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Resumo: A técnica de DNA barcoding é uma importante ferramenta
que auxilia a identificagdo de géneros e espécies €m nivel molecular,
baseada em genes ribossomais e mitocondriais. A metodologia pode ser
importante na analise de peixes comercializados que podem apresentar
classificacdo morfolégica incorreta ou ocorrer substituicdo por fraude.
O presente trabalho teve como objetivo analisar e verificar a correta
identificacdo de peixes vendidos no comércio de Belo Horizonte. Os peixes
foram adquiridos em mercado popular de Belo Horizonte e devidamente
identificados de acordo com o comerciante. Foi realizada a extracdo de
DNA de cada amostra e utilizou-se o método de PCR para a amplificagdo
do gene da subunidade | da enzima citocromo c oxidase (COl), localizado
no DNA mitocondrial. Este gene tem varias vantagens, como os iniciadores
universais que sdo fortes, restauraveis, ou seja, sdo bem estabelecidos
em multiplos filos de animais e também apresenta uma vasta variacdo
de sinal filogenético. O sequenciamento de cada amostra foi realizado
pelo método de Sanger, alinhado e analisado junto ao programa de
bioinformatica BLAST, comparando sequéncias depositadas nos bancos de
dados GenBank e BOLD (Barcode of Life Data Systems). Foram realizadas
analises filogenéticas, o que possibilitou a determinacdo do género e
espécie das amostras em analise. A metodologia foi eficaz, apresentando
algumas adaptacgdes. Ao final dos resultados, ndo houve a deteccdo da
substituicdo do peixe vendido no mercado de Belo horizonte, sendo assim,
nao houve fraude.

Palavras-Chave: Peixes. DNA barcoding. Identificacao incorreta.

Abstract: The DNA barcoding technique is an important tool that helps
the identification of gender and species at the molecular level, based on
ribosomal and mitochondrial genes. The method might be useful in the
analysis of commercialized fish that may present incorrect morphological
classification or even substitution for fraud. The present work sought to
analyze and verify the correct identification of fish sold in the markets of
Belo Horizonte city. The fish were purchased in popular market of Belo
Horizonte and properly identified according to the seller. DNA extraction
from each sample was performed and the PCR method was used for the
amplification of the cytochrome c oxidase subunit | gene (COI) located
in the mitochondrial DNA. This gene has several advantages, such as
universal primers that are strong, restorable, well established in multiple
phyla of animals and also exhibits a wide variation of phylogenetic signal.
The sequencing of each sample was performed by the Sanger method,
aligned and analyzed with the BLAST bioinformatics program, comparing
sequences deposited in the GenBank and BOLD (Barcode of Life Data

21

7 Newton

Quem se prepara, ndo para.



REVISTA INICIAGAO CIENTIFICA - 2017/2018 |
IDENTIFICAGAO MOLECULAR DE ESPECIES DE PEIXES COMERCIALIZADAS EM MERCADO POPULAR DE BELO HORIZONTE | 21 -29

Systems) databases. Phylogenetic analyzes were performed, which allowed
the determination of the gender and species of the samples under analysis.
The method was effective, with some adaptations. The results detected no
replacement of the fish sold in the market of Belo Horizonte, thus, it was
concluded that there was no fraud.

Key Words: Fish. DNA barcoding. Incorrect identification.

INTRODUCAO

A venda de pescado faz parte do grupo de atividades
importantes para a alimentagao no Brasil. Apesar de o
pais ser conhecido pela pecuaria, a pesca ¢ suficiente-
mente relevante para ter seu proprio ministério criado
com a intengao de desenvolver ainda mais a produgao do
pais. O processo, desde a captura dos peixes até a aqui-
si¢ao por parte do consumidor, é longo e com possibili-
dade de interferéncia de muitos intermediarios. Durante
essas etapas, existe o risco de substituicao de espécies
se nao ocorrer a devida fiscalizacao.

A substituicao das espécies de peixes comercializa-
das pode ocorrer por fraude ou simplesmente por erro
de identificacao do espécime, o que pode impactar em
diversas areas desde a venda incorreta e por pregos di-
vergentes para o consumidor até a ameaga a espécies
ja ameacadas (Rasmussen e Morrisey, 2008). Agéncias
regulatorias foram criadas nos Estados Unidos e Europa
para estabelecer marcos regulatorios para a pesca e a
correta identificacao (Martinez et al., 2005).

0s cardumes estao diminuindo dramaticamente, a
despeito de esfor¢os para a produgdo em cativeiro, e
parte do motivo € a pesca predatoria visando ao comér-
cio nacional ou internacional (Pauly et al., 2002). A co-
mercializacdo de espécies ameacadas €, portanto, outro
problema importante na industria pesqueira.

0s métodos moleculares sao uma tecnologia eficiente
para a correta identificacao de espécies animais. Técni-
cas como cromatografia liquida de alta eficiéncia, focali-
zacao isoelétrica e eletroforese em gel de poliacrilamida
ja foram utilizadas para tal fim (Rasmussen et al., 2008),
no entanto a utilizacao do DNA tem vantagens como es-
tabilidade da molécula alvo, uso em diferentes estagios
da vida do animal (ovos, larvas e adultos) ou em produ-
tos ja processados como filés (Carvalho et al., 2011).

A identificagdo molecular pela técnica de DNA barco-
ding é uma importante ferramenta de apoio a sistema-
tica. Hebert et al. (2003) propuseram, entdo, uma unica
sequéncia genética capaz de diferenciar em sua totali-
dade ou a maioria das espécies animais. Essa técnica
baseia-se na sequéncia do gene COI, este localizado no

DNA mitocondrial. A sequéncia genética foi entao com-
parada ao sistema de codigo de barras. A identificacao
por barcode utilizando a sequéncia do COI é capaz de for-
necer a distribuicao da divergéncia genética das espécies
(Pereira et al., 2013).

A técnica molecular de analise de DNA mitocondrial
(mtDNA) ja foi utilizada no Brasil para identificacao de
surubim vendido em Belo Horizonte (Pseudoplatystoma
corruscan e Pseudoplastystoma reticulatum) (Carvalho et
al., 2011). Os resultados indicaram que a identificacao
incorreta do pescado ocorre em baixos indices quando
0 proprio peixe é vendido, no entanto, até 58% dos filés
comercializados estavam incorretamente identificados.

METODOLOGIA

A metodologia se baseia no uso da técnica de PCR
para amplificar o gene da subunidade I da enzima cito-
cromo ¢ oxidase (COI) seguida de sequenciamento de
comparagao com sequéncias de referéncia (Espineira et
al., 2008). As analises das sequéncias, obtidas ao fim dos
testes in vitro, sao realizadas por bioinformatica com
insercao dos dados em programas que 0S compararao
com bancos de dados. Dentre as fontes de referéncia es-
tao o GenBank, banco de dados publico e voltado para
diversos fins mantido pelo governo dos Estados Unidos,
e 0 Barcode of Life Data Systems (BOLD), produto de um
esforgo global para sequenciar o COI de diversas espé-
cies para criar uma ferramenta de referéncia para estu-
dos de identificacao (Ward et al., 2009).

As amostras foram adquiridas no mercado popular
de Belo Horizonte (Tabela 1). Foram comprados filés de
Surubim (Pseudoplastystoma sp.), Tilapia (Oreochromis
sp.), Salmao (Salmo salar), Merluza (Merluccius sp.),
Congrio rosa (Genypterus sp.), Linguado (Paralichthys
sp.), Sardinha (Sardinella sp.), Cagao (Carcharhinus sp.,
Squalus sp., Squatina sp., Prionace glauca, Negaprion
brevirostris, Galeocerdo curvier, Isogomphodon oxyrhyn-
chus), Panga (Pangasianodon sp.) e Pescada (Cynoscion
sp., Lonchurus lanceolatus, Macrodon ancylodon, Ne-
bris micros, Odontoscion dentex, Isopisthus parvipinnis,
Ophioscion audstus) de cada estabelecimento relaciona-
do com a venda de pescado. Todas as amostras foram
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devidamente identificadas e separadas segundo o ven-
dedor de cada estabelecimento.

0 DNA das amostras foi extraido pelo kit DNeasy Blood
and Tissue conforme orientacao do fabricante e estocado
a -20°C até o momento do uso. A amplificagdo pelo mé-
todo de PCR do gene COI ocorreu de acordo com Ward
et al. (2005), seguida de purificacao dos produtos para
sequenciamento pelo método de Sanger no equipamento
3500 (Life Technologies, Estados Unidos). As sequéncias
foram editadas no programa BioEdit (Hall et al., 1999).

Os resultados foram analisados a partir do Blast
(NCBI) para comparacao de sequéncias do GenBank e
pelo BOLD (Http://www.boldsystems.com). Apds analise
e alinhamento das sequéncias de referéncia, foram rea-
lizadas andlises filogenéticas a partir de arvores gera-
das pelo programa MEGA 6.0, pelo método de maxima
verossimilhanga (MaximumlLikelihood) e corrigidas pelo
modelo de Hasegawa-Kishino-Yano com 1000 réplicas de

Bootstrap (Tamura et al., 2013).

Tabela1l - Tabela de identificacao - Apresenta o nimero de amostras coletadas e os nomes populares
que estes peixes recebem no mercado. As amostras foram marcadas com (*), os iniciadores utilizados
no trabalho nao amplificaram o DNA dessas amostras.

N° da amostra Nome popular no | N° da amostra Nome popular no
mercado mercado
01 Salmao rosa 09 Cacao*
02 Merluza 10 Congrio rosa
03 Tilapia 11 Salméao rosa
04 Panga* 12 Merluza
05 Linguado 13 Cacao*
06 Pescada 14 Linguado
07 Surubim 15 Sardinha
08 Tilapia 16 Panga*
Fonte: Desenvolvido pelos integrantes do grupo.
RESULTADOS as sequéncias obtidas, foi realizado o alinhamento e and-

As amostras adquiridas no mercado de Belo Horizonte
totalizaram dezesseis amostras de filés de peixes, sendo
estas de dez espécies (Tabela 1). Das dezesseis amos-
tras, somente doze tiveram o alvo de interesse ampli-
ficado e sequenciado. Possivelmente houve degradacao
do DNA das demais amostras, nao obtendo sucesso na
metodologia da técnica de extracdo de DNA (Amostras:
04,09,13 e 16). A amostra de filé de Pescada (06) nao
obteve sucesso no processo de sequenciamento.

Apds o sequenciamento e edicdo, obtiveram-se doze
sequéncias com a matriz contendo em média 640 bp. Com

lises junto aos bancos de dados NCBI (Blastn), GenBank e
BOLD. Apos analise, com o auxilio dos programas de bio-
informatica, BioEdit e MEGA 7.0, foram geradas arvores
filogenéticas de agrupamento por maxima verossimilhan-
ca e corrigidas pelo modelo de Hasegawa-Kishino-Yano.

Na arvore obtida com as sequéncias referentes as
amostras 01 e 11 (Figura 1), observou-se que estas se
agruparam com o valor de bootstrap de 100% no ramo
da espécie Salmo salar (Salmao). Portanto, como nao ha
nenhuma distancia genética que separe estas trés sequ-
éncias é possivel afirmar que as amostras sao perten-
centes a exemplares de Salmo salar.
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731JX960947_1 Salmo obtusirostris
KJ554892 1 Salmo fibreni
& KJ554701.1 Salmo letnica
JX960945.1 Salmo marmoratus
KJ554684 .1 Salmo opimus
JX960949.1 Salmo platycephalus
JX960870.1 Salmo ohridanus
KT633607.1 Salmo trutta
Amostra 11
” IKF?92729 1 Salmo salar
Amostra 01
JX960958.1 Salvelinus fontinalis
KJ816316.1 Parahucho perryi
JX960873.1 Brachymystax lenok

97

30

AB034824 1 Coregonus lavaretus

0.05
Fonte: Desenvolvido pelos integrantes do grupo.

Figura 1 - Andlise filogenética pelo método da maxima verossimilhanca a partir de sequéncias obtidas no
GenBank. As amostras 01 e 11 se agruparam no mesmo clado que as sequéncias de Salmo salar com alto
grau de confianca.

A arvore filogenética, gerada pelas analises das amostras 03 e 08 (Figura 2), demonstrou que estas ficaram
agrupadas no ramo junto ao género Oreochromis com valor de bootstrap 100%; ainda assim, nao é possivel
determinar ao certo a qual espécie pertencem as amostras, pois nao ha sinal filogenético que possibilite diferen-
ciacao além do género.

KC789549 1 Oreochromis niloticus
DQB856619.1 Oreochromis aureus
L JX173758.1 Oreochromis mossambicus
Amaostra 08
Amostra 03
KMB58973.1 Oreochromis variabilis
100 KM438531.1 Oreochromis karongae
g7 — KU193805.1 Xenotilapia spiloptera
e KU194194 1 Aulonocranus dewindti
91 KX196155.1 Copadichromis miloto
gg || KX266758.1 Dimidiochromis kiwinge
KT715810.1 Placidochromis longimanus
KC970482. 1 Lutjanus argentimaculatus

| AP002938.1 Hoplostethus japonicus

0.05

1

Fonte: Desenvolvido pelos integrantes do grupo.

Figura 2 - Andlise filogenética pelo método da maxima verossimilhanca a partir de sequéncias obtidas no
GenBank. As amostras 03 e 08 se agruparam no mesmo clado que as sequéncias de Oreochromis niloticus, 0.
aureus e 0. mossambicus com alto grau de confianca.
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As amostras 05 e 14 foram agrupadas no mesmo ramo da arvore que a espécie Paralichthys patagonicus (Figura 3)
com valor de bootstrap de 100%. Sendo assim, as respectivas amostras sao da espécie P patagonicus, confirmando
com a espécie adquirida no mercado.

100 KU053334.1 Paralichthys dentatus
L KT896534 1 Paralichthys lethostigma
EU074519 1 Paralichthys orbignyanus

EU266369.1 Paralichthys olivaceus
| GU440447 1 Paralichthys californicus
JQ365478 1 Paralichthys patagonicus
“Amuslra 05
100
Amostra 14

EF025506.1 Verasper moseri

_|— KF386352 1 Reinhardtius hippoglossoides

109|JO354264 1 Parophrys vetulus

100
L FJ164998 1 Parophrys vetulus
100 KF386369 1 Pleuronectes quadrituberculatus
£ KF386390.1 Limanda punctatissima
0.05

Fonte: Desenvolvido pelos integrantes do grupo.

Figura 3 - Andlise filogenética pelo método da maxima verossimilhanca a partir de sequéncias obtidas no Gen-
Bank. As amostras 05 e 14 se agruparam no mesmo clado que as sequéncias de Paralichthys patagonicus com
alto grau de confianca.

A amostra 15 foi agrupada proximo ao ramo da arvore onde se encontra a espécie Sardinella janeiro (Figura 4), o
valor de apoio deste agrupamento € de 87%. i possivel observar que existe baixa distancia filogenética entre S. janei-
ro e S. aurita, mas mesmo assim € possivel visualizar que a amostra pertence a espécie S. janeiro, o que confirma o
resultado do alinhamento em 87% de identidade.

AP011605_1 Sardinella albella
3 KJ566782.1 Sardinella gibbosa
KF693763 1 Sardinella fimbriata
KX147306.1 Sardinella jussieu
JX075099.1 Clupanodon thrissa
AP011613.1 Hilsa kelee
AP011596_1 Microthrissa royauxi
HM180530. 1 Konosirus punctatus
KJ956251.1 Sardinella longiceps
EF607505.1 Sardinella lemuru
100 | KM538516.1 Sardinella aurita
76 AM911174.1 Sardinella janeiro
87l Amostra 15
AP009138.1 Ethmalosa fimbriata

9
33

KC193694_1 Clupea harengus

1

01 Fonte: Desenvolvido pelos integrantes do grupo.

Figura 4 - Andlise filogenética pelo método da maxima verossimilhanca a partir de sequéncias obtidas no
GenBank. A amostra 15 se agrupou no mesmo clado que a sequéncia de Sardinella janeiro com alto grau
de confianca.
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E possivel visualizar, na arvore gerada com a sequéncia obtida da amostra 10, a formacao de um clado monofilético
do género Genypterus. Os valores de apoio para a separacao das espécies desse género variam entre 70% e 100%, e o
posicionamento especifico da amostra tem o bootstrap de 91%, classificando-a como Genypterus brasiliensis (Figura 5).

HQ6B11137.1 Genypterus blacodes
70 ||_— EF609355.1 Genypterus tigerinus
100 HMO007737_1 Genypterus capensis
EU074432 1 Genypterus brasiliensis
?' Amostra 10
ABB890062.1 Apogon doederleini
AB097669 1 Thunnus thynnus
— [KF925362_1 Thunnus maccoyii
100 I[ KM055421 1 Thunnus tonggol
KMO055417 .1 Thunnus albacares
KJ202170.1 Liza melinoptera
KF714951.1 Hemiramphus far
AY722161.1 Giuris margaritacea

AP004356 2 Hiodon alosoides

KC106684_1 Valencia letourneuxi

0.05
' Fonte: Desenvolvido pelos integrantes do grupo.

Figura 5 - Andlise filogenética pelo método da maxima verossimilhanca a partir de sequéncias obtidas no
GenBank. A amostra 10 se agrupou no mesmo clado que a sequéncia de Genypterus brasiliensis com alto

grau de confianca.

A arvore, gerada com as sequéncias 02 e 12, classificou as amostras para o género Merluccius (Figura 6). Nao
¢é possivel determinar a espécie das amostras, pois no mesmo ramo ficaram alocadas duas espécies diferentes, M.
hubbsi e M. productos. Este agrupamento ¢ amparado por um bootstrap de 100%, porém em seu resultado de alinha-
mento, as amostras apresentaram 100% de identidade, 100% de Query cover e E-value 0.0 para a espécie M. hubbsi.

KF597037.1 Merluccius hubbsi
100 | GU324172.1 Merluccius productus
Amostra 02
Amostra 12
KF597039.1 Merluccius australis
EF609407_1 Merluccius gayi
98 L GQ988402.1 Merluccius angustimanus
KF930125.1 Merluccius albidus
97 L KC015665.1 Merluccius bilinearis
KJ709814_1 Merluccius merluccius
HMOO07683.1 Merluccius paradoxus

75
?E KF597033.1 Merluccius polli

KC844053 1 Lota lota

73

KT989516.1 Lepidion eques

0.05 Fonte: Desenvolvido pelos integrantes do grupo.

Figura 6 - Andlise filogenética pelo método da maxima verossimilhanca, a partir de sequéncias obtidas no
GenBank. As amostras 02 e 12 se agruparam no mesmo clado que as sequéncias de Merluccius hubbsi €

M. productos com alto grau de confianca.
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A amostra 07 ficou agrupada no ramo junto as espécies Pseudoplastystoma carruscans € Pseudoplastystoma fascia-
tum (Figura 7) amparada por um valor de bootstrap de 99%. Com isso € possivel atribuir somente o género Pseudoplas-
tystoma a amostra. Dentre as trés sequéncias do ramo, nao houve sinal filogenético suficiente capaz de distingui-las.

100

KP294242 1 Pseudoplatystoma corruscans
GU570838.1 Pseudoplatystoma fasciatum
Bl mer
JNB12993 1 Pseudoplatystoma reticulatum
KT952428 1 Pseudoplatystoma tigrinum

GU570853.1 Pseudoplatystoma magdaleniatum

31

KT952431.1 Zungaro zungaro
r GU570941.1 Sorubimichthys planiceps

100 L— GU570939.1 Sorubimichthys planiceps
KT952407 .1 Brachyplatystoma rousseauxii
KT952429 1 Sorubim lima

KP294274 1 Pimelodus maculatus

ift KT952412 1 Hypophthalmus marginatus

—_
0.01

100 L— KT952413.1 Hypophthalmus edentatus

Fonte: Desenvolvido pelos integrantes do grupo.

Figura 7 - Andlise filogenética pelo método da maxima verossimilhanca a partir de sequéncias obtidas no
GenBank. A amostra 07 se agrupou no mesmo clado que a sequéncia de Pseudoplastystoma fasciatum

com alto grau de confianca.

DISCUSSAO

Em estudos envolvendo a técnica de Barcode, sao
observados resultados principalmente em casos de gé-
neros cuja taxonomia pode ser duvidosa (Pereira et.al,
2013). A metodologia de cddigo de barras, no presente
estudo, teve bastante eficacia para a discriminacao dos
géneros e, em algumas amostras, para as espécies. Das
doze amostras analisadas, em todas foi possivel a deter-
minacgao do género, e destas, apenas em seis foi possivel
determinar a espécie.

A PCR foi adaptada em diversos casos para melhor
amplificagdo das amostras. Certas espécies nao apre-
sentaram resultados positivos no preparo do gel apos
0 uso do protocolo descrito na publicacao original,
provavelmente devido a polimorfismos presentes na
regiao de ligacao dos iniciadores. Alteragoes de proto-
colo, como diminui¢ao da temperatura de anelamento,
permitiram amplificacao.

Para as amostras positivas, apos o sequenciamento e
analise filogenética, os resultados apontaram que 100%
dos géneros determinados eram respectivos aos vendi-
dos no mercado popular de Belo Horizonte, confirmando
a nao substituicao das espécies. O resultado difere de
outros trabalhos realizados na capital de Minas Gerais,

onde taxas de até 80% de identificacao incorreta de pes-
cado foram encontradas (Carvalho et al., 2011).

Essa metodologia de identificagao ¢ de grande im-
portancia para a confirmacao taxondmica de cada or-
ganismo morfologicamente parecido ou para aqueles
que também nao apresentam morfologia determinada,
como no caso dos filés de peixes. Apesar de uma parte
das espécies ter sido bem identificada, em outros ca-
S0s, a regiao analisada nao teve divergéncia suficiente
para a identificagdo precisa além de género. O género
Merluccius apresenta espécies cripticas que necessi-
tam de outras metodologias ou fragmentos maiores
para discriminacao adequada a separacao dentro do
clado (Deli et al., 2015).

A identificacao além do género pode ndo ser essen-
cial em alguns casos quando o produto vendido nao ne-
cessita corresponder a uma espécie, apenas como no
caso da pescada e do surubim. No caso desse ultimo,
por exemplo, o vernaculo pode ser utilizado para P. cor-
ruscans e P, reticulatum (Froese and Pauly 2011). Em ca-
s0s de espécies ameacadas ou sob proibicao, pode ser
necessario o uso de novas estratégias ou aumento da
regiao sequenciada. Firmat el al. (2013) utilizaram 423
loci de AFLP e genes mitocondriais para diferenciar es-
pécies do género Oreochromis na tentativa de identificar
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hibridos e analisar espécies invasoras que ameacavam a
diversidades de grupos ameacados de extingao.

Os resultados confirmaram a eficacia da metodologia
aplicada mesmo nao sendo possivel a discriminagao de
100% das espécies analisadas. A correta identificacao
precisa e inequivoca de quantidade de peixes, produtos
de peixes, ovos para adultos tém importancia em diver-
sas areas. A deteccao de substitui¢oes de espécies ajuda
a gerir as pescarias para uma sustentabilidade em longo
prazo e melhora a pesquisa e a conservacao dos ecossis-
temas (Ward, 2005).
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