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1 INTRODUCAO

A sistematica é uma area de estudo que nos permite identificar géneros e
espécies através da observacdo de caracteristicas morfoldégicas e anatébmicas, as
quais sao o resultado da manifestacdo dos genes — o fenétipo. Entretanto, ha
espécies diferentes que apresentam fenotipos semelhantes — devido a manifestacao
génica que também depende da interacdo com o ambiente e que pode acarretar
numa caracteristica semelhante entre espécies diferentes, as quais podem possuir
diferencas sutis ou ndo naqueles genes (MANCEAU, et al., 2010).

O sistema de identificacdo molecular por Barcode genético foi proposto
por Hebert et al. (2003). A técnica de DNA barcoding é uma ferramenta de apoio
molecular a sisteméatica, baseando-se na sequéncia do gene COI localizado no DNA
mitocondrial, sendo um sistema “bioidentificador”, semelhante aos cédigos de barras
universais (CARVALHO, et al., 2008).

Alguns conceitos empiricos sobre o Barcode em trabalhos com
invertebrados (HEBERT et al., 2004), passaros (HOGG E HEBERT, 2004) e peixes
(WARD et al.,, 2005), apresentam controvérsias na efetividade desse sistema de
identificacdo genética (MORITZ E CICERO 2004). Segundo Hurst e Jiggis (2005),
para que haja uma efetividade da técnica de Barcode, as sequéncias de DNA dentro
de uma mesma espécie precisam apresentar maior similaridade do que entre
espécies, e que em estudos recentes esta é a situacdo mais comum, mas que
existem excecdes. Em hibridos, por exemplo, isso pode gerar duvidas taxonémicas,
devido ao fato de que o mtDNA tem origem apenas materna (CARVALHO, et al.,
2008).

Devido a algumas duvidas taxonbmicas e outros problemas de
identificacdo de espécies, a analise de genes ou seus produtos funcionais (RNAs,
proteinas), sdo uma alternativa a se considerar para reforgar a identificagdo pela
sistematica classica.

Em peixes, a identificacdo € de extrema importancia, tanto em ovos,
alevinos, adultos e seus produtos, pois levam a deteccao de fraude ou substituicao
de espécies em operacoes comerciais (SMITH et al., 2008). Se identificados
corretamente, permitem a assisténcia na sustentabilidade, no manejo da pesca a
longo prazo (METCALF et al, 2007) e ainda, auxilia a pesquisa, visando a
conservacao de espécies em risco (CARVALHO, et al., 2008), além de solucionar
algumas duvidas taxonémicas como é o caso do género Rhamdia.

O presente trabalho tem por objetivo a busca de um método de apoio
molecular para a sistematica classica envolvida na identificacdo de peixes.
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2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O presente trabalho foi desenvolvido através do levantamento de dados
obtidos em artigos técnico-cientificos publicados em periédicos da area, os quais
foram pesquisados nas bases de dados Scielo e PubMed, através das palavras
chaves: molecular identification, barcode, molecular taxonomy e species
identification. Além disso, utilizou-se teses, as quais foram obtidas através do banco
de dados Dominio Publico, utilizando-se como palavra-chave DNA barcode.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ha diversas maneiras de se analisar a nivel molecular, de forma a
identificar as espécies dos organismos vivos em estudo, cada qual contendo seus
prés e contras. Com o advento das tecnologias que permitem trabalhar com o DNA,
como a PCR, novas portas foram abertas: a identificacdo de espécies pelo DNA
ribossomal e apos, pelo DNA mitocondrial.

O DNA mitocondrial apresenta como vantagem, o fato de ser haploide e a
transmissdo ser materna (ha auséncia de recombinacdo génica), o que o torna
menos diferenciado entre individuos da mesma espécie. Além disso, tem estrutura
circular dupla fita, sendo fechado, compacto e ndao apresenta macromutacdes — sua
evolucao é cerca de 10 vezes mais rapida que a de genes nucleares de copia Unica.
Esta taxa permite que haja uma maior chance de ser gerado marcadores espécie-
especificos, o que torna este DNA excelente para a técnica de DNA barcoding.

Outra vantagem é a abundancia de DNA mitocondrial, devido a presenga
dele em varios tecidos, necessitando de amostras pequenas ou até mesmo
degradadas (KOSMANN, 2009). A partir desse DNA pode ser realizado o
sequenciamento da regido mitocondrial, o qual geralmente utiliza-se a regido que
codifica para a Citocromo C oxidase subunidade | (ZEHNER et al. 2004; WEELS et
al., 2007, WEELS e STEVENS, 2008), pois este gene apresenta algumas vantagens
como iniciadores universais que sao fortes, recuperaveis e também apresenta uma
maior variagao de sinal filogenético em relacdo aos outros genes. Além disso, ele é
rodeado por sequéncias conservadas, o que permite isola-lo e estuda-lo através de
iniciadores universais (KOSMANN, 2009). Apesar da regulacdo deste gene por
outros, ele pode proporcionar uma visdo mais profunda em relagdo as alternativas
filogenéticas.

Para auxiliar melhor nas descobertas sobre o DNA barcoding, foi
desenvolvido o Barcode of Life Data Systems (BOLD), uma ferramenta
bioinformatica aonde foi compilado os dados, suportando desde a coleta do
espécime a validacdo da sequéncia deste como barcode. Esta comporta as
sequéncias e analisa os dados obtidos, sendo também um veiculo de colaboracéo
entre diversos grupos de pesquisa do mundo, permitindo um facil acesso a diversas
informacgdes, obtidas dos mais diversos laboratérios de pesquisa. Critérios como
nome da espécie, dados da instituicdo que detém o material testemunho, dados da
coleta, sequéncia de COI com os iniciadores usados na PCR e eletroferogramas séo
necessarios para que aquele espécime obtenha a classificacdo de barcode
(KOSMANN, 2009).

Barreiras como baixa diversidade génica de alguns grupos em suas
sequéncias, espécimes que divergiram recentemente, deteccdo de hibridos e
pseudogenes nucleares (Numts) devem ser vencidos para que a aplicacdo da
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técnica obtenha alto sucesso. Para a identificacdo de anomalias nas sequéncias de
barcode obtidas, além de sequéncias de baixa qualidade, o BOLD é uma ferramenta
de extrema importancia, pois todas as sequéncias ali inseridas sdo traduzidas para
aminoacidos e comparadas com a proteina do COI, visando confirmar a origem.
Feito isso, é buscado sequéncias de parada (stop codons — detec¢do de possiveis
pseudogenes) e contaminantes (sequéncias de outros organismos). Na deteccao
destes, o pesquisador é contatado e a sequéncia fica marcada, necessitando de
revisdo para aumentar a confiabilidade desta (KOSMANN, 2009).

Segundo Ward, et al. (2005), trabalhando com peixes uma regiao de 655
pb do citocromo oxidase subunidade |, gene (COX1) da mitocdndria foi sequenciada,
utilizando-se multiplas amostras e com isto, gerou-se 754 sequéncias. Os autores
concluem que o sequenciamento da regidao do gene COX1 pode ser utilizado como
uma sequéncia de Barcode. No futuro, espera-se colaboracdes de forma a montar
um banco de dados contendo sequéncias que permitam identificar uma gama maior
de espécies de peixes, com colaboracdes globais. E salientado também o fato de
que espécies distintas podem ter sequéncia de COX1 idéntica ou com alta
semelhanca, o que sugere uma possivel fusao entre espécies. Casos desta natureza
exigirdo a unido de profissionais da drea molecular e taxondmica, visando identificar
e resolver este problema (WARD, et al., 2005).

Carvalho, et al., 2008 utilizou a técnica de DNA barcoding para a
identificacdo de Surubim (Pseudoplatystoma spp.). Os autores salientam que a
utilizacdo de marcadores de mtDNA para hibridos apresenta limitacdes, mas pode
ser utilizada para indicacao de pureza; sendo observado que surubins ditos puros na
verdade eram hibridos e o uso do mtDNA serviu para indicar a origem materna dos
peixes hibridos.

4 CONCLUSAO

Até o momento, uma grande variedade de métodos vem sendo utilizada
para a identificacdo de espécies de peixes. O Barcode, técnica universal de
identificacdo genética de espécies, € uma delas e tem sido aplicada em todo o
mundo, com pelo menos 8795 espécies analisadas (Fish-Bol - http://www.fishbol.org/
acessado em julho de 2012).

A identificacdo a nivel molecular através da técnica de codigo de barras
de DNA se mostra uma excelente opcao para confirmar a sistematica classica,
principalmente em espécies de dificil identificagdo por meio da observacdo de
caracteristicas morfolégicas. Padronizar estas técnicas auxilia na confiabilidade,
além da diminuic&o de custos.
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