolver relações evolutivas, especialmente em níveis mais 

profundos, e uma análise filogenética deve levar em consideração múltiplos loci para ter uma 

resolução adequada e evitar um resultado enviesado pelo comportamento evolutivo de um único 

gene (HAJIBABAEI et al., 2007). Indo de acordo com a filosofia de padronização do DNA barcoding, o 

Neighbor-Joining (NJ) é o método de construção de árvores escolhido e a correção Kimura-2-

parâmetros (K2P) é o modelo de substituição de nucleotídeos utilizado. Comparando o desempenho 

de diferentes métodos de construção de árvores em dados de barcode, AUSTERLITZ et al. (2009) 

concluem que nenhum dos métodos testados parece ser o melhor em todos os casos, dependendo 

do tempo de divergência entre os grupos, o tamanho da amostra e o número de espécies analisadas, 

por exemplo. Quanto à correção utilizada, K2P é considerado o melhor modelo de substituição para 

distâncias genéticas pequenas (NEI e KHUMAR, 2000; FELSENSTEIN, 2004). 
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O presente estudo corrobora a ideia de que o DNA barcoding baseado no fragmento parcial 

do gene mitocondrial COI é uma ferramenta adequada para discriminar a maioria das espécies de 

animais. Desde que foi proposto como um sistema global para a identificação de animais (HEBERT et 

al., 2003b), seu desempenho em discriminar com acurácia um grande número de espécies tem sido 

satisfatório (FREZAL e LEBLOIS, 2008). LANE (2009) e GERSHONI et al. (2009) sugeriram uma razão 

maior que coincidência ou conveniência para este desempenho do DNA barcoding baseado em COI 

— eles propõem que os genes mitocondriais podem, na verdade, ser agentes poderosos do processo 

de especiação. Evidências sugerem que a evolução do genoma mitocondrial esteja sujeita à ação de 

forças como seleção e efeito carona, ao invés de ser primariamente dirigida pela deriva genética e 

com taxa evolutiva constante, de forma que ele não seria, ao menos a priori, um marcador 

estritamente neutro (BALLARD e WHITLOCK, 2004).  

O gene COI codifica a primeira subunidade da Citocromo c oxidase (COX), a enzima terminal 

da cadeia transportadora de elétrons dos eucariotos, e de alguns procariotos. Em vertebrados, este 

importante complexo catalítico é formado por três subunidades codificadas a partir do genoma 

mitocondrial e por outras dez subunidades codificadas por genes nucleares (CAPALDI, 1990; 

KHALIMONCHUK e RODEL, 2005; LITTLE et al., 2010). Recentemente, PUSLEDNIK et al. (2012) 

demonstraram que aminoácidos do COI que interagem, no sistema vivo, com resíduos de 

aminoácidos de proteínas do sistema de fosforilação oxidativa codificados pelo genoma nuclear têm 

uma taxa de evolução mais rápida que aminoácidos do COI que interagem com proteínas codificadas 

por outros genes mitocondriais ou que não interagem com outras proteínas. Esta coevolução entre 

as subunidades do COX, além de chamar a atenção para potenciais vieses na estimativa da distância 

genética entre grupos, também abre caminhos para a discussão acerca do modelo de evolução de 

DNA utilizado nos cálculos destas distâncias. O modelo Kimura-2-parâmetros assume taxas de 

substituição diferentes apenas para as transições e transversões (FELSENSTEIN, 2004), ao passo que, 

talvez, um modelo que considerasse outras diferenças de variação pudesse ser mais adequado. 

 Embora seja uma abordagem bem-sucedida de forma geral, o DNA barcoding – e qualquer 

outra iniciativa que se valha do DNA mitocondrial para a identificação de espécies – tem limitações 

decorrentes de sua própria natureza. O uso do genoma das mitocôndrias nos estudos genéticos da 

biodiversidade é atraente devido à sua taxa evolutiva, à ocorrência limitada de inserções, deleções, 

duplicações e de recombinação, ao grande número de cópias em uma única célula, e devido à 

existência de primers robustos que acessam diversos genes mitocondriais (WAUGH, 2007; GALTIER et 

al., 2009). Entretanto, os limites entre espécies podem tornar-se confusos sob o único prisma da 

análise do DNA mitocondrial devido à retenção de polimorfismos ancestrais, ao fluxo gênico 

enviesado em decorrência da transmissão uniparental das mitocôndrias, à paralogia resultante da 

transferência de cópias de genes mitocondriais para o núcleo, à superestimativa do número de 
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haplótipos devido à heteroplasmia, à subestimativa da diversidade devido à infecção por simbiontes, 

como a Wolbachia, e à introgressão após eventos de hibridação, por exemplo (MORITZ e CICERO, 

2004; HURST e JIGGINS, 2005; RUBINOFF et al., 2006; FREZAL e LEBLOIS, 2008). Não obstante, o 

conhecimento sobre as limitações da técnica, bem como familiaridade com a história evolutiva do 

grupo investigado, são informações valiosas quando da interpretação dos dados obtidos, 

independentemente da abordagem utilizada.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Este estudo corrobora a adequação da abordagem do DNA barcoding em discriminar e 

identificar sem ambiguidade a grande maioria das espécies de peixes marinhos das regiões Sudeste e 

Sul de São Paulo. Os padrões de divergência do COI combinaram-se com consistência às espécies 

reconhecidas pelas características morfológicas, apesar de em alguns casos terem sido reveladas 

profunda divergência dentro de um grupo ou baixa variação interespecífica. Uma vez que taxa 

crípticos são relativamente comuns entre animais marinhos, a possibilidade de diversidade 

encoberta precisa ser considerada. Para os propósitos da Barcoding of Life Initiative, quanto mais 

completa for a biblioteca referência de sequências barcode, mais eficiente e útil ela será (EKREM et 

al., 2007). Assim, este tipo de contribuição é importante para consolidar o DNA barcoding como um 

sistema global de identificação da biodiversidade. 
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APÊNDICE B 

Árvore de Neighbor-Joining das distâncias (K2P) entre as sequências de COI de 875 espécimes de peixes marinhos 
do Sudeste e do Sul do Brasil 
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