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RESUMO
A utilização de ferramentas moleculares para a identificação de espécies de peixes torna-se cada vez mais frequente, uma vez que possibilita a ausência de equívocos e ambiguidades na identificação, fornecendo com precisão o real cenário da biodiversidade íctica. O presente trabalho teve como objetivo a identificação molecular das principais espécies de peixes comercializadas na Feira Livre do município de Bragança, no nordeste paraense, região costeira amazônica, utilizando a ferramenta do DNA Barcode. Obteve-se 28 sequências com 634 pb, sendo 21 indivíduos identificados a nível de espécie, cinco a nível de gênero, e duas não identificadas, representando 14 famílias de peixes. Os resultados confirmaram a necessidade de um maior ordenamento para a nomenclatura comum de comercialização das espécies, demonstrando por exemplo a categorização e o comércio ilegal de espécies ameaçadas. A ferramenta molecular aplicada mostrou a comercialização de Hoplerythrinus unitaeniatus e Hoplias sp., ambas como sendo apenas traíra, representando uma categoria. Foi possível também identificar o comércio ilegal do mero Epinephelus itajara, sendo apresentando a população para consumo, com a denominação comercial de garoupa, uma espécie criticamente ameaçada de extinção. Além destes resultados, foi identificado também, o comercio de espécies antes não registradas na região, assim como a identificação mais precisa de alguns táxons, que não eram disponibilizados por trabalhos na mesma área de estudo. Desta forma, os dados gerados no presente trabalho, podem auxiliar um ordenamento pesqueiro para a cidade de Bragança, não mascarando a diversidade íctica ofertada, possibilitando uma identificação acertada de espécies para uma estatística pesqueira precisa, que não subestime a produção de espécies, evitando a categorização de nomes vernáculos.
Palavras-chave: Comercialização de pescado; COI; espécies ameaçadas; Epinephelus itajara.


ABSTRAT
[bookmark: _GoBack]The use of molecular tools for the identification of fish species becomes more and more frequent, since it allows the absence of misunderstandings and ambiguities in the identification, providing precisely the real scenario of the fish biodiversity. The present work had the objective of molecular identification of the main fish species commercialized in the Free Trade Fair of the municipality of Bragança, in the northeastern Paraense, Amazonian coastal region, using the DNA Barcode tool. 28 sequences were obtained with 634 bp, of which 21 individuals were identified at the species level, five at the genus level, and two unidentified, representing 14 fish families. The results confirmed the need for a better ordering of the common nomenclature for the commercialization of species, for example by showing the categorization and illegal trade of endangered species. The applied molecular tool showed the commercialization of Hoplerythrinus unitaeniatus and Hoplias sp., Both as only trait, representing a category. It was also possible to identify the illegal trade in the species Epinephelus itajara, and the population for consumption, under the trade name of grouper, is a species critically endangered. In addition to these results, it was also identified the trade of previously unregistered species in the region, as well as the more precise identification of some taxa, which were not available for work in the same area of ​​study. In this way, the data generated in the present work can help a fisheries management for the city of Bragança, not masking the fish diversity offered, allowing a correct identification of species for a precise fishery statistics, that does not underestimate the production of species, avoiding the Categorization of vernacular
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1- INTRODUÇÃO

No estado do Pará, observa-se sete regiões hidrográficas, dentre as quais encontra-se a “Costa Atlântica-Nordeste”, onde a Bacia dos Rios do Atlântico está incluída, com uma extensão de aproximadamente 122.000 km² (PARÁ, 2004). Entre as bacias dos Rios do Atlântico, a Bacia Hidrográfica do Rio Caeté se destaca por possuir importantes ambientes ainda preservados.
Na porção costeira desta bacia está inserida a Reserva Extrativista Marinha Caeté-Taperaçu, com 278,6 km² de extensão, a qual faz parte da zona de manguezais do salgado paraense. Esta região se encontra dentro de uma das faixas mais contínuas de manguezais do mundo (KJERFVE et al., 2002). A Bacia Hidrográfica do Caeté ocupa uma área de 2.195 Km2, que influencia sete municípios. A extensão do rio Caeté é de aproximadamente 149 km, com nascentes no município de Bonito e desaguando nos municípios de Bragança e Augusto Corrêa (IBGE, 2010).
O litoral paraense, em particular, é caracterizado pela presença de um elevado número de estuários e rios, que possuem grande influência na dinâmica dos fatores físicos e oceanográficos, assim como na ecologia da biota da região (CAMARGO e ISAAC, 2003). Na região estuarina do rio Caeté (Bragança – PA), em um levantamento da fauna íctica, utilizando caracteres morfológicos, Barletta (1999) identificou 32 famílias de peixes, com destaque para as famílias Sciaenidae, Engraulidae e Gobiidae. Outras famílias com menos representatividade em termos de diversidade foram: Clupeidae, Achiridae, Aspredinidae, Eleotridae, etc. (BARLETTA, 1999).
Lemos-Freire et al. (2011) constataram no município de Bragança-PA a comercialização de 67 táxons (etno-espécies) de pescado distribuídas em 36 famílias. Deste total, 71,26% correspondem a peixes ósseos, 11,97% elasmobrânquios, 13,46% crustáceos e 3,3% moluscos, catalogadas no mercado e na feira livre do município. A comercialização do recurso é realizada utilizando o nome vernacular dos espécimes o que favorece o agrupamento de uma variedade de espécies, não mostrando a verdadeira biodiversidade comercializadas.
Comumente, a identificação é realizada pela análise de caracteres morfológicos, contudo, quando se utiliza apenas esta abordagem pode-se haver equívocos e ambiguidades na identificação. Neste cenário, ferramentas moleculares que utilizam o DNA mitocondrial para identificação tornam-se cada vez mais frequentes, dentre elas, o DNA Barcode, que foi descrito inicialmente por Herbert (2003) e é caracterizada pelo uso de uma sequência de DNA capaz de identificar inequivocamente uma espécie. Tal ferramenta utiliza um fragmento de aproximadamente 650 pares de base da porção 5’ do gene Citocromo Oxidase C - Subunidade I (COI) para o processo de identificação (HERBET et al., 2003).
A literatura tem mostrado diversos trabalhos para a identificação de peixes utilizando o COI, tanto objetivando identificação e levantamento da ictiofauna (WARD et al., 2005) como em processos de autenticação de produtos pesqueiros (CARVALHO et al., 2011). Em um dos trabalhos pioneiros, Ward et al. (2005) identificaram de forma inequívoca mais de 200 espécies de peixes marinhos da Austrália, o qual estava incluso tubarões, quimeras, arraias e varias espécies de teleósteos. Os resultados mostraram a eficiência da técnica como importante ferramenta na discriminação precisa de táxons e separação dos grupos citados.
No município de Bragança (PA), várias espécies de peixes são frequentemente comercializadas em diferentes pontos da cidade, em especial, agregando uma maior concentração de pescado, na Feira livre e Mercado de peixe do município. Contudo, não há dados disponíveis da verdadeira biodiversidade de peixes comercializados, restringindo-se a trabalhos que realizam a caracterização da comercialização, utilizado apenas os nomes vernáculares e morfologia, o que em alguns casos pode acarretar em equívocos e ambiguidades na identificação. Desta forma, o presente trabalho objetiva a identificação molecular das principais espécies de peixes comercializadas na Feira Livre e Mercado de peixe de Bragança utilizando a ferramenta do DNA Barcode.

2-  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Amostragem e procedimentos laboratoriais
Até o presente, foram processados 28 espécimes de peixes, do total coletado no período de abril/2016 a janeiro de 2017, na Feira Livre e Mercado de peixe de Bragança-PA, principais pontos de comercialização de pescado. A coleta está sendo realizada em função de uma lista das principais espécies de peixes da região, fornecida pelo Programa de Monitoramento das principais espécies de peixes comercializadas no município de Bragança-PA, o qual é desenvolvido no Laboratório de Genética Aplicada (LAGA), do Instituto de Estudos Costeiros (IECOS), da Universidade Federal do Pará (UFPA).
De cada espécime é retirado uma porção de tecido biológico, de forma a resultar num banco de tecido biológico com representatividade de todas as espécies de peixes comercializados na Feira Livre de Bragança. Estas amostras estão sendo tombadas e armazenadas em microtubos contendo álcool 96%, congeladas em freezers a -20º C. Os indivíduos inteiros também estão sendo armazenados como espécimes testemunho.
O DNA genômico total está sendo obtido utilizando o Kit Wizard Genomic® (PROMEGA), seguindo instruções do fabricante. Após o isolamento, as amostras estão sendo misturadas a uma solução constituída de tampão Blue juice e corante GelRed (2μL da mistura e 2μL de DNA) e submetidas à eletroforese submarina em gel de agarose (1%) durante 30 minutos/60V. Após a corrida eletroforética as amostras são visualizadas sob luz ultravioleta para verificar a qualidade do DNA extraído. 
O fragmento alvo do gene COI está sendo amplificado por meio da técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), utilizando-se os iniciadores COIFishF1 e COIFishR1, descritos por Ward et al. (2005). A reação consisti em 15μL de volume final, com a seguinte composição: 2,4 μL de DNTP (1,25 mM); 1,5μL de tampão (10x); 0,6 μL de MgCl2 (50mM); 0,6 μL de cada iniciador (50ng/μL); aproximadamente 100ng de DNA total; 0,1 μL de Taq DNA polimerase (5U/μL) e água purificada para completar o volume final da reação. 
As condições de amplificação são as seguintes: desnaturação inicial a 95ºC por 3 minutos, seguida por 35 ciclos com desnaturação a 94ºC durante 40 segundos, hibridização a 55ºC durante 40 segundos e extensão a 72ºC por 1 minuto; e extensão final de 3 minutos a 72º C.
Após a PCR, as amostras positivas são submetidas à reação de sequenciamento, utilizando o método didesoxiterminal (SANGER et al., 1977), com reagentes do Kit Big Dye (ABI PrismTMDyeTerminatorCycleSequencing Reading Reaction – Life Technologies). O produto precipitado é submetido à eletroforese no sequenciador automático de capilar ABI 3500 (Applied Biosystems). 

2.2.	Banco de Dados e Análises Genéticas
As sequências geradas estão sendo alinhadas e editadas no programa BioEdit v. 7.1.3.0 (HALL, 1999), onde também são realizadas as devidas correções nas posições que existiam erros ou dúvidas em relação ao nucleotídeo presente. Ao término, são agrupadas as sequências em um único arquivo, criando desta forma um banco de dados. Adicionalmente, fsão inseridas ao banco, sequências disponíveis nos bancos públicos, como o BOLD e GenBank. O programa DnaSP v 5 (LIBRADO e ROZAS, 2009) foi utilizado para gerar uma lista de haplótipos, para auxiliar no processo de identificação das amostras.
No programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013), foi construída árvore de Agrupamento de Vizinhos (NJ) utilizando o modelo de Kimura-2-Parâmetros (K2P) (KIMURA, 1980). A significância dos agrupamentos da árvore foi estimada pela análise de bootstrap, geradas a partir de 1000 pseudoréplicas. Neste programa também foram calculadas as distâncias intra e interespecíficas (TAMURA et al., 2013).
E para corroborar o padrão de separação observado da árvore NJ e confirmado pelas distâncias genéticas, foi construída uma tabela com os sítios polimórficos, demonstrando possíveis mutações que separam as espécies, também no MEGA 6.0. Para concluir o processo de identificação molecular, cada sequência também foi comparada a um banco público de sequências, o GenBank, mais especificamente no Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), no campo “nucleotide blast”, além de consultas a plataforma BOLD (Barcode of Life Database).

3- RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foram geradas um total de 28 sequências, cada uma com 634 pb, referentes a porção 5’ do gene mitocondrial Citrocomo Oxidase C Subunidade I (COI). Dentre estas sequências, foram recuperados 24 haplótipos, que tiveram suas sequências comparadas nos bancos públicos, por meio da submissão às plataformas do BOLD - Barcode of Life Database e NCBI - National Center for Biotechnology Information. Os valores de similaridade admitidos como margem confiável de identificação ficaram entre 99-100%. 
Foram identificadas 21 sequências a nível de espécie, cinco a nível de gênero, e duas não identificadas, que representaram 14 famílias de peixes (Tabela 1). A árvore de agrupamento de vizinhos (NJ) resultante das sequências oriundas no presente trabalho em conjunto com sequências dos bancos públicos, mostrou a clara separação de grupos, formando arranjos bem suportados estatisticamente (Figura 1). As distâncias genéticas calculadas com base na comparação entre os grupos observados na árvore filogenética, corrobora o processo de separação das espécies, assim como a tabela com os 280 sítios polimórficos, que evidenciam as mutações genéticas que separam os observados na árvore NJ.
A referida técnica mostrou-se bastante útil, discriminando claramente em grupos na árvore NJ, as espécies de peixes comercializadas em Bragança, que foram incluídas na análise. Contudo, nem todas as sequências geradas puderam ser identificadas quando comparadas com os bancos públicos, o que ocorreu com as sequências de Timbiro e Pacamum, como os espécimes são chamados no momento da comercialização. Isto foi devido não haver sequências de COI destas espécies depositadas nos bancos públicos para possibilitar a comparação, fato que já ocorreu para outros trabalhos (WONG et al., 2011).
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Tabela 1. Correlação dos nomes comuns, de acordo com a designação dos comerciantes na Feira Livre, com a identificação dos táxons utilizando a ferramenta do DNA Barcode (gene COI). N: número de amostras. S: Similaridade com os bancos públicos de sequências. 
	Denominação comercial
	Família
	N
	BOLD
	NCBI

	
	
	
	Identificação
	S
	Acesso
	Identificação
	S
	Acesso

	Biquara
	Haemulidae
	1
	Haemulon steindachneri
	100%
	AAC5791
	Haemulon steindachneri
	100%
	JQ365369.1

	Tuvi
	Sternopygidae
	1
	Sternopygus macrurus
	99.03
	AAC0974
	Sternopygus macrurus
	99%
	HM405236.1

	
	
	
	Sternopynus obtusirostris
	99.68
	Privado
	
	
	

	Camurim
	Centropomidae
	3
	Centropomus parallelus
	100%
	AAE4140
	Centropomus parallelus
	100%
	JX124754.1

	Sardinha
	Clupeidae
	1
	Sardinella aurita
	100%
	
	Sardinella lemuru
	99%
	HQ231366.1

	
	
	
	
	
	
	Sardinella aurita
	99%
	KM538516.1

	
	
	
	
	
	Privado
	Sardinela longiceps
	99%
	JQ266230.1

	
	
	
	
	
	
	Sardinella sidensis
	99%
	KP099426.1

	
	
	
	
	
	
	Sardinella janeiro
	99%
	AM911174.1

	Paboca
	Serrasalmidae
	1
	Mylossoma duriventre
	99,84%
	AAX2873
	Mylossoma duriventre
	99%
	HM453212.1

	Tamatá
	
	2
	Hoplosternum littorale
	99.84%
	AAB5068
	Hoplosternum littorale
	99%
	JN988912.1

	Cação
	Carcharhinidae
	1
	Rhizoprionodon porosus
	100%
	AAB3213
	Rhizoprionodon porosus
	99%
	FJ519264.1

	
	
	
	
	
	
	Rhizoprionodon terraenovae
	99%
	KT075313.1

	Uritinga
	Ariidae
	1
	Sciades proops
	99.84%
	Privado
	Sem dados*
	-
	-

	Tambaqui
	Serrasalmidae
	2
	Colossoma macropomum
	100%
	AAR9990
	Colossoma macropomum
	100%
	JN032695.1

	Garoupa
	Serranidae
	1
	Epinephelus itajara
	100%
	AAD8870
	Epinephelus itajara
	100%
	KF836463.1

	Pacamum
	Anostomidae
	2
	Sem dados*
	-
	-
	Sem dados*
	-
	-

	Peixe pedra doido
	Haemulidae
	2
	Anisotremus virginicus
	100%
	AAC4096
	Anisotremus virginicus
	99%
	JQ841468.1

	
	
	
	
	
	
	Anisotremus surinamensis
	100%
	JX042218.1

	Bandeirado
	Ariidae
	2
	Bagre bagre
	100%
	AAE1966
	Bagre bagre
	100%
	GU702396.1

	Traíra 01
	Erythrinidae
	1
	Hoplerythrinus unitaeniatus
	99,84%
	Privado
	Hoplerythrinus unitaeniatus
	98%
	JN988901.1

	Traíra 02
	Erythrinidae
	1
	Hoplias malabaricus
	100%
	AAB1732
	Hoplias malabaricus
	100%
	JX112680.1

	
	
	
	Hoplias misionera
	100%
	Privado
	
	
	

	Piau
	Anostomidae
	2
	Schizodon fasciatus
	100%
	AAO7433
	Schizodon fasciatus
	100%
	FJ440621.1

	Caraximbó
	Carangidae
	1
	Caranx crisos
	100%
	Privado
	Caranx crisos
	99%
	GQ860369.1

	
	
	
	
	
	
	Sternoptyx pseudobscura
	99%
	KT075306.1

	Dentão
	Lutjanidae
	1
	Lutjanus jocu
	100%
	AAA5843
	Lutjanus bohar
	99%
	EU600131.1

	
	
	
	
	
	
	Lutjanus jocu
	100%
	JQ842567.1

	
	
	
	
	
	
	Lutjanus argentiventris
	99%
	EU489710.1

	
	
	
	
	
	
	Lutjanus apodus
	99%
	EU752111.1

	Timbiro
	-
	1
	Sem dados*
	-
	-
	Sem dados*
	-
	-

	P. corvina
	Scianidae
	1
	Cynoscion virescens
	99.51
	AAJ3285
	Cynoscion virescens
	99%
	HM424137.1
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Figura 1. Árvore NJ obtida a partir do fragmento barcode do gene COI. Sequências do NCBI - National Center for Biotechnology Information também foram usadas para gerar a árvore. Os números sobre os ramos indicam o suporte estatístico destes.


Foi observado que alguns indivíduos retornaram das comparações entre as sequências publicadas, com uma similaridade de 99%-100% com mais de uma espécie, as quais pertenciam as seguintes denominações comerciais: Sardinha, Tuvi, Cação, Dentão, Traíra 02, Peixe pedra doido e Caraximbó. Para tais casos, pode ser que tenha ocorrido erros na identificação da sequência da espécie já depositada, ou também problemas taxonômicos dos grupos específicos.
Dentre estas identificações genéticas ambíguas, foi possível chegar a identificação específica do Peixe pedra doido e Caraximbó, as quais pertenciam as espécies de Anisotremus virginicus e Caranx crysos, respectivamente, por meio de morfologia, com base em literatura especializada (CERVIGÓN, 1992). Também foi possível identificar o Dentão (Lutjanus jocu), com sequências que compõem um banco controle, provenientes de trabalhos anteriores (VENEZA et al., 2014).
Os resultados mostraram também a presença de mais de uma espécie sendo comercializada sob com a designação de Traíra, o que é visto na árvore como os grupos, Traíra 01 e Traíra 02 (Figura 1). Foram encontradas espécies distintas, inclusive de gêneros diferentes para estas, sendo Traíra 01, identificada como Hoplerythrinus unitaeniatus, enquanto que Traíra 02 pode ser Hoplias malabaricus ou Hoplias missioneira, conforme observado na Tabela 1. Na Figura 1, a separação entre estes táxons mostra-se evidente, com exceção de Hoplias missioneira, a qual é de fonte privada do BOLD, não sendo possível incluí-la na análise.
Designações comerciais são comumente atribuídos a diferentes espécies, sendo assim, em alguns casos, estes nomes comuns acabam atuando como categoria. Isto já é relatado para designações como Garoupa, Pargo, Bagre, Pescada (IBAMA 2000-2007; MPA 2008-2013). Ardura et al., (2010), em um estudo na Bacia Amazônica, observaram que eram vendidas sete espécies com a designação comercial de Acará, sendo assim forma exploradas de forma conjunta, não havendo um controle estatístico que representasse de forma clara o status pesqueiro de cada espécie, além de haver uma subestimação da diversidade íctica real. 
Dentre as amostras identificadas, encontrou-se a espécie Epinephelus itajara, sendo comercializada com de designação comercial de Garoupa, o que possivelmente está mascarando seu comércio, uma vez que garoupa representa uma categoria, agrupando diversos serranideos (MPA 2008-2013). Além disso, sabe-se que a referida espécie, faz referência à designação comum Mero, que segundo a União Internacional para Conservação da Natureza (IUCN), é classificado como criticamente ameaçado, estando atualmente proibida sua pesca, transporte e comercialização até o ano de 2023 em todo território brasileiro, o que é regido pela Portaria Interministerial MPA/MMA Nº 13, de 2 de outubro de 2015. Contudo, apesar desse preocupante status de conservação, sabe-se que a espécie ainda é comercializada, causando danos imensuráveis as populações da espécie, e prejudicando o andamento de programas de manejo e conservação (GIGLIO et al., 2014). 
As amostras de Tambaqui agruparam com Colossoma macropomum, o que confirma que a linhagem materna desses indivíduos é desta espécie. Entretanto, a identificação ainda deve ser complementada com protocolo específico a partir de gene nuclear (GOMES et al., 2012), uma vez que o DNA mitocondrial não é capaz de separar o Tambaqui puro dos seus híbridos, por ser de herança uniparental.  
Foi possível observar o comércio de espécies antes não registradas na região Bragantina, assim como a correlação das designações comerciais com o nome científico de maneira exata. Comparando os dados do presente estudo com os dados morfológicos de Lemos Freire et al. (2011), foram encontradas seis novas denominações comerciais: Biquara, Tuvi, Paboca, Tambaqui, Garoupa, Piau e Dentão. Por outro lado, comparando as denominações já registradas, alguns indivíduos foram identificados com mais exatidão nesta pesquisa, que no trabalho de Lemos Freire et al. (2011) usando apenas morfologia, no qual os autores chagaram a identificações apenas a nível de família, gênero ou com equívocos taxonômicos no caso de determinadas espécies, como nos casos de: Hoplosternum littorale (Tamatá), Rhizoprionodon porosus (Cação), Hoplerythrinus unitaeniatus (Traíra 01) Hoplias sp. (Traíra 02) e Caranx crisos (Caraximbó).

4- CONCLUSÃO

No presente trabalho, a técnica mostrou-se extremamente útil na discriminação correta das espécies amostradas na Feira Livre de Bragança. Contudo, existe a necessidade de analisar indivíduos das demais designações populares faltantes, com o intuito de gerar um diagnóstico preciso de quais espécies são comercializadas neste pólo pesqueiro paraense. Os dados podem auxiliar um ordenamento pesqueiro para Bragança, não mascarando a diversidade íctica ofertada, possibilitando uma identificação acertada de espécies para uma estatística pesqueira precisa, que não subestime a produção de espécies, evitando a categorização de nomes vernáculos.
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