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RESUMO

O Brasil é o pais com maior potencial hidrico do planeta, apresentando cerca de 13,7% da
agua doce do mundo. A economia da regido amazonica, especialmente das comunidades
ribeirinhas, depende em grande parte dos recursos do rio, 0 controle da pesca nessa regido
acaba sendo escasso. O codigo de barras de DNA (DNA barcoding) mostra-se como um
aliado nessa tarefa, pois é uma técnica que utiliza sequéncias curtas de DNA, como
diagndstico molecular para a identificacdo ao nivel de espécies e faz com que estas
informagdes sejam obtidas de forma répida e barata. Este estudo pretende avaliar com 0 uso
do DNA barcoding a possivel substituicdo de peixes comercializados in natura sob o nome
popular de filnote (Brachyplatystoma filamentosum) e por quais espécies estdo sendo
substituidos, apontando suas possiveis causas. Foram coletadas 12 amostras de B.
filamentosum, provenientes da feira municipal de peixe de Breves, Ilha do Marajo e 12
amostras provenientes da cidade de Mocajuba, regido do Rio Tocantins, totalizando 24
amostras. O DNA gendmico total foi extraido com o Kit de extragdo DNA Wizard Genomics
(Promega Inc), os DNA foram migrados em eletroforese submarina em gel de agarose low
melt de 1% para quantificacdo da qualidade dos mesmos. A partir da extracdo, foram
realizadas as amplificacOes, através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do gene
Citocromo Oxidase subunidade | — COI. Os resultados obtidos apontaram uma baixa taxa de
substituicdo do peixe B. filamentosum, ndo indicando carater de substituicdo intencional, mas
faz-se necessario um monitoramento do pescado na regido amazoénica e a implementacéo de

Leis para o pescado, mas em especial ao filhote, para ele ndo seja sobre explorado.

Palavras-chave: Filhote, Brachyplatystoma filamentosum, DNA barcoding.



ABSTRACT

Hydrological potential of Brazil is one of the largest of the planet, presenting about 13.7% of
the world's fresh water. The economy of the Amazon region, especially of the riverside
communities, strongly depends on the resources from the rivers, mainly of the fisheries.
However, giving the river area of the region, the control of the fishing in this region ends up
being scarce. DNA barcoding is an ally in this task because it is a technique that uses short
DNA sequences as molecular diagnostics for identification at the species level and this
information are obtained in a very fast and cheap way. This study intends to evaluate the
possible substitution of commercially fresh fish popular named of “filhote”
(Brachyplatystoma filamentosum) with the use of DNA barcoding, and for which species are
being substituted, pointing out their possible causes. 12 samples of B. filamentosum were
collected from Breves fish market, Marajo Island and 12 samples from the city of Mocajuba
from Tocantins River, totaling 24 samples. Total genomic DNA was extracted with the
Wizard Genomics DNA extraction kit (Promega Inc.) and were migrated in 1% low melt
agarose gel underwater electrophoresis to quantify their quality. From the extraction,
amplifications were performed through the Polymerase Chain Reaction (PCR) of the
Cytochrome Oxidase subunit I - COI gene. The results obtained indicated a low replacement
rate of the B. filamentosum fish, not indicating an intentional substitution character, but it is
necessary to monitor the fish in the Amazon region and the implementation of Laws for the

fish, but especially the that both he are not over-exploited.

Keywords: Filhote, Brachyplatystoma filamentosum, DNA barcoding.
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1 INTRODUCAO

1.1 APESCA NA ECONOMIA BRASILEIRA

Tendo em vista a significativa relevancia no cenario econémico, social e ambiental, a
atividade pesqueira no Brasil é de extrema importancia e por apresentar cerca de 13,7% da agua
doce do mundo é considerado o pais com maior potencial hidrico do planeta (Pinheiro et al.,
2014; Ministério do Meio Ambiente, 2017). Entretanto, mesmo com uma representatividade
econdmica elevada, nos anos de 1998-2007 a atividade pesqueira registrou um declinio no nimero
de captura (IBAMA, 2007; IBGE, 2014), mas a partir de 2007 a producdo do pescado comecou a
ter um aumento e em 2009 essa producdo atingiu 1.240.813 t (BOLETIM ESTATISTICO DO
IBAMA/MMA, 2007).

A Regido Norte, que em 2013 ficou a frente apenas da Regido Sudeste, despontou na
lideranca da participacdo entre as grandes regides e esse crescimento foi impulsionado,
sobretudo pelo Estado de Ronddnia, que subiu para a primeira posicdo do ranking das
Unidades da Federacdo, com a despesca de 75,02 mil toneladas de peixes. O Estado do Mato
Grosso, por sua vez, caiu para a segunda posicdo, com a despesca de 60,95 mil toneladas
(IBGE, 2014). Ja em 2014, a producdo total da piscicultura brasileira foi de 474,33 mil
toneladas em 2014, onde representou um aumento de 20,9% em relacdo a registrada no ano
anterior (IBGE, 2014).

Dados da Food and Agriculture Organization of the united nations (FAO) mostram
que o Brasil esta na lista dos 57 principais produtores de pescado no mundo, se analisar na
lista dos “Peixes, crustaceos, moluscos, etc. Captura pelos principais produtores em 2014 ¢
fazer um gréfico adicionando apenas os dados do Brasil dos anos de 2005 & 2014. Obteve-se 0

gréfico 1 da seguinte forma:

Gréfico 1: Mostra a captura do pescado em toneladas pelo Brasil no ano de 2005 a 2014.

Peixes, crustaceos, moluscos, etc. Captura pelos principais
produtores em 2014

840000

825412
820000 —

820112

800000

780000

760000

740000

—— ANno

783177

791892

785369

779113

765393

767026

750261

765286

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Toneladas (t)

Fonte: FAO 2014.



11

Podemos analisar que o Brasil no ano de 2012 teve um aumento consideravel na
captura em relagdo ao ano anterior, mas no ano seguinte ocorreu uma queda de 820.112 t para
765.286 t e ano com a maior captura de pescados foi 0 ano de 2009. No ano de 2014 o Brasil
importou 1 558 567 t de pescado (FAO, 2014). No mundo 87,5% da producdo pesqueira séo
destinados para o consumo humano, sendo que dessa porcentagem 39,95% é consumido
fresco e 26,1% e consumido congelado (FAO, 2014).

1.2 PESCA NA REGIAO AMAZONICA

A Amazobnia abriga uma populacdo humana diversificada distribuida em algumas
grandes cidades e em milhares de comunidades quase isoladas. A economia local dessas
regides, especialmente das comunidades ribeirinhas, depende em grande parte dos recursos do
rio, a pesca desempenha um papel importante na regido como fonte de: alimento (algumas
espécies de peixes sdo a principal proteina na dieta dos habitantes locais), emprego e para o
desenvolvimento econdmico (GRAM et al., 2001; BATISTA & PETRERE, 2007; DOREA,
2003; SANTOS & SANTOS, 2005). Estima-se que na Amazoénia cerca de 130.000 pessoas
estdo empregadas na pesca ou em atividades relacionadas com o setor da pesca, onde a
extracdo do peixe acaba sendo o principal motor para a economia local (GRAM et al., 2001).
Entretanto, a atividade pesqueira quando ndo estd sendo corretamente regulamentada e
controlada, pode ameacar a biodiversidade ambiental, principalmente em regies como o
bioma Amaz6nico, ao qual, apresenta um equilibrio extremamente delicado, pois a pesca
extrativista continental na regido, estd em um processo expansivo e alguns recursos
hidrobiol6gicos mostram sinais de exploracdo excessiva (QUEIROZ & SARDINHA, 1999).

A bacia amazonica possui a maior biodiversidade de peixes de agua doce do mundo,
com um numero estimado de aproximadamente 5.000 espécies, sendo que 43% dos peixes
pertencem a ordem Characiformes, 39% a ordem Siluriformes, 3% a ordem Gymnotiformes e
o restante dividido entre 14 familias de diferentes ordens (SANTOS & FERREIRA, 1999). As
frotas pesqueiras sediadas no Ecossistema Amazodnico exploram a sazonalidade da
abundancia do pescado nas: aguas interiores, no estuario, na costa e no oceano, em diferentes
periodos ao longo do ano, mantendo o fornecimento regular do pescado (Isaac & Barthem,
1995), basicamente essa exploragdo do pescado é feita pela populacéo ribeirinha. Os juvenis
de algumas espécies podem ser encontrados em estuarios, enquanto os adultos sexualmente
maduros no alto Amazonas, no Brasil, Colémbia e Peru, com isso indicando grande migracéo

reprodutiva que pode chegar a 3500 Km. A calha do rio Amazonas serve como via de
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disperséo natural das larvas e juvenis, o estuério serve como ambiente onde os adultos e sub
adultos encontram suas presas (RUFFINO, 2000). O desempenho da pesca extrativa marinha
na regido Norte apresentou um decréscimo de 15,8%; de uma producdo de 85.603,0 t, em
2006, passou para 72.036,5 t, em 2007. O valor total estimado da producdo foi de R$
288.486.280,00 (IBAMA, 2007). Mas acredita-se que a pesca na regido amazonica podera ter
um enorme potencial econdmico para as comunidades brasileiras locais se for aberta para os
mercados internacionais (ARDURA et al., 2010).

1.3 DIFICULDADES ENCONTRADAS PARA O MONITORAMENTO DA PESCA

O controle da pesca em um sistema de adgua doce, sendo este tdo vasto e intrincado
como a Amazonia que contém mais da metade da floresta tropical e € o principal ecossistema
onde as popula¢ées humanas geralmente séo isoladas ao longo dos afluentes (VIANA et al.,
2004; BEETS et al., 2008). Muitas vezes estdo a centenas de quilometros de distancia uma
das outras e sem qualquer comunicacdo a ndo ser o transporte fluvial, o que acaba
representando um desafio muito grande para fiscalizacdo de captura e comércio das espécies
de peixes de grande importancia comercial, que muitas vezes encontram-se em risco de sobre
pesca devido a sua procura em demasia, problema este alertado por QUEIROZ &
SARDINHA (1999) e Malhi et al. (2008). Na prética, a regulamentacdo da pesca restritiva
esta limitada a algumas éareas declaradas de reservas naturais, como por exemplo, a captura
limitada do pirarucu (Arapaima gigas) em Mamiraua (VIANA et al., 2004).

Um dos problemas mais basicos para controle da pesca é a identificacdo correta das
espécies de peixe comercializadas, em muitos casos € ainda mais comprometida devido o uso
do nome vernacula das espécies de peixes (CAWTHORN et al., 2011, CARVALHO et al.,
2017). As espécies de peixes amazo6nicos, assim como outras espécies ao redor do mundo, sdo
comercializadas em feiras e supermercados com nomes vernaculares, podendo estes, variar
entre as regides ao longo de cidades, municipios, estados ou até mesmo na propria cidade. Em
outros casos, 0 mesmo nome genérico como o pacu (Mylossoma duriventre), € aplicado em
pelo menos sete espécies pertencentes a diferentes géneros e familias (ARDURA et al., 2015).

Os erros de rotulagem podem ser causados de forma nédo intencional, como no caso de
espécies de peixes que apresentam morfologia muito similar uns dos outros (podendo ser
pertencentes ha um mesmo género ou familia); ou também, pode surgir devido ao fato de que
diferentes espécies de peixes receberem 0 mesmo nome vernacular em uma mesma regiao, ou

até mesmo, pelo fato de uma espécie receber diferentes nomes vernaculares em diferentes
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regides (BUCK, 2009; ARDURA et al., 2010; HEYDEN et al., 2009; CAWTHORN et al.,
2011 ARDURA et al., 2015). Como € o caso de identificar sete espécies comercializadas sob
0 mesmo nome (acards), mediante a essa situa¢do surge uma questdo importante, que em um
futuro a nomenclatura cientifica venha a ser fundamental na venda e o monitoramento pode
servir para individualizar a gestdo da pesca, permitindo a utilizagdo de registos de mercado
para monitorar espécie-especificas de tendéncias no comércio e estimar a exploragdo taxas
sobre uma base por espécie, como o proposto para os tubardes (ABERCROMBIE et al., 2005;
ARDURA et al., 2015).

A utilizacdo de nomes vernaculares ou genéricos para agrupar varias espécies de
peixes, ndo transmite ao consumidor nenhuma informagéo para evitar que eles fagam compras
mal informadas, com isso, ele pode acabar adquirindo espécies ameacadas, por serem
comercializadas com um nome exatico, e assim, acabam sendo enganados e prejudicando a
conservacdo daquela espécie assegurada por lei (CAWTHORN et al, 2011). As
ambiguidades existentes na nomenclatura de espécies animais comercializados, indicam
claramente a necessidade de padronizacdo dos nomes utilizados em rotulagem, bem como a
utilizacdo do nome das espécies em Latim, fato este que aumentaria a identificacdo correta
das espécies comercializadas, minimizando possiveis erros de rotulagem e fraudes comerciais
(GERSON et al., 2008). Mas a substituicdo também pode ser de forma intencional visando
intensificar os lucros (BARBUTO et al., 2009; HEYDEN et al., 2009; GALAL-HALL et al.,
2014).

1.4 IMPORTANCIAS DA ROTULAGEM

A auséncia de uma ferramenta para a identificacdo e autenticacdo de produtos
comerciais de peixe, isto &, o simples quem é quem em mercados amazdnicos, a quantificacdo
dos valores reais de captura extrativista se torna impossivel e as taxas de exploracdo nao
sendo estimado. A identificacdo das espécies é necessaria para a exploracao sustentavel dos
recursos de pesca, como tachar pode esconder a exploracdo de espécies ameacadas (MARKO
et al., 2004).

A rotulagem do pescado ganhou recentemente uma atencdo consideravel, como um
meio para fornecer tanto as informagdes especificas do produto, como reduzir a incerteza da
qualidade, bem como a partir de um ponto de vista regulamentar (VERBEKE et al., 2009;
MAHER, 2001). E de fundamental importancia, saber exatamente quais as espécies estdo

sendo comercializadas sob um determinado nome local e proporcionar uma ferramenta para a
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autenticacdo de produtos de peixe com valor comercial que ndo podem ser identificadas
morfologicamente, como fatias, pedacgos salgados e outras variantes de marisco comerciais
(ARDURA et al., 2015).

Ferramentas para identificacdo de espécies de peixe sdo necessarios para a abertura de
mercados locais para os consumidores internacionais (WILSON & BEERS, 2001). A
rastreabilidade genética utilizando o &cido desoxirribonucleico (DNA) esta sendo cada vez
mais empregados (BARBUTO et al., 2010). Os papéis principais das informacdes de rétulos
dos alimentos devem ser: informar os consumidores e para ajudar a vender os produtos. Essa
informacdo transmitida pelos rétulos tem evoluido ao longo do tempo, tendo em vista que 0s
objetivos se tornaram cada vez mais numerosos e complexos, sob a influéncia de varios
grupos de pressdo, tais como empresas de alimentos, grupos de varejo, autoridades publicas e
organizagdes de consumidores (CHEFTEL, 2005). Para as etiquetas terem valor para os
consumidores, os dados devem ser atendidos e entendido na primeira instancia, ou seja, assim
que leia, ele compreenda as informagdes. Estudos indicam que essa condicdo muitas vezes
ndo é cumprida. (GRUNERT, 2005). Os consumidores indicam que eles enfrentam um grande
grau de incerteza de qualidade na avaliacdo e compra de peixe fresco, apesar da imagem
predominantemente saudavel (VERBEKE et al., 2006).

1.5 PROBLEMAS OCASIONADOS PELA ROTULAGEM INADEQUADA

A rotulagem inadequada de espécies de peixes pode se manifestar de varias formas,
bem como em qualquer fase da cadeia de fornecimento da pesca (LOGAN, et al., 2008). Com
iSSO surgiu a preocupacdo, pois alguns comerciantes e revendedores podem usar
deliberadamente a rotulagem inadequada como um meio para venda de peixes capturados
ilegalmente em mercados legitimos, ou simplesmente substituir espécies de elevado valor
comercial por outras de baixo valor, para enganar os consumidores com a finalidade de
acumular maiores lucros (OGDEN, 2008). Isso acontece devido a carne de muitas espécies de
peixes serem semelhantes em aparéncia, e textura, bem como pelo processo chamado de
finning conhecido como filetagem o qual retira as caracteristicas morfologicas de
identificacdo visual das espécies de peixes entre 0 momento da captura e o tempo em que
estes aparecem para venda, tornando relativamente facil as espécies de elevado valor
comercial sofrerem substituicdo, tanto de forma parcial como total, com espécies de valor
comercial mais baixo (SMITH & SMITH, 1966; LOGAN et al., 2008; CAWTHORN et al.,

2011). A origem do erro na identificacdo do pescado parece ser ndo intencional nas feiras de
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peixe da Amazonia, pois causaria grandes prejuizos econdémicos (ARDURA et al., 2010).

No entanto, também deve ser notado que a falta de conhecimento ao nivel do
consumidor em relacdo ao pescado, abre oportunidades para varejistas desonestos etiquetarem
mal os seus produtos, assim aumentando o ganho financeiro (CAWTHORN et al., 2011). Em
paises como Africa do Sul, Grécia e Unido europeia ¢ feito a utilizacio de nomes de grupo
genéricos ou a utilizacdo de nomes mais exoticos para aumentar o preco no mercado, onde
esse ato ndo causa somente impacto na condicdo financeira do consumidor, mas também pode
estar comprometendo a sua satude. (CAWTHORN et al., 2011; GALIMBERTI et al., 2013). A
substituicdo de algumas espécies de peixes na Grécia acaba ocasionando reacdes alérgicas nos
consumidores, podendo algumas destas se tornar fatais (TRIANTAFYLLIDIS et al., 2010).

A falta de rastreabilidade na cadeia de abastecimento de pesca também fornece uma
oportunidade consideravel para a rotulagem inadequada. Produtos de peixe, muitas vezes
mudam de méaos vérias vezes na rota dos navios de pesca até o prato do consumidor,
tornando-se dificil identificar o elo da cadeia de abastecimento, onde a fraude ou a
substituicdo ocorreu (THOMPSON et al., 2005). No entanto, os motivos da rotulagem
inadequada podem ser o fato de serem mal aplicadas, ou porque as penalizacdes em caso de
fraudes comprovadas sd@o pequenas em comparacdo com os lucros resultantes da negociacao
fraudulenta do pescado (BUCK, 2009). A comercializacdo de pescado rotulado de forma
incorreta pode acarretar a substituicdo de espécies que possuem a pesca permitida, por
espécies que estdo em periodo de defeso ou até mesmo sob risco de extincdo (JACQUET &
PAULY, 2007) acarretando a perda de biodiversidade.

1.6 Brachyplatystoma filamentosum LICHTENSTEIN, 1819.

Dando inicio com BAYLEY & PETRERE (1989) ao qual dividem a ictiofauna da
Amazodnia em duas grandes categorias e dessas duas irei ressaltar os detalhes em especial
apenas da primeira categoria, pois € nela que esta presente a ordem da espécie tratada nesse
referido trabalho. O primeiro grande grupo inclui as espécies que realizam migracdes durante
a seca entre o canal do rio, areas alagadas e tributarias. Esse primeiro grupo é dividido em
duas categorias peixes: 0s bagres migradores (Siluriformes) de longas distancias e os peixes
de escama. A segunda grande categoria € a de peixes sedentarios.

Os peixes sem escamas (grandes bagres da ordem Siluriformes), principalmente da
familia Pimelodidae, formam um clado constituido por aproximadamente 300 espécies

distribuidas nos rios na América do Sul e Central, ilhas do Caribe e sul do México (PINNA,
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1998; LUNDBERG & LITTMANN, 2003; NELSON, 2006;). A familia Pimelodidae (bagres
de bigode longo) se caracteriza corpo liso (sem escamas); Aleta adiposa presente; Trés pares
de barbos — bigodes (sem barbos nasais); nadadeiras pélvicas e dorsais presentes ou ausentes;
Aleta adiposa bem desenvolvida. Seu comprimento maximo de cerca de 2,8 m FL, atingido
em Brachyplatystoma filamentosum. (NELSON, 2006). Aproximadamente, 95% da captura
referem- se a cinco espécies desta familia, desta porcentagem, quase 80% é representada pela
captura de quatro espécies de um mesmo género: Brachyplatystoma rousseauxi (dourada)
Brachyplatystoma vaillantii (Piramutaba), Brachyplatystoma filamentosum (filhote) e
Brachyplatystoma capapretum (Piraiba escura ou filhote capapreta) (BARTHEM &
GOULDING, 1997).

Entre as trés espécies de grandes bagres do género Brachyplatystoma mais explorados
comercialmente, apenas em torno da Piramutaba (B. vaillantii) é que se desenvolveu a
industria do pescado de agua doce na Amazonia, sendo feita pela frota de pesca de arrasto
(BATISTA et al., 2004). Esse é um peixe de grande importancia como item de exportacéo e é
o alvo principal das pescarias, com 30,7% e 24,8% da producdo total em 2001 e 2002,
respectivamente (PINHEIRO & FREDOU, 2004), e em 1986, foi a terceira espécie mais
exportada pelo Brasil (Revista CACEX, 1988). Atualmente a pesca da piramutaba apresenta
um declinio na regido, sendo substituida pela pesca de outras espéecies do género (RUFFINO
et al., 2000).

A espécie B. filamentosum, conhecido e comercializado no estado do Para pelo nome
vulgar de filhote, é considerado o maior predador dos canais dos rios amazodnicos e
frequentemente ultrapassa 100 kg de peso (AQUINO et al., 2009), possui habitos noturnos e
forrageia perto ao fundo dos rios (PETRERE JR et al., 2004) e tem uma ampla distribuicdo na
bacia amazonica, presente entre 0s canais dos rios principais, incluindo os tributarios de aguas
brancas, preta e clara, nos lagos de varzeas e na parte de agua doce da foz amazOnica,
ocorrendo a partir dos rios costeiros do estado do Amapa até os cursos de dgua que cortam o
sopé da cordilheira dos Andes (SANTOS & JEGU, 2004; SANTOS, 2004; MOJICA, 2012;
BARTHEM & GOULDING, 1997). E uma das espécies mais consumidas na regido
amazonica principalmente pelo seu sabor agradavel e rendimento em filé. Considerada como
a maior espécie de peixe de couro da América do Sul e uma das maiores do mundo (SANTOS
et al., 2006). Essa espécie é caracterizada por apresentar dorso escuro ou cinza claro e ventre
claro (BARTHEM & GOULDING, 1997), e em relacdo ao seu porte, na Amazonia, sO é
superada somente pelo pirarucu Arapaima gigas (CORDOBA et al., 2000). Alguns autores
(LIMA & RUFFINO, 2003; BARTHEM & GOULDING, 2007) sugerem que o filhote realiza
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migracOes, embora existam poucos dados disponiveis para detectar seus movimentos
sazonais, além de registrarem que as migracfes a partir do estuario ndo tém sido relatadas
para essa espécie. Porém, o seu padrdo migratorio ainda é desconhecido. Desde 1970, ja havia
davidas sobre a existéncia de uma ou mais espécies entre 0s peixes que sdo chamados de
filhote (GOULDING, 1979). Onde exemplares comercializados como “filhote” (B.
filamentosum e B. capapretum) apresentam o dorso escurecido e fez-se necessario também a
diferenciacdo genética das espécies (HUERGO, 2009; CORDEIRO, 2013). HUERGO, et al.,
(2011), verificou que 33,19% correspondentes a 670 toneladas de B. capapretum podem ter
sido capturadas como B. filamentosum nos anos de 2001 e 2004. Logo a seguir a tabela 1

mostra a producdo de B. filamentosum nos anos de 2007 a 2009.

Tabela 1: As informacdes referentes ao ano de 2007
TABELA 1. PRODUQAO EM TONELADAS DE B. FILAMENTOSUM NA
PESCA EXTRATIVA CONTINENTAL.

ESPECIE PRODUCAO EM TONELADAS
2007 2008 2009
FILHOTE 3.472 3.449 3.161

Fonte: Boletim Estatistico do IBAMA/MMA.. 2008-2009.

Entretanto, ao longo dos anos seguidos de exploracdo, o registro de capturas de B.
filamentosum apresentou indices cada vez menores como descrito por CORDEIRO (2013) e
apresentado pelo Boletim Estatistico do IBAMA/MMA, PETRERE JR et al., (2004), apontou
que a sobre-exploracdo pode ter provocado o declinio dessa espécie e isso levou a sua
inclusdo no estoque pesqueiro, cuja captura tem aumentado desde 1990. Mas também foram
levantadas duvidas sobre a existéncia de uma ou varias populagdes do “Filhote”, na bacia
amazobnica, estimulando a realizacdo de estudos voltados a compreensdo da complexidade
envolvida com esse recurso, que por sua vez, é de fundamental importancia em programas de
conservacdo e manejo da pesca (HUERGO, 2009) e possuem dados de pesquisas anteriores
no ambito do Programa de Estudos da Rede Urbana da Calha Solimbes e Amazonas
coordenado pelo NEPECAB e do “Projeto PIRADA: genética, manejo e conservagdo dos
grandes bagres migradores na Amazonia” coordenado pelo LFCE e LTBM ambos do INPA.
(MORAES & GOMES; 2009). B. filamentosum e B. capapretum, sdo duas espécies
capturadas e comercializadas sem distingio (HUERGO, 2009). A Piraiba negra (B.

capapretum) apresenta denticdo finamente granulada, presenca nos juvenis de manchas acima



18

da linha lateral mais larga que os olhos, dorso abruptamente escurecido e nadadeira caudal
larga e furcada (CORDEIRO, 2013).

A pesca dos bagres é feita com redes de emalhe e espinhel ao longo da calha do rio
Amazonas e seus principais afluentes de aguas brancas. Devido a rejeicdo do consumo de
peixes de couro pela populacdo da Amazonia Central, sua captura € voltada principalmente
para a exportacdo. (HUERGO, 2009). As espécies de bagres como a dourada, o surubim e o
filhote, também ndo sdo populares nos mercados locais do estado do Amazonas, entretanto,
sdo apreciados nos estados de Rondénia, Acre e Pard (LIMA & RUFFINO, 2003), sendo
capturados pela pesca extrativista em toda a bacia.

1.7 FERRAMENTAS MOLECULARES E SUA APLICABILIDADE NO CONTROLE
DE ROTULAGEM E IDENTIFICACAO DE FRAUDES COMERCIAIS

Métodos de identificacdo moleculares de espécies, particularmente aqueles com base
em analise de DNA, podem servir como ferramentas fundamentais para a industria de auto
regulacdo, pois oferece um nivel superior de precisdo para 0 monitoramento governamental de
autenticacdo do peixe e a0 mesmo tempo, proporciona uma ferramenta importante para
justificar a emissdo de multas e a acusacdo de praticas ilegais (OGDEN, 2008; CAWTHORN
et al., 2011). O cddigo de barras de DNA (DNA barcoding) €, essencialmente, uma
técnica que utiliza sequéncias curtas de DNA, como diagnostico molecular para a
identificacdo ao nivel de espécies e faz com que estas informacdes sejam obtidas de forma
rapida e barata (WONG & HANNER, 2008). Em particular, o gene Citocromo oxidase
subunidade I (COl) é utilizado como marcador preferencial e vem sendo bastante difundido e
utilizado principalmente por representar uma metodologia padrdo rapida e eficaz para a
identificacdo de uma diversificada gama de linhagens de animais, incluindo espécies de
peixes (HEBERT et al., 2003a; HEBERT et al., 2003b; WARD et al., 2005). Ele vem sendo
confirmado como uma técnica extremamente poderosa e amplamente aplicavel para fins de
identificacdo de peixes (TOFFOLI et al., 2008; ARDURA et al., 2010; CAWTHORN et al.,
2011; PEREIRA et al., 2013; ARDURA et al., 2015).

A principal vantagem do DNA mitocondrial € a maior abundancia de copias deste em
comparacdo ao DNA nuclear (AVISE et al.,, 1984). Cada célula possui centenas de
mitocbndrias e cada mitocondria dezenas de coOpias de seu cromossomo circular. O DNA
mitocondrial também apresenta a vantagem de ndo possuir introns, praticamente ndo sofre

recombinacdo e é hapldide (SACCONE et al., 1999). A aplicacdo de marcadores espécie-
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especificos para identificacdo de peixes amazonicos ja é aplicada hd algum tempo, entretanto
a diversidade de espécies as quais ja foram alvo de trabalhos moleculares, bem como os locais
de amostragem de onde estes individuos foram amostrados, ainda sdo bastante reduzidos em
comparacdo a riqueza de especies amazonicas, bem como a &rea total da mesma (FARIAS et
al., 2000; ARDURA et al.,, 2010; CORDEIRO, 2012; BRITO, 2013). Desta forma, a
aplicacdo destas inferéncias moleculares ao maior nimero de espécies possiveis é
fundamental para 0 mapeamento genético da diversidade de peixes amazénicos.

Diferentes métodos baseados em DNA tém sido propostos para a rastreabilidade dos
peixes (RASMUSSEN & MORRISSEY, 2008). Atualmente, a ampla utilizacdo do codigo de
barras de DNA tem servido como base para estudos genéticos posteriores, onde no caso de
espécies em que o polimorfismo genético ja tenha sido detectado anteriormente pelo gene
COl, os estudos posteriores com estas espécies podem ser realizados no ambito da genética
populacional (ARDURA et al., 2010).

Com isso, o DNA barcoding vem sendo utilizado para avaliar a incidéncia de
substituicdes de espécies de peixes na América do Norte (WONG & HANNER, 2008),
Europa (COMI et al. 2005; MILLER & MARIANI, 2010; BARBUTO et al., 2010; FILONZI
et al., 2010; TRIANTAFYLLIDIS et al., 2010; NICOLE et al. 2012) Africa do Sul
(HEYDEN et al., 2009; CAWTHORN et al. 2011) América do Sul (HUERGO, 2009;
ARDURA et al., 2010; HUERGO et al 2011; BRITO, 2013; CORDEIRO, 2013; ARDURA
et al., 2015). Enquanto isso no Brasil, 0 nimero de estudos que utilizam dessa ferramenta é
escasso, principalmente, tendo-se em mente a riqueza de espécies que sdo alvo de pesca no
pais e em especial na regido amazonica (GRAM et al., 2001, BATISTA & PETRERE, 2007;
CARVALHO et al., 2011; VENEZA et al., 2013). Uma pesquisa de grande importancia com
0 uso dessa ferramenta para identificacdo de filés rotulados como pescada branca
comercializados em grandes redes de supermercados de Belém, Para, na Amazonia brasileira

foi realizado por Brito (2013) e seus resultados revelaram uma alta taxa de substituicao.

2 JUSTIFICATIVA

Devido a importancia econbémica de B. filamentosum na regido amazdnica, faz-se
necessario a utilizacdo de fermentas mais precisas de identificacdo de espécies, para que 0s
consumidores possam ter uma maior confiabilidade em adquiri a espécie certa. Com o relato
da reducgdo no numero de captura de B. filamentosum na regido amazonica, € possivel que em

alguns casos esta espécie esteja sendo substituidas por outras do género que apresentam um



20

menor valor comercial, fato este que se caracteriza como fraude. Desta forma, o presente
estudo é o primeiro trabalho a utilizar a ferramenta de DNA de barcoding para identificacdo
genética de B. filamentosum comercializado em feiras livres de um importante mercado

amazonico.

3  OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar com o uso do DNA barcoding a possivel substituicdo de peixes
comercializados in natura sob o nome popular de filhote (B. filamentosum) e por qual especie

estd sendo substituido, apontando suas possiveis causas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Analisar 0 uso do gene Citocromo oxidase subunidade | e verificar sua
utilidade para a identificacdo de B. filamentosum;

> Indicar os possiveis motivos que podem levar a substituic&o.

4 MATERIAIS E METODOS

41 AMOSTRAGEM

Os espécimes foram identificados in situ por suas caracteristicas morfoldgicas através
de uma inspecdo visual feita pelos proprios vendedores e comercializadas com o uso do seu
nome vernacula, no caso da espécie em questdo no dado trabalho o B. filamentosum era
comercializado com o nome de filhote. Por questdo de controle, foram anotados: o lugar que o
peixe foi pescado (informacédo esta, dada pelo vendedor), o dia e o lugar que a amostra foi
adquirida. Apds isso cada amostra ganhava seu devido namero para uma melhor organizacéo.

Foram coletadas um total de 12 amostras de B. filamentosum, provenientes da feira
municipal de peixe de Breves, llha do Maraj6. Essas amostras foram informadas pelo
vendedor como sendo: Trés do Rio Tajapuru em Breves, quatro da cidade de Oriximina, Rio
Tapajoés e outras cinco do Municipio de Almeirim, Rio Amazonas. Também foram

adicionados ao banco de dados 12 amostras de B. filamentosum da cidade de Mocajuba,
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regido do Rio Tocantins, totalizando 24 amostras no presente estudo (Figura 1). O individuo
Fill1Moca foi comprado inteiro em Mocajuba, servindo como individuo voucher do presente
estudo.

Figura 1. Mapa demonstrando os locais de onde as amostras de Filhote (B. filamentosum) do presente estudo séo
provenientes

b

L
Almeirim
'Ouxxmma '\,\ ' §

Mocajuba

Brasil

Fonte: google earth (www.google.com/earth).

As amostras foram colocadas em tubos eppendorfs com etanol absoluto e
acondicionadas em freezer a 4°C antes das extracdes de DNA, que foram realizadas no

laboratdrio de filogenémica do campus de Braganca.

4.2 EXTRACAO DE DNA, PCR’S E SEQUENCIAMENTO.

O DNA gendmico total foi extraido com o Kit de extracio DNA Wizard Genomics
(Promega Inc), seguindo o protocolo para tecido muscular (mouse tail). Posteriormente, 0s
DNA foram migrados em eletroforese submarina em gel de agarose low melt de 1% para
quantificacdo da qualidade dos mesmos, antes da realizagdo das reacdes em cadeia da
polimerase. A partir da extracdo, foram realizadas as amplificacdes, através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) do gene Citocromo Oxidase subunidade I — COI, utilizando os


http://www.google.com/earth

22

sequintes pares de primers: FishF1, 5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’ e
FishR1, 5’-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’ (WARD et al., 2005). Os PCR’s
foram realizados com uma concentracgéo final de 25 pl contendo: 0.5 pl de cada primer, 2 pl
de MgCly, 4 pl de dNTP (1.25mM), 5.0 pl de 5x buffer, 0.2 ul de Taq polimerase (5U/ul) e
o restante completado com &gua ultra pura.

As condie ANTP (1.25mM), 5.0 ul de ’s foram as seguintes: 35 ciclos de desnaturacao
a 92°C por 1 minuto; anelamento de 52°C por 35 segundos; extensdo a 72°C por 90 segundos
e uma extensdo final 5.0 ul de ’s foram as s72°C por 5 minutos. Para o sequenciamento dos
fragmentos obtidos, as PCR’s serdo previamente purificadas com a enzima ExoSAP-IT
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.), e as reagdes de sequenciamento realizadas com 0s
reagentes do Kit BigDye (AppliedBiosystems) e entdo sequenciadas no sequenciador
automatico ABI 3500 (AppliedBiosystems).

4.3 ALINHAMENTOS DE DNA E ANALISES MOLECULARES

As sequéncias obtidas foram alinhadas no programa BioEdit v.5.0.6 (Hall, 1999),
através da ferramenta CLUSTALW (Thompson et al., 1997). O critério de identificacao
estabelecido através da similaridade genética de pelo menos 95% de comparacdo entre as
sequéncias obtidas e os bancos de dados utilizados. Uma arvore de méxima verossimilhanca
(ML) foi construida no programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) com o intuito de fornecer
uma melhor representatividade dos resultados obtidos no presente estudo. O modelo evolutivo
para a construcdo da arvore filogenética foi estimado no programa jModelTest2 (Darriba et
al., 2012), sendo o modelo de HKY+l o modelo selecionado. O suporte para nés foi
verificado através de 1000 pseudo réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985).

Adicionalmente, sequencias de espécies do género Brachyplatystoma foram baixadas
do GenBank e implementadas no banco de dados, podendo desta forma ser comparada as
sequéncias obtidas com sequéncias provenientes de outros trabalhos, totalizando 31

sequéncias no banco de dados final.
5 RESULTADOS
Todos os individuos amostrados para o presente estudo foram amplificados gerando

um fragmento com 643 pb do gene mitocondrial COI. Os resultados obtidos demonstram

padrdes interessantes sobre os individuos comercializados na feira livre de Breves.
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Inicialmente, a maior parte dos individuos, incluindo nossa amostra controle (FilLl1moca) foi
identificada geneticamente com a sequéncia de B. filamentosum do GenBank, formando um

clado monofilético bem suportado (98% de bootstrap) (Figura 2).

Figura 2: Arvore de Méaxima Verossimilhanca das amostras utilizadas no presente estudo. Apenas valores de
suporte superiores a 59% sdo mostrados na arvore.
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Fonte: pesquisa de campo.
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Este clado foi composto por todas as amostras provenientes de Breves, Almeirim e
Mocajuba. Duas estruturacbes foram encontradas dentro deste clado (individuos de
Mocajuba) e (Almeirim/Mocajuba/Breves), entretanto com valores de suporte baixos (63% e
59% respectivamente). Adicionalmente, um individuo vendido como filhote proveniente de
Mocajuba, identificado geneticamente como dourada (B. rousseauxii) e com elevado valor de
suporte (99%). Duas amostras provenientes de Almeirim e todas as amostras provenientes de
Oriximina correspondiam geneticamente a B. capapretum onde foi formado um agrupamento
com elevado valor de suporte (99%). Outra sequéncia de B. filamentosum do Genbank n&o foi
recuperada dentro do clado contendo as amostras de filhote do presente estudo, sendo
recuperada de forma basal na topologia juntamente com B. vaillantii embora, sem valor de

suporte significativo.

6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente estudo legitimam a eficiéncia do uso do DNA
barcoding, em especial o COI, para a identificacdo de peixes e comparagdes das sequéncias
com banco de dados de outras especies provenientes do GenBank. Os resultados obtidos
apontam uma substituicdo de B. filamentosum por outra espécie do género, o que pode
ocasionar um prejuizo econémico para o consumidor, quando a mesma é substituida por uma
espécie de menor valor econdmico ou quando essa substituicdo é realizada em larga escala
como mencionados por CAWTHORN et al., (2011) e WARD (2000). Uma das amostras
provenientes de Mocajuba foi identificada como sendo B. rousseauxii com um valor de
suporte de 99%, apesar dessa indicacdo, a mesma pode ser classificada como uma substituicdo
ndo intencional, afinal foi apenas um caso isolado.

No caso das amostras vendidas como filhote e identificadas geneticamente como B.
capapretum, os valores de suporte também foram elevados (99%). Cordeiro (2013) vem
afirmar a presenca de exemplares de ambas as espécies apresentando o dorso escurecido,
dificultando assim a sua identificacdo morfologica, o que possivelmente pode favorecer esse
tipo de substituicdo. O fato das espécies serem ainda comercializadas muitas vezes de foram
processada (eviscerados, sem cabeca ou nadadeiras) também favorece as substituicdes
(HUERGO, 2009). B. capapretum apresenta uma denticdo finamente granulada (CORDEIRO,
2013) uma das principais caracteristicas de identificacdo e quando vendidos sem cabega, essa
caracteristica € removida. A identificacdo incorreta pode trazer um desequilibrio na fauna de

ambas as espécies levando até mesmo a sobre pesca como encontrada por PETRERE JR et al.
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(2004), VENEZA et al. (2013) e também encontrada sobre as espécies Macrodon ancylodon e
Lutjanus purpureus por BRITO et al. (2015).

Brito et al. (2015), investigando a comercializacdo de pedagcos de peixe
comercializados como “pescada branca” na rede varejista do Pard, encontrou taxas de
substituicdo de 100% (de 137 amostras, nenhuma era a espécie alvo). Possivelmente, o fato
das espécies comercializadas como “pescada branca” apresentem o mesmo nome comum,
onde existe a espécie marinha (Cynoscion leiarchus) e a de agua doce (Plagioscion
squamosissimus) fato este que pode acarretar confusdes na hora da comercializagéo.
Entretanto no caso de BRITO et al. (2015) as duas espécies possuem caracteristicas
morfoldgicas muito distintas fato este que atesta a fraude comercial.

Nossos dados apontam que um individuo coletado no presente estudo (Fil14Moca) foi
identificado geneticamente como B. rousseauxii. Mesmo a substituicdo ndo aparentando como
intencional o valor de mercado entre as duas espécies é relativamente alto. Em grandes
centros, como a cidade de Belém, o preco do kg de filhote é R$ 6.79 superior ao preco
praticado para dourada, nos principais supermercados da cidade. Pelo fato de apenas 1 unico
individuo ter sido identificado como uma espécie diferente de B. filamentosum, a susbtituicdo
pode ser caracterizada como ndo intencional. De acordo com Huergo (2009) em relacdo ao
mercado, como ndo ha distingdo entre B. filamentosum e B. capapretum, inexiste a preferéncia
pela carne ou diferencas de preco entre. Possivelmente, a problematica do uso de nomes
vulgares pode ter influenciado nesta identificacdo errada, o B. filamentosum é comercializado
com nomes vernaculares diferentes, individuos juvenis sdo conhecidos como “Filhote”
enquanto os individuos com tamanhos maiores sdo chamados de Piraiba. Essa denominacao
também € utilizada em outras regides do Brasil (HUERGO, 2009; CORDEIRO, 2013). Este
fator, combinado com a similaridade morfolégica com B. capapretum pode levar a
substituicdes, principalmente quando uma espécie possui mais de um nome vernacular
CARVALHO et al. (2017).

Casos de substituicdo da espécie em questdo ja foram relatados por Huergo (2009) e
Cordeiro (2013), mas nao é uma situacdo que fica restrita apenas alguns casos. Existem
muitos relatos sobre esse tipo de como alguns estudos que registram a substituicdo de
Curimata (Prochilodus nigricans) por ARDURA et al. (2010), de Panga (Pangasius bocourti)
e Perca do Nilo (Lates niloticus) por GALAL-KHALLAF et al. (2014), tubarbes como o
Polombo (Mustelus spp.) por BARBUTO et al. (2010), Pargo vermelho (Lutjanus
campechanus) por MARKO et al. (2004). Alem da simples identificacdo em si do ponto de

vista comercial, a ferramenta de DNA de cddigo de barras também consegue discriminar a
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presenca de espécies com pesca proibida por risco de extingdo. Palmeira et al., (2013),
investigando a comercializagdo de elasmobranquios na feira livre das cidades de Braganca e
Vigia, encontraram a presenca do peixe serra (Pristis perotetti) sendo comercializado na
forma de filés salgados. Esta espécie esta com o status de “criticamente ameagada’ de risco de
extin¢do por varios 6rgédos de protecdo, como a lista vermelha de espécies. Adicionalmente, o
uso de técnicas moleculares para identificagdo e comercializagdo de produtos pesqueiros
também podem revelar a comercializacdo de espécies com potencial para desencadear riscos a
saude severos. Em alguns casos, erros de rotulagem de espécies vendidas como “bacalhau”
(Gadus morhua) na verdade correspondia a cavala africana (Ruvettus pretiosus), uma espécie
venenosa (Halstead et al., 1990), fato que causou uma série de intoxicacGes severas (Lam,
2007).

No Brasil, as leis de comércio ndo exigem que o produto contenha no rotulo o nome
comum e cientifico das espécies, também ndo existe lista oficial com nomes comuns, de
comercio e cientifico das espécies de pescado comercializadas no pais, de forma que orientem
0 consumidor para uma compra consciente e atenue fraudes na rotulagem (BRITO 2013). A
instrucdo Normativa N°22 de 2005 exige apenas que nos rotulos dos produtos conste 0 nome
especifico e ndo genérico que indica a verdadeira natureza e as caracteristicas do produto de
origem animal comestivel (MAPA, 2005). Mesmo ndo obrigando a identificacdo a nivel
especifico, esta instrucdo normativa normalmente so € aplicada para produtos comercializados
em redes varejistas, e ndo ao pescado comercializado em feiras livres ao redor do pais.

Portanto, quando a substituicdo acontece em mercados onde a fiscalizacdo € quase
inexistente, acaba sendo dificil prever a taxa de substituicdo sobre dada espécie e passando
despercebido pelos 6rgdos reguladores, favorecendo assim a sobre pesca e a diminui¢do da

captura do pescado, e possivel perda de biodiversidade.

7 CONCLUSAO

Os resultados no presente estudo apontam uma baixa taxa de substitui¢cdo do peixe B.
filamentosum ndo indicando carater de substituicdo intencional, mas faz-se necessario um
monitoramento do pescado na regido amazonica e a implementacdo de Leis para o pescado,
mas em especial ao filhote, para que tanto ele como o B. capapretum ndo sejam sobre
explorados. O uso do gene Citocromo oxidase subunidade I, mostrou-se como um meio eficaz
para a identificacdo das espécies, apresentando um elevado valor de suporte, sendo assim um

grande aliado para a fiscalizacdo, em consonancia passaria uma confiabilidade do pescado,
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ndo causando danos financeiros aos consumidores, 0 que possivelmente abriria as portas dos

mercados para a exportacdo o que melhoraria a economia dessas regides.
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