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Resumo

Os oceanos abrangem cerca de 70% da superficie terrestre. Entretanto, pouco se
sabe sobre a diversidades e aspectos genéticos da fauna marinha. A auséncia de material
em colecbes zooldgicas representativas e falta de estudos taxondmicos dificultam o
reconhecimento da diversidade de peixes marinhos brasileiros, tendo como consequéncia
comparac0es globais limitadas. Devido as dificuldades no reconhecimento da diversidade
de peixes marinhos somente através de identificacbes morfoldgicas, técnicas moleculares
vém sendo desenvolvidas e utilizadas, dentre elas 0 DNA barcode, que consiste em um
sistema diagnostico universal, baseado em um fragmento de aproximadamente 650 pares
de base do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1. Em nosso estudo
utilizamos essa ferramenta para analisar espéecies de peixes pouco comuns em colecoes
zooldgicas, para contribuir com a formacdo de um banco de dados de sequéncias de
espécies de peixes marinhos distribuidas ao longo da costa brasileira e compara-las com
sequencias ao longo de sua distribuicdo. No total, 57 espécimes de 21 espécies, 18
géneros, 13 familias e 7 ordens tiveram seus fragmentos de DNA barcode amplificados
por PCR e sequenciados. Os resultados foram apresentados em arvores de distancias com o
algoritmo Neighbor-Joining (NJ) e tiveram suas distancias genéticas calculadas de acordo
com o melhor modelo evolutivo sugerido para a analise, além da analise ABGD (Automatic
Barcode Gap Discovery For Primary Species Delimitation).

Nossos resultados geraram as primeiras sequéncias brasileiras em banco de dados
para as espécies Echiophis intertinctus e Conger orbignyanus, e corroboram com a técnica
de DNA barcode como ferramenta eficiente na identificacéo e discriminacdo de peixes da
costa brasileira, bem como identificar possiveis casos de sinonimizacdo e especiacdo

desses individuos.



Abstract

The oceans cover about 70% of the Earth's surface. Meanwhile, little is
known about the diversity and genetic aspects of marine fauna. In the absence of
representative zoological collections and taxonomic studies, it becomes difficult or
reconstructive of the diversity existing in the Brazilian marine environment, resulting in
limited global comparisons. Due to the difficulties, the diversity of marine fish is not
reconciled through morphological identifications, molecular techniques that are being
developed and used, within them or barcode DNA, which consists of a universal diagnosis
system, based on a fragment of approximately 650 base pairs of the gene, mitochondrial
cytochrome c oxidase subunit 1. In our study, we used this tool to analyze species of fish,
few common in zoological collections, to contribute to the formation of a database of
sequences of marine fish species distributed along the Brazilian coast and to compare the
sequences in the long term. its distribution. Total number, 57 specimens of 21 species, 18
genera and 13 families and 7 orders had their barcode DNA fragments amplified by PCR
sequenced. The results are presented in Neighbour-Joining (NJ) distance trees, and their
genetic divergences are calculated according to the evolutionary model suggested for
analysis.

Our results generated the first brazilian sequences in a database for the species
Echiophis intertinctus and Conger orbignyanus and corroborate the DNA barcode
technique as an efficient fermentation in the identification and discrimination of fish off
the Brazilian coast, as well as in the identification of possible cases of synonymization

and speciation of individuals.
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1.0 Introdugéo
1.1 Biodiversidade brasileira

O termo biodiversidade tem adquirido amplo uso entre biologos, ambientalistas,
lideres politicos e cidadaos comuns em todo o mundo. O uso do termo coincide com o
aumento da preocupacao com a degradagao do meio ambiente e a perda de espécies nas
ultimas décadas do século XX. A preocupacao com a perda da biodiversidade foi
recentemente demonstrada pelo meio cientifico com o diagnostico das regioes mais ricas
biologicamente e ameacadas do planeta (Myers et al, 2000), consideradas como hotspots
de biodiversidade. A definicdo de biodiversidade, adotada pela Convengdo sobre a
Diversidade Biologica (CDB), é a variabilidade entre os seres vivos de todas as origens,
terrestre, marinha e outros ecossistemas aquaticos e os complexos ecologicos dos quais
fazem parte (Brasil, 2000). Essa definicdo esta relacionada diretamente a diversidade
genética, que é responsavel pela variagdo entre individuos, populacbes e espécies
biologicas (Joly et al, 2011).

O Brasil € detentor da maior diversidade biologica do planeta, contando com 10%

a 20% do namero total de espécies mundiais (Lewinsohn e Prado, 2005). Em relacdo a
biodiversidade terrestre, 0 pais é reconhecido como “hottest hotspots” devido a seu
elevado grau de endemismo (Lewinsohn e Prado, 2005), porém muito pouco € conhecido
sobre a biodiversidade marinha do Brasil (Couto et al, 2003; Amaral e Jablonski, 2005).
Apesar de muitas pesquisas sugerirem que a variedade e grau de endemismo de espécies
marinhas € muito alta, a auséncia de espécimes depositadas em cole¢bes zooldgicas
representativas da biodiversidade dificultam o reconhecimento da real diversidade
existente no ambiente marinho brasileiro, tendo como consequéncia comparacdes globais

limitadas (Couto et al, 2003; Marceniuk et al, 2013).



Embora muito se fale em biodiversidade nos dias de hoje, pouco se investe em
levantamentos taxondmicos abrangentes e sistematizados (Lana, 2003; Marceniuk et al,
2013). Apesar da alta biodiversidade, existem poucos taxonomistas trabalhando com
organismos marinhos no Brasil (Couto et al, 2003; Amaral e Jablonski, 2005), condigéo
preocupante considerando que trabalhos de natureza taxonomica compreendem a base do
conhecimento sobre a biodiversidade (Lewinsohn e Prado, 2002).

No “Catalogo das Espécies de Peixes Marinhos do Brasil”, Menezes et al. (2003)
listam 1.297 espécies, com informacfes sobre area de distribuicdo, classificacdo e
nomenclatura dos peixes marinhos e estuarinos do Brasil, reconhecendo a existencia de
um namero subestimado de espécies de peixes marinhos encontradas em aguas
brasileiras. Nesse sentido, admite-se que entre a fauna de peixes demersais miniaturizados
e peixes de profundidade, existam espécies ndo descritas, sendo que o mesmo dito em

relacdo de areas costeiras pouco amostradas e estudadas (Marceniuk et al, 2013).

1.2 DNA Barcoding e sua aplicacdo

O sequenciamento de DNA é uma ferramenta reconhecidamente eficaz para
distincdo entre espécies, seja por acesso direto ou indireto, através da analise de proteinas.
Na tentativa de padronizar o marcador utilizado na identificacdo molecular de espécies
animais, pesquisadores da Universidade de Guelph (Ontario, Canada) propuseram a
criacdo de um sistema diagnostico universal, baseado em um fragmento de
aproximadamente 650 pares de base (pb), a partir da base 58 da extremidade 5’ do gene
citocromo C oxidase subunidade | (COI). Esse processo foi denominado “DNA
Barcoding”, pois sequéncias desse gene funcionariam como um “codigo de barras”
daquela espécie, ou seja, como um sistema de identificacdo universal adequado para a

maioria das espécies animais (Hebert et al, 2003).



O gene COI apresenta elevadas taxas de mutacdo e altos niveis de polimorfismo,
que podem revelar maltiplas linhagens genéticas dentro e entre espécies, além de sua
heranca materna presumir a ndo ocorréncia de recombinagdes permitindo tragar as
linhagens individuais, em seu tempo e espaco (Hebert, 2003a). A habilidade de identificar
espécies atraves de um gene abre as portas para uma melhor compreensdo das interacdes
entre as espécies e pode ser Util para estimar sobre a composicao e riqueza de espécies
em um ecossistema (Valentini et al, 2009). A identificacdo inequivoca dos peixes, de
ovos a adultos, bem como seus produtos, é importante para diversas areas da biologia
(Smith et al, 2008), podendo viabilizar a melhoria de pesquisas em conservagdo, bem
como auxiliar a identificacdo de espécies cripticas (Hebert et al, 2004).

Tendo em vista essa perspectiva, foi criado um banco génico de sequéncias de
DNA (DNA Barcoding) para o deposito de sequéncias de todas as espécies que possuam
essas sequéncias publicadas, assim como as demais espécies, que posteriormente,
também tivessem suas sequéncias estudadas. Esse banco de dados, denominado de BOLD
Systems (Barcode of Life Data Base) permite associar outros tipos de dados as amostras
tais como: fotos do espécime (voucher), localidade geografica, data e coletor, nimero do
espécime, instituicdo na qual foi depositado o voucher, dados taxondmicos e informacdes
moleculares, como eletroferogramas das sequéncias e primers utilizados na amplificacdo
e no sequenciamento (Neto, 2013).

O Consorcio para o Cddigo de Barras da Vida (CBOL) foi lancado em maio de
2004 com o proposito de promover o desenvolvimento das aliancas internacionais de
investigacdo necessarias para construir, ao longo de um periodo estimado em 20 anos, a
biblioteca de codigos de barras para todos os eucariotos (Ratnasingham e Hebert, 2007)
e agrupa iniciativas para o estudo de grupos especificos, como o FishBOL

(http://www.fishbol.org/), uma iniciativa mundial de reunir uma biblioteca de sequéncias


http://www.fishbol.org/

barcoding para todos os peixes. No Brasil, existe o BrBOL, que tem como objetivo
estudar representantes de toda a biodiversidade brasileira, langando as bases para sua

identificacdo molecular.

1.3 Espécies estudadas
1.3.1 Ordem Carangiformes

A ordem Carangiformes é uma importante ordem de peixes 0sseos, agrupando 31
familias, 221 géneros e 1178 espécies (Fricke et al, 2021).

Familia Echeneidae Linnaeus, 1758

A familia Echeneidae contém trés géneros, com oito espécies validas. Habitam
ambientes costeiros, de recife e de oceano aberto.

Esses peixes sdo conhecidos como rémoras, possuem corpo alongado e cabeca
achatada e tem como caracteristica um disco de suc¢do no topo de sua cabeca que permite
com que esses animais se fixem outros peixes, tartarugas, navios e varios outros objetos
para locomogdo (O’Toole, 2002). Pesquisadores propuseram (ue esse comportamento
evoluiu como um meio de aumentar o acesso aos recursos alimentares, reduzir o custo do
transporte e fornecem protecdo contra predadores (O'Toole, 2002; Beckert et al, 2016).
Género Remora Gill, 1862

Possui cinco espécies validas, cosmopolitas de aguas quentes e tropicais.

Remora osteochir (Cuvier, 1829)

Possui corpo alongado e cilindrico, largo na origem da cabeca e afinando
gradualmente em direcdo ao pedinculo caudal. A parte superior do corpo é preta
esverdeada, engquanto a inferior é cinza escura com as nadadeiras marrom escuras (Shirke,
et al, 2021). E encontrada globalmente, em mares tropicais e subtropicais. O “marlin

sucker”, R. osteochir (figura 1), é bastante comum em peixes oceanicos. Um estudo de



O’Toole (2002), revelou 495 espécimes em 18 tipos diferentes de hospedeiros, sendo o
hospedeiro com maior prevaléncia o Agulh&o, Istiophorus albicans, que correspondeu a
23% dos exemplares registrados. Esta parece ser uma pequena porcentagem em
comparacdo com outras espécies do género Remora; no entanto, 98% espécimes de R.
osteochir foram encontradas em membros da subfamilia Istiophorinae. Assim, é restrito
em escolha do hospedeiro, escolhnendo membros de um clado altamente derivado como
hospedeiros, e a natureza dessas relagdes parece ser mutualistica, de acordo com 0 mesmo
estudo. Dados da dieta indicam que essa espécie utiliza copépodes parasitas como

importante parte de sua dieta; também indicam que essa espécie ndo muda sua dieta a

medida que aumenta em tamanho (Cressey e Lachner 1970).

Figura 1. Remora osteochir. Fonte: Trevor. M.N. Retirado de Fishbase
(http://www.fishbase.org)

Remora albescens (Temminck & Schlegel 1850)



A rémora branca, ou white suckerfish, Remora albescens (anteriormente
pertencente ao género Remorina) (figura 2), é um peixe oceéanico raro. Possui corpo
relativamente curto, fusiforme, nadadeiras pélvicas fixadas ao abdémen na base e
peitorais grandes; sua coloracdo é branca a cinza claro, em alguns casos com tons
amarelos, incluindo disco e barbatanas (Cervigdn, 1993). Possui tamanho médio de 30
cm. Hé registros em todos os tropicos. No Atlantico Ocidental é distribuida da Florida ao
Brasil (Robins et al, 1986), chegando ao Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo no
Atlantico Equatorial a nordeste do Brasil (Lubbock e Edwards, 1981).

E quase exclusivamente encontrado em espécies de raias manta (Mobula
hypostoma e Manta birostris), muitas vezes entrando em suas camaras branquiais (Farfan
et al, 2009). Segundo O’Toole, em um levantamento com 30 espécimes, 5 hospedeiros
diferentes foram reportados. Desses, 90% eram raias manta. Exames da dieta de R.
albescens revelam que esta espécie se alimenta muito pouco de copépodes. Isso pode ser
atribuido ao fato de que as raias manta ndo sdo externamente parasitadas com frequéncia
por copépodes e, portanto, haveria pouca disponibilidade de alimento para as rémoras
(Cressey e Lachner, 1970). Portanto, sua relacdo com o hospedeiro ndo pdde ser avaliada

como em relacdes de outras espécies de rémoras.



Figura 2. Remora albescens. Fonte: Walter, T. Retirado de Fishbase

(http://www.fishbase.org)

Familia Rachycentridae Gill, 1896

A familia Rachycentridae possui apenas uma espécie valida, alocada em um Gnico
género. Amplamente distribuida, ocorre em aguas tropicais e subtropicais (Psomadakis,
2019).
Género Rachycentron Kaup, 1826
Rachycentron canadum € a Unica espécie pertencente a familia Rachycentridae e
nenhuma subespécie é reconhecida (Shaffer e Nakamura, 1989).
Rachycentron canadum (Linnaeus 1766)

Conhecido popularmente como bijupira ou cobia (figura 3), € uma espécie de
grande porte, pelagica e migradora, que pode ser encontrada por toda a costa brasileira

em areas costeiras e de alto mar, e, ocasionalmente, em aguas rasas com fundo rochoso


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=126050

ou de recife (Psomadakis, 2019). Possui tamanho médio de 80-90 cm, podendo chegar a
mais de 2 m de comprimento e atingir até 60 kg. Corpo subcilindrico e alongado, com
cabeca grande e achatada e escamas pequenas; sua coloragcdo € marrom escuro, sendo o
ventre amarelado, apresentando duas faixas prateadas ao longo do corpo (Menezes e

Figueiredo, 2000). S&o conhecidos por irem para areas de grande abundancia de

alimentos, particularmente de caranguejos e outros crustaceos (Darracott, 1977).

Figura 3. Rachycentron canadum. Fonte: Randall, J.E. Retirado de Fishbase
(http://www.fishbase.org)
Familia Carangidae Rafinesque 1815

A familia Carangidae é formada por cerca de 150 espécies, distribuidas nos oceanos
Atlantico, Indico e Pacifico, pertencentes a 30 géneros (Nelson, 2016), divididos em quatro
sub-familias (Kimura et al., 2013). Os carangideos sdo pelagicos e frequentes em estuarios
e em baias. Algumas espécies podem estar relacionadas a recifes de corais mas ocorrem
principalmente em ambientes estuarinos (Menezes & Figueiredo, 1980; Carpenter, 2002).
Conhecidos popularmente como “jacks”, “lamberjacks” (Reed, 2002), xaréus, xareletes,
pampos, peixes-galo, entre outros.
Género Parona Berg 1895

Possuem uma linha lateral incomum com 6 - 9 ramos dorsais, 0 corpo comprimido

e nadadeiras pélvicas ausentes, o que sugere que sua ecologia difere da maioria dos



carangideos (Smith-Vaniz, Staiger, 1973). Restrito a ambientes subtropicais e
temperados, é representado por uma Unica espécie Parona signata (Jenyns 1841).
Parona signata (Jenyns 1841)

Conhecida popularmente como “pampo macho”, “pampo solteiro” ou “Parona
leatherjacket” (figura 4), sdo peixes pelagicos costeiros que ocorrem na América do Sul,
do Rio de Janeiro ao Estreito de Magellan e llhas Malvinas (Cousseau e Perrotta, 2013).
Corpo fortemente comprimido, com uma mancha preta alongada, horizontal e visivel nas
laterais abaixo das nadadeiras peitorais; os adultos podem chegar a 60 cm de comprimento
(Smith-Vaniz e Staiger, 1973). Habita tanto 4&guas quentes como frias, marinhas e salobras
e se alimenta de peixes e crustaceos de aguas profundas e superficiais (Pavlisko et al,

1997). E carnivoro, tendo como principal fonte de alimento organismos de comunidades

pelagicas e bentdnicas (Perrota et al, 2006).

Figura 4. Parona signata. Fonte: Cosseau, M. B. Retirado de Fishbase (http://www.fishbase.org)

Género Trachinotus Lacepede 1801
Representado por 20 espécies distribuidas em oceanos tropicais e subtropicais
(Cunha, 1987), sdo vulgarmente conhecidos como pompanos.

Trachinotus marginatus Cuvier, 1832
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Conhecidos popularmente como “pampo” ou “pampo-malhado”, T. marginatus
(figura 5) possuem o corpo fusiforme e lateralmente comprimido; dorso castanho a
acinzentado, laterais prateadas e ventre branco a amarelado. Apresentam 4-7 manchas
escuras ovaladas sobre a linha lateral, a primeira mancha sobre a nadadeira peitoral e a
ultima sobre o pedunculo caudal (Cunha, 1987). Atingem aproximadamente 70 cm de
comprimento. Ocorre do Rio de Janeiro ao norte da Argentina; € um peixe costeiro que
tem preferéncia por aguas estuarinas e turvas (Fischer et al, 2004). Alimenta-se

principalmente de crustdceos, moluscos, juvenis de tainhas e outros peixes, além de

insetos (Helmer et al., 1995).

Figura 5. Trachinotus marginatus. Fonte: Carvalho Filho, A. Retirado de Fishbase

(http://www.fishbase.org)

Género Trachurus Rafinesque 1810
Atualmente, 15 espécies de o género Trachurus séo reconhecidas globalmente

(Karaiskou, 2003).
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Trachurus lathami Nichols, 1920

Conhecido popularmente como “chicharra” ou “rough scad” (figura 6), ¢ um peixe
de pequeno porte, pelagico, e o unico representante do género observado no Atlantico
Ocidental, desde o Golfo de Maine até o norte da Argentina (Berry e Smith-Vaniz 1978;
Menezes et al, 2003). Corpo alongado e ligeiramente comprimido; olho grande e palpebra
adiposa bem desenvolvida; parte superior do corpo e topo da cabeca escura, azul clara ou
escuro, ou verde azulada; parte inferior do corpo e cabeca prateados a esbranquigados, ou
amarelados a dourados; nadadeiras pélvicas, peitoral e anal claras (Carpenter, 2002). E
uma espécie demersal-pelagica, com tamanho maximo de cerca de 40 cm de comprimento
e 0,5 kg de massa (Menezes e Figueiredo, 1980), ocorrendo em &guas de 50 a 100m de
profundidade. Se alimenta principalmente de larvas e ovos de pequenos peixes e

invertebrados (Carvalho e Soares, 2006).

Figura 6. Trachurus lathami. Fonte: Fischer, L.G. Retirado de Fishbase

(http://www.fishbase.org)

Género Uraspis Bleeker 1855



12

O género Uraspis é caracterizado pela presenca de uma lingua branca e espinhos
da nadadeira anal embutidos (Lin e Shao, 1999). Este género é composto por trés espécies,
U. helvola (Forster, 1801), U. secunda (Poey, 1860) e U. uraspis (Ginther, 1860) (Yeo,
2016).

Uraspis secunda (Poey, 1860)

Conhecidos como “cara de gato”, “cottonmouth jack” (figura 7), U. secunda
possui corpo alongado-ovalado, ligeiramente comprimido; corpo e cabeca com tons
escuros, lingua e interior da boca branco ou creme e o restante azul-escuro; pode emitir
grunhidos quando capturado (Carpenter, 2002). Os individuos jovens sdo de cor palida
com seis ou sete listras marrons, enquanto os adultos geralmente sdo escuros sem listras
(Smith-Vaniz, 1986). De habito pelagico, pode ser observado em muitos oceanos,

incluindo Oceano Pacifico, indico e Atlantico (Riede, 2004). U. secunda foi encontrado

principalmente entre profundidades de 20 a 150 m, perto de costas ou ilhas.

Figura 7. Uraspis secunda. Fonte: Noble, B. Retirado de Fishbase (http://www.fishbase.org)
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1961), embora as amostragens limitadas dos estudos desse género tornem dificeis
determinar quais clados correspondem a diferentes subgéneros (Lewallen et al, 2011).
Com isso, uma revisdo taxondmica contendo grande amostragem de espécies deve ser
realizada para esse género.

Apesar da lacuna no conhecimento taxondmico de organismos marinhos, cada vez
mais trabalhos vém sendo realizados para identificar a realidade taxondmica desses
peixes. Nosso trabalho contribui para uma prévia analise da identidade molecular dessas
espécies, trazendo dados sobre sua diversidade, taxonomia e distribuicdo. Mais estudos
devem ser realizados afim de concluir a real identidade dessas e demais espécies marinhas
para se obter maiores informacgdes sobre suas historias evolutivas, bem com suas

definigcdes e amplitude de distribuicdo (Marceniuk, 2008, 2012, 2016).

7.0 CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos, conclui-se que a ferramenta de DNA barcode se
mostrou eficiente na identificacdo e discriminacdo de peixes da costa brasileira, bem
como identificar possiveis casos de sinonimizacao e especiacdo desses individuos.

As informacdes desse trabalho e as sequéncias do gene COIl obtidas e futuramente
disponibilizadas em bancos de dados poderdo servir de base para futuros estudos
relacionados ao real estado tax6nomico das espécies aqui discriminadas, bem como
possibilitar comparagdes entre a divergéncia genética interespecificas de diferentes

localidades.
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9.0 Apéndices
9.1 Apéndice 1 — Classificacdo e dados de coleta dos individuos gerados.
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