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EPIGRAFE

“Mais sabio é aquele que sabe que nao sabe”
- O mundo de Sofia



RESUMO

A fase larval da vida dos peixes € caracterizada como o estagio de maior vulnerabilidade
e nessa fase ocorre a maior taxa de mortalidade. Estudos relacionados a esse estagio ainda
sd0 escassos, no entanto estudar essa fase de vida desses organismos é de grande
importancia, pois fornece informacGes sobre a biologia e taxonomia das espécies, assim
como, ajuda na identificacdo das areas de desova e no monitoramento dos estoques
pesqueiros. O método morfolégico, com auxilio de guias de identificacdo, € o método
mais utilizado para a identificagdo das larvas de peixes, no entanto, essa metodologia
ainda é um obstaculo, pois ha uma grande caréncia desses guias e grande parte deles é
local ou regional e ndo contempla a costa norte brasileira .A identificagdo incerta das
larvas de peixes pode trazer problemas relacionados a estratégiasde manejo de espécies de
importancia comercial e, consequentemente, as atividades pesqueiras. Com isso, muitos
pesquisadores internacionais passaram a testar e utilizar a analise molecular, em alguns
grupos. Atualmente, a técnica mais utilizada é a técnica do DNA Barcode, através do
sequenciamento do gene da subunidade I citocromo ¢ oxidasemitocondrial (COIl), sendo o
marcador molecular mais utilizado para peixes e que permite a identificacdo e a
diferenciacéo entre as espécies, de forma mais precisa. No Brasil, 0 uso dessa técnica para
identificar as larvas de peixes marinhos ainda é raro e na costa norte brasileira o uso dessa
técnica para larvas de peixes ainda nao foi realizado. Este trabalho possui como objetivo
testar a eficAcia da técnica do DNA Barcode e avaliar aprecisdo da identificacdo
morfologica para as larvas de peixes coletadas na plataforma continental amazénica. A
area de estudo se concentrou na plataforma continental amazonica e foram analisadas 12
estacOes de coletas. As larvas foram coletadas entresetembro e outubro de 2021 e fazem
parte do projeto de cooperacdo franco-brasileira Amazon shelf mixing and its impacts in
the ecosystems — AMAZOMIX. As amostras foram coletadas a bordo do navio de
pesquisa francés Antares, utilizando um amostradormultiplo do tipo Multinet Midi (5
redes de 300 pm), coletando em diferentes profundidades na coluna d’agua. Apos
coletadas, as amostras foram fixadas em etanol a 90% e refrigeradas. Foram identificadas
343 larvas de peixes utilizando o método morfoldgico, classificadas em 10 ordens, 30
familias, 29 géneros e 17 espécies. Para analise de DNA Barcode, foram selecionados 76
individuos de cada nivel taxondmico. Um fragmento de aproximadamente 600pb de 54
larvas, abrangendo 8 ordens, 31 familias, 16 géneros e 34 espécies, foi submetido a analise
de DNA Barcode. Houve uma discordancia de 27% entre os resultados do DNA Barcode
e a identificacdo morfoldgica.Estes resultados indicam que o DNA Barcode, combinado
com a identificagdo morfoldgica, pode ser uma ferramenta valiosa para uma identificacao

precisa das larvas de peixes da plataforma continental amazonica.



PALAVRAS-CHAVE: Analise molecular. Amazonia. Costa Norte Brasil. Ictioplancton.



ABSTRACT

The larval stage of fish life is characterized as the period of greatest vulnerability, during which
the highest mortality rate occurs. Studies related to this stage are still very scarce; however,
studying this life stage of these organisms is of great importance as it provides information
about the biology and taxonomy of species, as well as helping in the identification of spawning
areas and the monitoring of fish stocks. The morphological method, with the aid of
identification guides, is the most commonly used method for identifying fish larvae. However,
this methodology remains a challenge because there is a significant shortage of these guides,
and most of them are local or regional and do not cover the northern coast of Brazil. Uncertain
identification of fish larvae can lead to problems related to management strategies for
commercially important species and, consequently, fishing activities. Therefore, many
international researchers have started testing and using molecular analysis in some groups.
Currently, the most widely used technique is DNA Barcoding, through the sequencing of the
mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) gene, which is the most commonly used
molecular marker for fish and allows for more precise identification and differentiation between
species. In Brazil, the use of this technique to identify marine fish larvae is still rare, and on the
northern coast of Brazil, this technique has not yet been applied to fish larvae. This study aims
to test the efficacy of the DNA Barcoding technique and evaluate the accuracy of morphological
identification for fish larvae collected on the Amazon continental shelf. The study area focused
on the Amazon continental shelf, and 12 sampling stations were analyzed. The larvae were
collected between September and October 2021 and are part of the French-Brazilian
cooperation project Amazon shelf mixing and its impacts in the ecosystems — AMAZOMIX.
The samples were collected aboard the French research vessel Antares, using a Multinet Midi
sampler (5 nets of 300 um), collecting at different depths in the water column. After collection,
the samples were fixed in 90% ethanol and refrigerated. A total of 343 fish larvae were
identified using the morphological method, classified into 10 orders, 30 families, 29 genera, and
17 species. For DNA Barcoding analysis, 76 individuals from each taxonomic level were
selected. A fragment of approximately 600bp from 54 larvae, encompassing 8 orders, 31
families, 16 genera, and 34 species, was subjected to DNA Barcoding analysis. There was a
27% discrepancy between the DNA Barcoding results and the morphological identification.
These results indicate that DNA Barcoding, combined with morphological identification, can
be a valuable tool for precise identification of fish larvae on the Amazon continental shelf.

KEYWORDS: Molecular analysis. Amazon. Northern coast of Brazil. Ichthyoplankton.
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1 INTRODUCAO

A platafoma continental amazdnica possui grande importancia quanto aos
recursos pesqueiros como fonte de proteina e renda para seus habitantes, no entanto, ha
uma caréncia de estudos sobre a ecologia e reproducéo das principais espécies de interesse
comercial e potencial econdomico (Siqueira e Aprile, 2012). Assim como estudos
referentes ao estagio inicial da vida dos peixes na regido que ainda sdo escassos (Ferreira
et al, 2014). O estagio larval dos peixes ¢é definido como o estagio de vida antes de se
desenvolverem por completo os elementos de raios das nadadeiras e das escamas (Xing
et al., 2022). As larvas juntamente com ovos de peixes sdo caracterizadas como o
ictioplancton, o qual evidencia uma conduta planctbnica, comprovada pela grande
presenca dessas fases de desenvolvimento nas amostras de planctons, haja vista, que a
maior parte dos peixes teledsteos marinhos de importancia comercial, possuem estagios
iniciais plancténicos (Bonecker et al., 2014).

Segundo Zacardi (2015) o estudo de larvas de peixes no ambiente é importante para
determinar a acdo do local enquanto sitio de desova e area de bercario, além de se obter
informacGes sobre a definicdo de épocas e locais de reproducéo das espécies. Com isso,
pode-se avaliar a importancia dos ambientes para as espécies de peixes com valor
ecoldgico e interesse econdmico significativos para a pesca.

O estudo do estagio inicial da vida dos peixes também ajuda em informacgdes
importantes para o conhecimento da biologia e ecologia das espécies, e conhecimento
essencial para a biologia pesqueira (Correia et al., 2012). Tal como fornece informacdes
para a ictiologia, para o inventario ambiental e para 0 monitoramento dos estoques e
manejo de pesca (Nakatani et al, 2001). De acordo com Valdez-Moreno et al (2010)
estudos ecoldgicos sobre a biodiversidade e distribuicdo larval dos peixes marinhos,
requerem uma identificacdo taxonémica precisa. No entanto, ha dificuldades em
identificar as larvas de peixesa nivel de espécie, pois 0 método mais utilizado é baseado
nas caracteristicas morfolégicas com ajuda de guias de identificacdo. Atualmente sdo
poucos 0s guias de identificacdo existentes e grande parte deles apresentam as descricdes
morfologicas baseadas em larvas de peixes adultos (Pegg et al., 2006). O grande problema
é que as larvas de peixes possuem varios estagios em seu desenvolvimento inicial, e nas
primeirasetapas as larvas sdo bastante semelhantes o que dificulta a identificacdo desses
organismos (Frantine-Silva et al., 2015).

Desse modo, técnicas baseadas em DNA passaram a ser utilizadas na identificacéo
de larvas de peixes. Uns dos métodos utilizado é o DNA Barcode, baseado na baixa
variacao intraespecifica e na alta variacéo interespecifica de um pequeno fragmentode 648

pb na extremidade 5’ do gene citocromo ¢ oxidase da subunidade I (COI), facilitando a



discriminacdo e identificagdo de espécies de animais (Hebert et al., 2003).

Devido a sua rapidez e confiabilidade, a ferramenta passou a ser bastante utilizada
para identificar larvas de peixes marinhos no Brasil, ainda com baixa frequéncia, e no
mundo. (Rodrigues et al., 2017; Valdez-Moreno et al 2010; Ko et al 2013 e Ardura et al
2016). Além de permitir uma identificacio mais precisa, a ferramenta se mostra
promissora por auxiliar os taxonomistas ao revelar diversidades negligenciadas e agilizar
a descricdo de novas espécies (Gregory, 2005).

Portanto, o presente estudo tem como objetivo identificar as larvas de peixes,
utilizando o método morfolégico e comparar com a técnica de identificacdo do DNA
Barconde, visando comparar os taxons identificados e avaliar a precisdo da identificacdo

morfoldgica do material coletado na plataforma continental amazénica.



2 JUSTIFICATIVA

Historicamente a identificacdo de larvas de peixes sempre utilizou a identificacdo
com base nos caracteres morfolégicos como formato do corpo, pigmentacéo, nimero de
midmeros, espinhos e raios. No entanto, esses caracteres ndo sdosuficientes para identificar
todas as espécies, principalmente aquelas espécies raras. A escassez dos guias de
identificacdo e a limitacdo das descricdes morfolégicas de muitas espécies de larvas de
peixes também é um obstaculo para a identificacdo desses organismos. Por essa razao,
muitos trabalhos com larvas de peixes sdo limitados a identificacdo apenas a nivel de
familia, devido a grande dificuldade de se chegar ao nivelde espécie.

Atrelado a isso, no Brasil os trabalhos produzidos sobre os estagios iniciais da vida
dos peixes sdo desiguais pois maior parte dos estudos realizados ocorrem na regido sul e
sudeste do pais, enquanto a regido norte ainda € uma das regides escassas de trabalhos
referentes a comunidade ictioplancténica.

A identificagdo morfologica ndo é uma metodologia livre de erros e uma
identificacdo equivocada dos estagios iniciais das espécies de peixes, poderdo acarretar
problemas nos monitoramentos e nos manejos da pesca. Por esse motivo, muitos
pesquisadores se voltaram para a analise molecular, como uma forma de garantir rapidez
e seguranca na identificacdo desse grupo. Com isso, a andlise molecular, método do DNA

Barconde, sera testado nas larvas de peixes coletadas no presente estudo.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Estégio inicial da vida dos peixes

O estagio inicial da vida dos peixes € constituido pela fase de ovo e fase larval e
0 autor Ré (1999) os caracteriza como ictioplancton. O ictioplancton pertencem ao um
grupo maior que € o plancton, este é definido pelo mesmo autor como organismos que
ndo conseguem vencer as correntezas e que geralmente sdo microscopicos.

Os ovos de peixes, em grande parte sdo pelagicos e transparentes e sua forma
geralmente é esférica (Ré, 1999). O autor cita que 0s ovos apresentam uma camada
exterior com pequenos orificios em quantidade variavel. Dentro de uma mesma espécie,
as propriedades dos ovos, como tamanho, quantidade e tamanho das gotas de 6leos,
coloragéo, forma e desenvolvimento do embrido, mostram pouca variagéo.

O autor ainda ressalta que a duracdo do processo de desenvolvimento embrionario
varia consideravelmente, sendo especifica para cada espécie e principalmente
influenciada pela temperatura.

Ja a fase larval da vida dos peixes € dividida em trés estagio de desenvolvimento
(fase larval, larva em estagio de transformacao e o estagio juvenil) (Figura 1) com base
nos estudos de Moser (1996).

Larva — essa etapa pode ser dividida em trés subestagios com base no grau de
flexdo da notocorda durante a formacéo da nadadeira caudal:

o Pré-flexdo — a partir do final da absorcdo do saco vitelino até o
inicio da flex&o da notocorda;

o Flexao — desde o inicio da flexdo da notocorda até a formacédo dos
0ss0s hipurais;

o Pds-flexao — apds a completa flexdo da notocorda.

Larva em estdgio de transformacdo — Durante esse periodo, ocorrem
transformacdes na forma geral e estrutural, a medida que os individuos adquirem
caracteristicas semelhantes aos adultos e deixam de apresentar caracteristicas de larvas.
H& mudancas nas proporcdes corporais, como migracdo das nadadeiras, aumento da
pigmentacdo, altura do corpo, comprimento da cabeca, entre outros aspectos.

Estagio juvenil — é aquele em que a transformacdo se completa e os espécimes é
morfologicamente similar ao adulto com nadadeiras e escamagdo completamente

formados.



Figura 1 — Exemplo dos estagios de desenvolvimento dos peixes
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Fonte: (Moser, 1996)

De acordo com Ré (1999) a maioria dos peixes tele6steos marinhos emitem ovos
plancténicos, principalmente as espécies de importancia comercial. O autor também fala
que essa € a fase de maior vulnerabilidade, devido a maior taxa de mortalidade, doencas
e transportes, que podem ocorrer para areas desfavoraveis. Logo é uma fase que requer
toda atencdo, pois os estoques de peixes adultos dependem dessa fase (Correia et al,
2012).

3. 2 Identificacdo morfoldgica do estagio inicial da vida dos peixes na regido

norte

Comparada com as demais regides do Brasil, a regido norte ainda é escassa em
trabalhos sobre os estagios iniciais da vida dos peixes. Grande parte dos trabalhos

desenvolvidos na regido norte utilizaram apenas o método morfolégico para a



identificacdo das larvas de peixes e tendo como objetivo caracterizar a composicéo e
distribuicdo de forma espacial ou temporal dos ovos e larvas de peixes correlacionando
com os fatores ambientais na regido. A seguir alguns exemplos de estudos que foram
realizados na regiéo:

Campos (2002) caracterizou ovos e larvas de peixes em uma prospecgdo na costa
do estado do Amapa. Enquanto, Silveira (2003) durante o Programa de Avaliacdo do
Potencial Sustentivel de Recursos Vivos na Zona Econémica Exclusiva (REVIZZE
NORTE) estudou os estéagios iniciais da vida dos peixes na costa do estado do Maranhdo.

Bittencourt (2004) caracterizou a composi¢éo e distribuicdo e abundancia de ovos
e larvas de peixes na costa do estado do Amapa, durante a expedicdo do REVIZZE
NORTE Ill. Campos (2005) caracterizou 0s ovos e larvas de peixes na costa do estado do
Amapa e na Foz do rio Amazonas.

Zacardi et al (2008) determinou a composicéo e distribuicdo de ovos e larvas de
peixes na costa do estado do Pard, durante o programa REVIZZE. Mangas (2014)
caracterizou a composicao e distribuicdo de ovos e larvas de peixes na Plataforma
Continental Norte Brasileira, em frente a costa do estado do Para. O trabalho de Ferreira
et al (2014) caracterizou a diversidade e a distribuicdo espacial de ovos e larvas de peixes
na Plataforma Continental Norte Brasileira.

Zarcadi (2015) determinou a diversidade das familias de larvas de peixes na costa
do estado do Amapa. Costa (2017) estudou a composicéo e distribui¢do de ovos e larvas
de peixes na costa do Maranhdo. Bonecker e Castro (2018) determinaram a assembleia

de larvas de peixes na Bacia da Foz do rio Amazonas.

3.2 Uso do DNA Barcorde no estagio inicial da vida dos peixes

Em 2003 Hebert e colaboradores pela primeira vez propuseram uma abordagem
que tinha como objetivo distinguir e depois identificar espécies com base em exemplares
validamente identificados. Essa abordagem foi denominada de “DNA Barcode”, fazendo
alusdo aos cadigos de barras padrdo utilizados em produtos comerciais (Frantine-Silva et
al 2015). Os autores ainda ressaltam que com essa proposta, cada espécie catalogada teria
uma sequéncia Unica ou um conjunto reduzido de sequéncias encontradas exclusivamente
entre seus semelhantes.

De acordo com Moritz e Cicero (2004) e Savolainen et al (2005) a definicdo da
sequéncia padrdo € de grande importancia para o correto funcionamento desta

metodologia. Além das caracteristicas como uma baixa distancia intraespecifica e alta



distancia interespecifica. Os autores Hebert et al (2003) citam que a regido do genoma a
ser usada como “Sequéncia Barcode” também deve incluir regides conservadoras
adjacentes para a criacdo de primers que possam ser utilizados em diferentes taxons em
niveis mais altos, como entre familias ou até mesmo ordens distintas.

Com isso, a aplicacdo do DNA Barcode passou a utilizar o gene mitocondrial,
citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COI), em vez de gene nuclear, pois eles possuem
vantagens de ndo possuir introns, modo de heranca haploides, ampla selecdo de primers
e um maior nimero de copias de DNA mitocondrial (mtDNA) presente em cada célula,
aumentando significativamente a sensibilidade da analise (Branicki et al, 2003).

Assim, o gene citocromo c oxidase | (COI) foi selecionado para o papel de
“codigos de barras universal”, devido sua taxa relativamente alta de evolugdo molecular
e baixo nimero de mutacgdes por inser¢do ou delecdo, quando comparado as sequéncias
ribossémicas de 16S (Hebert et al, 2003). De acordo com Ward et al (2005), o gene COI
também se mostrou uma ferramenta sensivel para ajudar a discriminar identidades de
animais.

Com isso, a técnica do DNA Barcode foi utilizada pela primeira vez em peixes
marinhos pelo autor Ward (2005) para identificar as espécies de peixes presentes na
Australia. Enquanto Pegg et al (2006) introduziu o uso da técnica para identificar larvas
de peixes presentes na Grande Barreira de Corais da Australia.

A partir disso muitos trabalhos utilizandoa técnica do DNA Barcode passou a ser
empregada para identificar ovos e larvas de peixes. Como o trabalho de Paine et al (2008)
que fez uso da técnica para identificar larvas e juvenis de (Lutjanus cyanopterus) no
Arquipélago de San Blas no Panama. Enquanto Valdez-Moreno et al (2010) por meio do
DNA Barcode conseguiu conectar estagios iniciais de peixes marinhos aos estagios
adultos da Peninsula de Yucatan no México.

Hebert et al (2010) identificou por meio da técnica larvas de peixes das familias
Holocentridae e Acanthuridae no Arquipélago de Tetiatora, localizado na Franca.

Baldwin et al (2011) estabeleceram conexfes, com DNA Barcode, entre 0s
estagios de larva, juvenil e fase adulta das espécies de peixes pertencentes ao género
Apogon, em éareas de Caribe do Atlantico Central Oriental. Os autores Matarese et al
(2011) identificaram larvas de peixes da familia Cotidae (Zesticelus profundoroum) no

Golfo do Alasca com a técnica do Barcode.



O estudo de Ko et al (2013) realizado na Plataforma Continental de Taiwan,
utilizou o DNA Barcode para a avaliar a precisdo da identificacdo morfoldgica de larvas
de peixes, em que, a ferramenta mostrou uma precisao da identificacdo morfologica de
apenas 13% a nivel de espécie, sendo a maior precisdo obtida a nivel de familia, de 74,8%.

Chen et al (2013) utilizou a técnica para identificar larvas de peixes da ilha de
Dondsha, localizada no Mar da China Meridional, conseguindo identificar 26 espécies de
peixes. Um estudo realizado pelos autores Hubert et al (2014) em um recife de coral na
Austrélia, identificaram a comunidade ictioplanctdnica por meio do DNA Barcode e
conseguiram obter eficiéncia de 75% na identificagéo

Diaz-Viloria et al (2014) usou a ferramenta para confirmar a identificagdo de
larvas de peixes da espécie Engraulis mordax no Golfo da Califérnia e 90% das
sequéncias foram identificadas e confirmaram a determinada espécie. Baldwin e Johnson
(2014) empregaram o metodo morfologico em conjunto com a técnica do DNA Barcode
para estabelecer uma ligagédo entre a fase larval de peixes da espécie Liopromoma olneyi
e sua fase adulta no ambiente marinho do Caribe.

Burghart et al. (2014) empregaram a técnica de DNA Barcode para a identificacdo
de ovos e larvas de peixes na Reserva Aquatica Terra Ceia, localizada na Florida, com o
propdsito de comparar a comunidade de ovos com a comunidade larval depeixes.

O trabalho dos autores Pappalardo et al (2015), realizado no Canal da Sicilia, Mar
Mediterraneo, tevecomo objetivo confirmar a identificacdo morfoldgica por meio do DNA
Barcode as larvasde peixes-lanterna, da familia Myctophidae. Os autores identificaram 5
espécies diferentes.

O trabalho de Harada et al (2015) mostra o uso da técnica do DNA Barcode para
identificar ovos de peixes e monitorar a atividade de desova. Os autores obtiveram uma
eficiéncia de 100% da ferramenta conseguindo a identificacdo de 39 espécies de peixes
pertencentes a uma reserva marinha em San-Diego, California

Pucher et al (2015) utilizou a técnica para identificar larvas de peixes da familia
Scombridae, coletados em trés sitios de desova do Mar Mediterraneo. No estudo de
Thiumaraiselvi et al (2015) realizado no estuario Vellar, na india, os autores utilizaram a
técnica para identificar larvas de peixes e conseguindo a identificacdo ao menor nivel

taxonémico.
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O trabalho de Garcia-Davila et al (2015) utilizaram o DNA Barcode para estudar a
reproducdo das espécies de peixes da familia Pimelodidae, conhecidos popularmente
como os bagres amazonicos. Os autores identificaram as larvas, coletadas nos rios Napo,
Marafion e Ucayali, localizados na Amaz6nia Peruana.

Lewis et al (2016) fez uso da técnica para identificar ovos com objetivo de
monitorar a atividade de desova das espécies da Plataforma Continental do Nordeste dos
Estados unidos. Os autores obtiveram 100% da eficiéncia da ferramenta identificando 50
espécies de peixes. O trabalho dos autores Ardura et al (2016) teve como objetivo estudar
a diversidade das larvas de peixes em um gradiente longitudinal no Oceano Atlantico
Oriental, estimado através do DNA Barcode. Os autores conseguiram identificar 44
espécies (51,1%) de 237 larvas.

Anibaldi et al (2016) utilizando a técnica os autores fizeram identificagdes de
larvas de leptocefalos, pertencentes a ordem dos peixes Albuliformes, coletadas no Sul
do Mar Adriatico. Esses peixes sd@o conhecidos como leptocéfalos durante a fase larval,
sendo notoriamente desafiadores de identificar. Camacho-Gastélum et al (2016)
empregaram a identificagdo morfologica e 0 DNA Barcode para determinar as espéciesde
peixes pertencentes a familia Sciaenidae. Coletadas no Golfo da Califérnia. Eles
identificaram quatro espécies por meios das técnicas.

Levya-Cruz et al (2016) aplicaram a técnica para identificar ovos de peixes
coletados na Peninsula de Yucantan, México. Resultando na identificacdo de 33 espécies
distintas.Ayala, Riemann e Munk (2016) empregaram igualmente ambos 0s métodos para
a identificacdo de larvas de peixes na zona de convergéncia subtropical no Mar de
Sargasso, localizado no Atlatico Norte, visando descrever a diversidade presente na
regido de pesquisa.

Azmir et al. (2017) empregaram ambos os métodos na identificacdo de larvas de
peixes coletadas em regifes de mangue na Peninsula da Malasia. O estudo revela que o
DNA Barcode se destacou como a ferramenta mais eficaz para a identificacéo.

Isari et al (2017) empregaram ambas as técnicas para identificar larvas de peixes
no centro do Mar Vermelho. Os autores Mckenzie e Bremer (2017) fizeram uso do DNA
Barcode para identificar larvas de peixes da familia Istiophoridae no Golfo do México,

resultando na identificacdo de quatro espécies distintas. Nuryanto et al (2017) empregou
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a técnica do DNA Barcoding para identificar larvas de peixes no Leste de Plawangan, na
Indonésia.

Burrows et al (2018) empregaram a técnica para identificar ovos e larvas de peixes
do Golfo do México, com o objetivo de estabelecer as areas de desova das espécies de
peixes costeiros e oceanicos. Collet et al (2018) aplicaram a técnica para identificar larvas
de peixes na Ilha da Reunido, localizado no Oceano indico.

Wibowo et al (2018) utilizaram 0 DNA Barcoding para identificar larvas de peixes
em aguas costeiras proximas a Jacarta e no Mar de Banda, localizados na Indonésia. Jonh
et al (2018) empregaram a técnica para amostras de larvas, ovos e juvenis de peixes no
rio tropical Kuantan, localizado na Malésia, conseguindo a identificacdo de 28 espécies.
Shin et al (2018) fizeram uso das duas técnicas para identificar larvas de peixes da espécie
Porocottus leptosomus, em Busan na Coreia do Sul.

Chu et al (2019) empregaram ambos 0s métodos para identificar larvas de peixes
que habitam os estuarios no estreito da Malaca, localizado na Malésia, resultando na
identificacdo de 32 espécies. Os autores Uriarte et al (2019) empregaram a técnica do
DNA Barcoding para realizar a identificagdo dos componentes alimentares de origem
animal presentes nas larvas de peixes das espécies Thunnus thynnus, no Mar das Baleares,
encontrado no Mar Mediterréneo.

No estudo de Hou et al (2020) foram empregados métodos de identificacdo
morfoldgica e a técnica do DNA Barcode para determinar as espécies de peixes do género
Decapterus presentes nos ovos coletados na regido sul do Mar da China. Como resultado,
foram identificadas quatros espécies distintas. No estudo conduzido por Kerr et al (2020),
a técnica do DNA Barcode foi aplicada para a identificacdo de ovos de peixes coletados
na regido noroeste de Cuba e do Estreito da Flérida. Utilizando essa abordagem, os
pesquisadores conseguiram identificar um total de 89 espécies pertencentes a 30 familias
diferentes.

No estudo conduzindo por Hou et al (2021) a técnica do DNA Barcode foi
utilizada para identificar larvas de peixes encontradas na regido sul do Mar da China. Por
meio dessa técnica, 0s pesquisadores obtiveram sucesso na identificacdo de um total de

101 espécies distintas.
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No estudo conduzido por Rathnasurya et al (2021) foi empregado tanto a técnica
do DNA Barcode quanto a identificacdo morfologica para determinar a composicao e
distribuicdo de larvas de peixes nas aguas do Sri Lanka, localizado no centro-norte do
oceano Indico. Os pesquisadores identificaram um total de 80 espécies pertencentes a 69
familias diferentes. Um estudo foi conduzindo por Xing et al (2021) nas aguas do Havai,
utilizando a técnica do DNA Barcoding para deteccdo de larvas de peixes. Os resultados
dessa pesquisa revelaram a presenca de 20 espécies distintas.

Um estudo realizado pelos autores Dul¢i¢ et al (2022) nas aguas do mar Adriatico,

adjacente ao mar Mediterraneo, utilizou a abordagem do DNA Barcode para reconhecer
larvas de espécies de peixes. Durante as pesquisas, 0S pesquisadores encontraram uma
espécie rara, Buenia massutii, pertencente a familia Gobiidae. Um estudo realizado por
Huang et al (2022) utilizou a técnica do DNA Barcoding para identificar larvas de peixes
nas aguas do mar da China. Durante a pesquisa, foram registradas 31 espécies diferentes.

Xu et al (2023) tambeém empregaram ambos 0s méetodos para identificar larvas de
peixes da familia Myctophidae, da regido deextensdo do Kuroshio, localizado no Japao.
Os autores identificaram 6 espécies e 2 géneros de 110 individuos.

Morales-Pulido et al (2023) fizeram uso do DNA Barcode para diferenciar as
espécies de peixes, Bothus ocellatus e Bothus robinsi da familia Bothidae do Golfo do
México. Apenas o metodo morfologico ndo é suficiente para distinguir essas duas
espécies, pois sdo muito similares. No entanto, 0s autores mostram a preciséo e eficiéncia
da ferramenta ao conseguir distinguir essas espécies. Jiang et al (2023) compararam 0s
dois métodos de identificacdo para larvas e ovos de peixes no oeste do Mar da China. O
método morfoldgico identificou 15 espécies, enquanto, 0 DNA Barcode identificou 30
espécies de peixes.

Mahala et al (2024) utilizaram a ferramenta DNA Barcode para avaliar a
diversidade de larvas de peixes marinhas da costa de Mocambique. Resultando na

identificacdo de 143 espécies distintas.
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3.3 Uso do DNA Barcode no estagio inicial da vida dos peixes no Brasil

No Brasil, as pesquisas que empregaram essa técnica para a identificacdo dos
estagios iniciais da vida dos peixes concentraram-se principalmente nas regides Sul e
Sudeste, com um foco principal em ecossistemas de agua doce (Frantine-Silva, 2015).

As pesquisas efetuadas se direcionaram predominantemente para 0 rio
Parapanema, devido a presenca de numerosas usinas hidrelétricas, que provocam
perturbacdes no ambiente e, por conseguinte, afetam a vida aquatica. Frantine-Silva
(2014) introduziu a técnica do DNA Barcode, pela primeira vez no Brasil, para identificar
ovos e larvas de peixes da bacia do médio-baixo rio Parapanema. Além dele os autores
(Frantine-Silva et al, 2015; Lima, 2016; Almeida et al, 2017; Lima et al, 2020) utilizaram
a tecnica para identificar ovos e larvas de peixes no rio Parapanema.

Dos trabalhos realizados em ambientes marinhos ou estuarinos no Brasil,
podemos citar o de Rodrigues et al (2017) que empregou o0 método do DNA Barcode para
identificar larvas de peixes das familias Xiphiidae e Istiophoridae coletadas na Plataforma
Sudeste do Brasil. Enquanto, Julio et al (2022) fizeram uso da identificacdo morfoldgica
e do DNA Barcode para identificar larvas de peixes da familia Engraulidae em quatro
estuarios do Rio de Janeiro.

Na regido Norte do Brasil, Morales (2023) empregou a técnica do DNA Barcode
para a identificacdo de ovos, larvas e adultos de peixes no baixo rio Purus, na Amazonia,
enquanto Lutzet al. (2023) utilizou essa abordagem para a caracterizacdo de juvenis de

peixes no estuario do rio Caete.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Analisar a eficacia da técnica do DNA Barcode visando avaliar a precisdo da
identificagdo morfologica em larvas de peixes, coletadas na plataforma continental

amazonica.
4.2 Obijetivos especificos

v Identificar as larvas de peixes presentes na area de estudo ao menor nivel
taxondbmico por meio do método morfoldgico, a partir de caracteres
morfometricos e meristicos.

v ldentificar as larvas de peixes presentes na area de estudo, ao menor nivel
taxonémico, com uso do DNA Barcode.

v Comparar os dois métodos de identificacdo e avaliar a precisdo da identificacdo

morfoldgica e a eficacia do DNA Barcode.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1. Area de estudo

A plataforma continental amazonica brasileira estende-se desde a foz do rio Oiapoque
(5°N, 51°W), na fronteira entre o Brasil e a Guiana Francesa, até a Baia de Sdo Marcos (2°S,
44°W), no Maranhdo. Esta regido € marcada por um relevo fisiografico suave, uma vasta faixa
costeira, uma grande quantidade de rios que desdguam e um processo ativo de erosdo e
sedimentacgdo. Referéncial

E reconhecida por abrigar a maior extensio continua de manguezais do mundo, cobrindo
uma éarea total de 7.591 km?, desde a Baia de Marajé (PA) até a ponta do Tubardo, na Baia de
Sdo José (MA), além de aproximadamente 1.800 km? ao longo da costa do Amapé (Souza Filho,
2005).

A zona costeira esta diretamente influenciada pelo ciclo hidroldgico da regido,
predominantemente pela descarga do rio Amazonas (Figura 2), que apresenta dois periodos
distintos: a "seca", entre outubro e novembro, e as “cheias”, entre maio e junho (Filizola et al.,
2006).

Figura 2 — Mapa de localizagdo da &rea de estudo. Plataforma continental amazonica
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5.2 Coleta do material biologico
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As amostras foram coletadas entre setembro e outubro de 2021 e fazem parte do
projeto de cooperagdo franco-brasileira Amazon shelf mixing and its impacts in the
ecosystems — AMAZOMIX. O projeto tem como principal objetivo avaliar a eficicia da
analise molecular na comunidade do ictioplancton.

As amostras foram coletadas em 12 estacOes, destinadas a biologia molecular
(Figura 3). Para a coleta dos organismos foi utilizado um amostrador multiplo do tipo
Multinet Midi (5 redes de 300 um) (Figura 4) a qual permite mostrar as camadas de agua
especificas em diferentes profundidades, na coluna de 4gua compreendida entre 0 e 200
m.A coleta aconteceu a bordo do navio de pesquisa francés Antares (Figura 5). As
amostras que foram coletadas para a analise molecular foram fixadas com etanol a 90%

Refrigeradas.

Figura 3 — Mapa da area de estudo com as estacdes de coleta na plataformca continental amazénica
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Figura 4 — Exemplo do amostrador Multnet Mind

Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Figura-918-Multinet-A-amostrador-e-B-unidade-de-comando-


https://www.researchgate.net/figure/Figura-918-Multinet-A-amostrador-e-B-unidade-de-comando-adaptado-do-catalogo_fig16_216014721
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Figura 5 — Navio Francés Antares

Fonte: Arquivo Pessoal

5.3 Identificacdo morfoldgica do material bioldgico

Em uma sala localizada no prédio de docéncia da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA) campus Belém, as amostras foram analisadas, com intuito de evitar a
contaminacdo, onde as larvas de peixes foram separadas dos demais organismos
plancténicos, com auxilio de um microscépio estereoscopio (Lupa) da marca motic e
placas de petri.

As larvas de peixes foram quantificadas e identificadas ao menor nivel taxondémico
com auxilio de bibliografias especializadas como Bonecker et al (2014), Richard (2006)
entre outras. Posteriormente foram armazenadas em frascos de vidros de 5 ml com etanol
a 90%, e devidamente etiquetadas. Algumas familias e géneros identificados foram

categorizadosem morfotipos.

5.2 Analise da biologia molecular

O processamento das analises de biologia molecular foi realizado no Laboratério
de Genética Aplicada da Universidade Federal Rural da Amazénia — LGA/UFRA. A
extragdo de DNA das larvas de peixes foi realizada com kit de extragdo da marca
PureLinK- INVITROGEN.

Larvas menores que 4 mm de comprimento foram maceradas, enquanto larvas
maiores que 4 mm foram parcialmente utilizadas, em que, parte do pedunculo caudal é
cortado, evitando a regido intestinal, possivel regido de contaminac¢do.O processo de
extracdo é realizado de acordo com o protocolo disponivel no kit. O DNA
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obtido e quantificado por espectrofotometria no Biodrop Duo spectrophotometer (Bio
drop).

Para a Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) foi feita uma solucdo de 25 pl

contendo os seguintes reagentes: 10,5 ul de agua ultrapura; 12,5 pl de Mastermix; 0,5 pl
de cada primer e 1 pl de molde de DNA. Os primers utilizados foram Fish
F1(5TCAACCAACCACAAAGACATTGG-CAC3) e Fish
R1(5TAGACTTCTGGGTGGC-CAAAGAATCAZ3), que produzem produtos de
tamanhosde aproximadamente 600pb, descritos por Ward (2005).
As condigdes da ciclagem térmica consistem em etapa inicial de desnaturacdo de 4 min a
94 °C, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo (94°C 40s); anelamento (51°C 1 min) e
extensdo (72°C 1 min 30 s), com uma extensdo final a 72°C 10 min. A PCR é feitaemum
termociclador da marca AB 2720 (Applied Biosystems). Uma amostra de controle
negativo sem molde de DNA ¢ utilizada para indicar auséncia de contaminacdo. O
resultado da PCR foi visualizado emgel de agarose a 1% e em seguida observado em um
fotodocumentador da marca Loccusbiotecnologia (L-P1X).

A purificacdo foi realizada a partir da mistura de 2,5 pul PCR e 1 ul da enzima
ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup Kit (GE Life sciences). Os produtos de PCR
purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento com o kit BigDye Terminator
v.3.1 (Applied Bosystems, EUA) de acordo com os protocolos fornecidos pelos
fabricantes e sequenciados em um sequenciador ABI 3100 (Applied Biosystems). As

sequéncias sdo alinhadas no software BioEdit (HALL, 1999).

5.3 Analise dos dados

As sequéncias obtidas foram editadas utilizando o programa BioEdit. As
sequéncias finais foram alinhadas usando o clustalW, implementando no GENEIOUS
9.0.5. todas a sequéncias geradas foram comparadas usando o mecanismo de busca
BLAST da National Canter for Biotech-nology Information (NCBI) e o banco de dados
Barcode of Life Data Systems (BOLD).

Para a identificacdo das espécies foi utilizado o critério de classificacdo com base no
nivel de similaridade de (Ko et al, 2013): > 99% espécie, > 92% e < 99% género e < 92%
familia.

Apo6s analises das sequéncias, parametros como presenca de codon de parada,
comprimento da sequéncia e distancias intra/interespecifica dentro das familias, géneros,

espécies e distancias minimas para o vizinho mais préximo foram calculados usando
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ferramentas do banco de dados do BOLD, utilizando o modelo de Kimura-2 com

replicacfes 1000 bootstrap. A construgdo da arvore filogenética foi realizada no software

MEGA X v10.0.5 utilizando 0 método do Neighbor-Joining baseado no modelo Kimura-

2 com replicacOes de 1000 bootstrap.

5.4 Densidade de organismos

O numero de larvas dos taxons identificados e 0s ovos encontrados em cada

estacdo foi convertido para densidade de larvas por 100m3, sendo necessario estimar

antes o volume de &gua filtrado (Nakatani et al., 2001).

2001):

V=a.n.c

Onde: V = Volume de agua filtrado (m3);

a = area da boca da rede (m?);

n = n° de rotacdes do fluxémetro e

¢ = taxa de calibracdo do fluxémetro

A densidade de ovos e larvas foi calculada através da formula:
d=N/V

Onde: d = densidade por 100m?3

N = namero de ovos ou larvas coletadas

V = volume de agua filtrada (m3)

5.5 Abundancia relativa

A abundancia relativa foi calculada de acordo com a formula (Nakatani et al.,

Ar = (Na x 100) / NA

Onde: Na é nimero total de larvas de peixes de cada espécie obtida na amostra e

NA é o numero total de larvas de peixes na amostra.

Os resultados foram dados em percentagem, tendo sido utilizado o seguinte

critério:

>70% — dominante
70% | 40% — abundante
40% | 10% — pouco abundante

<10% — raro
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6 RESULTADOS

76 larvas de peixes foram destinadas & analise molecular, onde um fragmento de
aproximadamente 600pb da regido COI foi isolado de 54 larvas. Na identificacdo
morfologica preliminar, foram analisadas 343 larvas distribuidas em 10 ordens, 30
familias, 29 géneros e 17 espécies. Dessa identificacdo 76 larvas, de cada grupo
taxonémico, foram analisadas pelo Barcode. Resultando na identificacdo de 8 ordens, 31
familias, 16 géneros e 34 espécies.

Apbs a comparacdo das sequéncias obtidas com as sequéncias disponiveis em
banco de dados publicos, 27% das amostras divergiram da identificacdo morfoldgica
preliminar (Tabela 1). Todas as sequéncias foram armazenadas no BOLD, onde foi criado
o projeto “AMAZOMIX-UFRA” cujo nimeros de sequéncia de acesso védo de
MJSO0001-23 a MJSO054-24.

A pesquisa realizada no banco de dados revelou que algumas sequéncias
apresentaram codon de parada, sugerindo que marcador mitocondrial COI pode ndo ser
totalmente eficiente.

A analise filogenética conseguiu distinguir os taxons identificados, resultando na
formacdo de clados monofiléticos para a grande maioria dosgrupos, nos quais taxons da
mesma familia foram agrupados.

No entanto, os taxons identificados pertencentes a familia de peixes Labridae nao
foram agrupados como esperado, indicando que o marcador COI pode ndo ser eficaz para
esses grupos especificos de peixes. (Figura 6).

As distancias de Kimura-2 geral das sequéncias COI sdo mostradas na (Tabela 2).
As distancias intraespecificas (dentro das espécies) ndo sofreram variacdo, pois apenas
um espécime de cada espécie foi utilizado.

Enquanto as distancias interespecificas (dentrodo género) variaram de 2.09% a
24.66%, o0 que é maior do que a distancia intraespecificaminima de 2%, o limite para a
identificacdo de espécies de peixes pelo DNA Barcode. Esta distancia aumentou com o
aumento do nivel taxonémico dentro das familias variando de 9.80% a 31.29%.

A espécie de larva de peixe que apresentou uma abundancia significativa foi a
Parexocoeteus hillianus (19,01%) classificada como pouco abudante. As demais espécies

obtiveram abundancia inferior a 10% sendo classificadas como raras.



Tabela 1 — Lista das larvas de peixes da plataforma continental amazénica identificadas pela morfologia e DNA Barcode. BOLD= Banco de dados BOLD SYSTEM. GB =

GenBank.

Morphological identification Acess BOLD ldentified species Family Similarity BOLD Similarity GB Morphological error BIN BOLD
Serranus sp 11 MJS0002-23  Serranus baldwini Serranidae 100% 100% No BOLD:AAA6921
Decapterus sp MJSO003-23 Decapterus macarellus Carangidae 100% 100% No BOLD:AAI3669
Eucinostomus spp MJSO001-23 Eucinostomus harengulus  Gerreidae 100% 99.51% No BOLD:AAA5333
Myctophidae MJSO004-23 Haemulon steindachneri Haemulidae 100% 100% Yes BOLD:AAC5791
Lepidophanes sp MJSO005-23 Lepidophanes guentheri Myctophidae 100% 100% No BOLD:AAD1806
Scombridae MJSO015-23  Auxis rochei Scombridae 100% 99.84% No

Labridae | MJSO017-23 Decodon puellaris Labridae 100% 92.62% No BOLD:ADG8016
Scombridae MJSO027-24 Ruvettus pretiosus Gemplyidae 100% 99.83% No BOLD:AABL1796
Scombridae MJS0028-24 Euthynnus alletteratus Scombridae 100% 99.53% No

Scomberesox sp MJS0029-24 Prognichthys occidentalis  Excoetidae 100% 100% Yes BOLD:AAG2009
Selar crumenophthalmus MJS0030-24 Selar crumenophthalmus Carangidae 100% 99.24% No

Saurida sp MJSO006-23 Saurida caribbaea Synodontidae 100% 99.84% No BOLD:ABX9779
Ophichtus sp | MJSO007-23 Ophichthus cylindroideus ~ Ophichthidae 100% 99.23% No BOLD:ADL7576
Syacium papillosum MJSO008-23 Syacium papillosum Paralichthydae 100% 99.84% No BOLD:AAD4397
Oligoplites saurus MJS0009-23 Upeneus parvus Mulidae 100% 99.84% Yes BOLD:AAG7363
Auxis sp MJS0010-23 Auxis thazard Scombridae 100% 99.64% No BOLD:AAB0928
Mugilidae | MJSO011-23 Parexocoeteus hillianus Exocoetidae 100% 99.84% Yes BOLD:AAG2007
Erotelis smaragdus MJS0012-23 Eleotris amblyopsis Eleotridae 100% 91.01% yes BOLD:AAC9395
Lutjanus sp MJSO013-23  Lutjanus synagris Lutjanidae 99.47% 99.83% No

Scorpaenidae MJSO014-23 Pterois volitans Scorpaenidae 99.2% 99.33% No

Bothus ocellatus MJS0016-23 Bothus ocellatus Bothidae 99.68% 98.27% No



Labridae 11

Mycrognathus crinitus

Scorpaenidae
Scombridae
Myctophidae
Diaphus sp
Phycidae
Thunnus sp
Carangidae
Sciaenidae
Gobiidae
Callionymus bairdi
Gobiidae
Ctenogobius sp
Myctophidae
Myctophidae
Acanthurus sp
Pseudomyrophis sp
Ophicthidae
Urophycis sp
Synodontidae
Priacanthidae
Serranus sp
Labridae
Sparisoma sp
Centropyge sp
Ophichtidae

Neoconger mucronatus

MJSO018-23
MJSO031-24
MJSO032-24
MJSO033-24
MJSO034-24
MJSO035-24
MJSO036-24
MJSO037-24
MJSO038-24
MJSO039-24
MJSO040-24
MJSO041-24
MJS0020-23
MJSO042-24
MJS0024-23
MJS0025-23
MJSO043-24
MJS0019-23
MJSO044-24
MJS0026-23
MJSO045-24
MJSO046-24
MJS0021-23
MJS0022-23
MJS0023-23
MJSO047-24
MJSO048-24
MJSO049-24

Halichoeres bivittatus
Microphis brachyurus
Prionotus punctatus
Ariomma bondi
Diaphus splendidus
Diaphus perpicillatus
Polydactylus virginicus
Scombrolabrax heterolepis
Selene setapinnis
Isopisthus remifer
Evorthodus lyricus
Callionymus bairdi
Bollmannia sp
Ctenogobius sp
Dasyscopelus sp
Diaphus sp
Acanthurus sp
Pseudomyrophis sp
Gordiichthys sp
Polydactylus sp
Synodus sp

Pontinus sp

Serranus sp

Xyrichtys sp
Sparisoma sp
Balistidae
Nettastomatidae
Neoconger sp

Labridae
Syngnathidae
Triglidae
Ariommatidae
Myctophidae
Myctophidae
Polynemidae
Scombrolabracidae
Carangidae
Sciaenidae
Gobiidae
Callinomydae
Gobiidae
Gobiidae
Myctophidae
Myctophidae
Acanthuridae
Ophichthidae
Ophichthidae
Polynemidae
Synodontidae
Scorpaenidae
Serranidae
Labridae
Scaridae

Moringuidae

99.87%
100%

99.67%
99.34%
99.67%
99.83%
100%

100%

99.51%
99.36%
100%

99.35%
98.53%
98.86%
98.53%
98.69%
98.62%
97.05%
No data
97.09%
97.81%
95.42%
96.81%
No data
No data
No data
No data
96.05%

98.25%
99.32%
98.39%
98.40%
99.51%
99.53%
99%

99.06%
99.02%
99%

99.51%
99.04%
98.86%
98.86%
97.05%
97.48%
97.83%
97.39%
95.21%
97.56%
93.19%
95.11%
93.90%
94.06%
92.66%
90.48%
90.86%
96.02%

No
Yes
Yes
Yes
No
No
Yes
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
Yes
No
No
No
Yes
Yes
No

BOLD:AAD4081
BOLD:AFT3387

BOLD:AAU0498

BOLD:AAD3370
BOLD:AAB6365

BOLD:AAI8144
BOLD:AAE6706

BOLD:ACF7489
BOLD:AAF8707

BOLD:AFT0763

BOLD:AFT0259
BOLD:AAH3868
BOLD:AFT9323



Lepidophanes sp
Symphurus sp
Myctophidae
Eleotris pisonis
Bregamaceros sp

MJSO050-24
MJSO051-24
MJSO052-24
MJSO053-24
MJSO054-24

Lepidophanes sp
Symphurus sp
Lampanyctus nobilis
Eleotris sp
Bregmaceros sp

Myctophidae No data
Cynoglossidae No data
Myctophidae 100%

Eleotridae 98.09%
Bregmacerotidae ~ No data

95%
95%
99.84%
97.92%
95.56%

No
No
No
No
No

Fonte: O autor (2024)



Figura 6 — Arvore do vizinho mais proximo ilustrando as relacdes entre as larvas de peixes da

Plataforma continental amazonica com base em sequéncias do DNA Barcode.
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Tabela 2 — Resultados da divergéncia genética (Kimura-2) em cada nivel taxénomico

Rétulo n taxa Comparacbes Dist Min (%) Dist Méd (%) Dist Max(%)  Dist SE (%0)
Dentro das
espécies 0 0 0 0.0 0.0 0.0 0.0
Dentro do
género 11 5 7 2.09 9.81 24.66 1.07
Dentro da
familia 23 9 18 9.80 18.49 31.29 0.26

Fonte: A autora (2024)

As maiores densidades de larvas de peixes foram registradas nas estacfes costeiras
(Figura 7), onde o maior valor de densidade foi na estagdo 22 com 47,22 larvas/100mé,
seguida pelas estagcbes 19 com 16,06 larvas/100m3, estacdo oceanica 20 com 16,09
larvas/100m? e estagdo23 com 12,50 larvas/100m3, as demais estagdes obtiveram valores
de densidade inferiores a 5 larvas/100ma.

Em termos de abundancia das familias, na zona costeira as familias com valores
significativo de abundancia foram Exocoetidae (20,85%) pouco abundante; Carangidae
(10,88%) pouco abundante e Scaridae (10,88%) pouco abudante. Enquanto na regido
oceanica as familias Eleotridae (20,85%); Gobiidae (10,88%) e Serranidae (10,88%)
foram classificadas como pouco abundante. As demais familias obtiveram abundancia
inferior a 10%.

A espécie mais frequente na regido oceanica foi a Evorthodus lyricus (91,67%)
muito frequente; Eleotris amblyopsis (66,67%) frequente e Lepidophanes guentheri
(50%) frequente. Enquanto na regido costeira Ophichthus cylindroideus (41,67%)

frequente e Sparissoma sp (41,67%) frequente.
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Figura 7 — Mapa representando valores de densidade das larvas em cada estacdo na plataforma continental
amazonica.Com representacdo das familias mais abundantes em cada estacao.
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Fonte: A autora (2024)
A larva do peixe Pterois volitans (Figura 8) popularmente conhecido como peixe-

ledo, foi encontrada nas amostras. Este peixe € uma espécie exotica que foi introduzida
no Brasil. Até entdo, capturas de individuos adultos foram registradas por (Cintra et al,

2023) na costa do Amapa.

No entanto, larvas dessa espécie ainda ndo haviam sido coletadas na regido. A
larva foi identificada pela morfologia a nivel de familia, e 0 DNA Barcode identificou-a a
nivel de espécie, revelando a presenca de uma espécie invasora, possivelmente ja
estabelecida na plataforma continental amazonica.

Uma sequéncia inicialmente identificada pelo método morfolégico a nivel de
familia, Myctophidae, foi catalogada no Bold como Diaphus jenseni, enquanto no NCBI
foi designada como Diaphus perspicillatus. Ambas as identificagdes apresentaram um
nivelde similaridade superior a 99%, evidenciando uma discrepancia nos registros entre
0s bancos de dados publicos. Porém, é importante notar que a mesma sequéncia foi

recuperada como Diaphus perspicillatus no Bold (acesso privado).
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Figura 8 — Larvas identificadas pelo método morfoldgico e DNA Barcode na Costa Norte do
Brasil. (A) Pontinus sp; (B) Diaphus sp; (C) Bothus ocellatus; (D) Xyrichthys sp; (E) Pterois volitans;
(F) Serranus Baldwin; (G) Prognichthys occidentalis; (H) Lampanyctus nobilis; (I) Microphis
brachyurus; (J) Auxis thazard; (K) Symphurus sp; (L) Scombrolabrax heterolepis

Fonte: O autor (2023)
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7 DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicam que houve uma divergéncia de 27% entre as
identificacbes morfoldgicas e as analises de DNA Barcode. Os equivocos foram
identificados especialmente entre grupos de larvas de peixes com caracteristicas

morfoldgicas muito similares.

A divergéncia entre os dois métodos corroboram com os trabalhos (Xing et al.,
2022; Lutz et al., 2023; Muhala et al., 2024).Para evitar erros na identificacdo morfoldgica

Ko et al., (2013) sugere que a identificacdo seja mais conservadora a nivel de familia.

Este estudo evidenciou a utilidade do DNA Barcode em complementar a
identificacdo morfoldgica. O método conseguiu identificar um nimero maior de espécies
do que o método tradicional, 0 que estd em consonancia com grande parte dos estudos
anteriores. (Ko et al, 2013; Frantine-Silva et al, 2015; Ardura et al; 2016; Lutz et al,
2023;).

Esses resultados sdo particularmente significativos porque, embora 0 DNA
Barcode tenha sido amplamente utilizado a nivel global para identificar espécies de peixes,
este estudo representa a primeira aplicacdo desse método para larvas de peixes marinhos
na plataforma continental amazénica.

Segundo Xing et al. (2022), a eficacia da identificacdo de espécies de peixes por
meio do DNA Barcode depende, em parte, da existéncia de uma divergéncia inter e
interespecifica suficiente. No contexto deste estudo, a falta de variagdo na divergéncia
intraespecifica foi observada devido a utilizacdo de apenas um espécime para cada
espécie.

Por outro lado, a média da distancia interespecifica foi de 31.29%, apresentando
um aumento progressivo conforme o nivel taxonémico, também observado em estudos
anteriores (Muhala et al., 2024; Lutz et al., 2023; Xing et al., 2022)

As sequéncias identificadas a nivel de género e familia formaram clados com
espécies que compartilham semelhancas fenotipicas. Entretanto, o método de Neighbor-
Joining (NJ) revelou gque alguns grupos, como os Labridae, ndo se agruparam. 1sso sugere
que o marcador utilizado pode ndo ser téo eficiente para certos grupos especificos de

peixes., como ja observado (Burrows et al, 2018; Mahala et al, 2024).

7.3 Incongruéncia dos bancos de dados

Quando as sequéncias obtidas foram comparadas com as disponiveis nos bancos

de dados publicos (BOLD e NCBI), foi observada uma ambiguidade em relacdo a uma
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sequéncia especifica. No BOLD, esta foi identificada como Diaphus jenseni, enquanto no
NCBI foi catalogada como Diaphus perspecillatus, ambas exibindo uma similaridade de
mais de 99%.

Contudo, ¢é importante citar que D. jenseni é uma espécie documentadanos
oceanos Indico e Pacifico, ndo tendo sido registrado nenhum espécime no Atlantico
(Borsa et al., 2022). A mencionada sequéncia foi recuperada como D. perspecillatus no
BOLD (acesso restrito).

Este fendmeno foi destacado por Lutz et al.(2023) ao examinarem grupos de
espécies pertencentes as familias Mugilidae e Sciaenide.O autor enfatiza a necessidade de
0s pesquisadores agirem com cautela ao validar a identificacdo das espécies,
recomendando a consulta a literatura atualizada e a busca de assisténcia de especialistas
em taxonomia dos organismos em questao.

Além disso, é crucial que as sequéncias publicas sejam submetidas a revisoes
continuas para resolver casos ambiguos, reduzir erros e aumentar a confiabilidade dos
dados (Durand et al, 2017)

Um dos desafios do DNA BArcode é a incompletude da base de dados de COI,
particularmente para familias de peixes de pouca relevancia comercial e de dificil
identificacdo (Ko et al, 2013). Dois espécimes foram classificados apenas ao nivel de
familia: Balistidae e Nesttatomatidae (similaridade < 92%), enquanto 17 espécimes foram
identificados apenas ao nivel de género (similaridade < 99%).

Foi obeservado no presente estudo que as familias como Gobiidae, Serranidae,
Scaridae, Ophichthidae, entre outras, frequentemente sdo reconhecidas em niveis
taxonébmicos menores atraves do DNA Barcode, devido a escassez de sequéncias
disponiveis nos bancos de dados para esses grupos.

Os estudos de Xing et al. (2022) identificaram esse obstaculo para as larvas de
peixes no Havai; Ardura et al. (2016) para as larvas de peixes no Oceano Atlantico

Oriental; e Leis et al. (2015) para as larvas de peixes no Indo-Pacifico.

7.3 Biodiversidade
A diversidade de peixes na plataforma continental amaz6nica ainda carece de
estudos aprofundados, especialmente no que diz respeito a diversidade de larvas de
peixes. A regido Norte ainda enfrenta uma escassez de pesquisas nesse campo, e todos 0s
estudos realizados até o momento se basearam exclusivamente em métodos morfoldgicos
(Zarcadi et al., 2008; Ferreira et al., 2014; Zarcadi et al., 2015; Bonecker e Castro, 2018).

O DNA Barcode demosntrou eficiéncia ao revelar a presenca da larva de uma
espécie invasora de peixe na plataforma continental amazo6nica. Esse resultado sugere que

a espécie esta estabelecida na regido. Estudos anteriores realizados no Brasil por Ferreira
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et al., (2015); Luiz et al., (2021) e Cintra et al (2022) alertam para os riscos ambientais e
a salde humana decorrentes da presenca do peixe-ledo nas aguas brasileiras.

Dos estudos realizados na costa norte sobre a diversidade de larvas de peixes,
destaca-se a regido como um local crucial de desova, atribuido a sua alta produtividade
primaria e a diversidade fisico-quimica do ambiente (Zarcadi et al, 2015).

No presente estudo, as larvas se concentraram principalmente nas estacdes
costeiras (Figura 7), corroborando com observagdes de estudos anteriores (Zarcadi et al.,
2008; Ferreira et al, 2014; Bonecker e Castro, 2018) de que a plataforma continental é a
area mais rica em ictioplancton no sentido quantitativo e qualitiativo.

Os ambientes costeiros sdo propicios para os estagios iniciais do ciclo de vida dos
peixes, sendo frequentados por espécies com habitos de desova distintos ou
ecologicamente diversos (Doyle et al., 1993).

A espécie Parexocoetus hillianus destacou-se como a mais abundante. O DNA
Barcode demonstrou ser eficaz na identificacdo da espécie, uma vez que pelo método
morfoldgico ela foi inicialmente classificada como pertencente a familia Mugilidae.

A espécie pertence a familia Exocoetidae, comumente conhecida como familia
dos peixes voadores e habitat oceanico (Hunte et al., 1995), o presente estudo registrou
larvas presentes em estacdes costeiras. O estudo de Castro et al. (2008) relatam a presenca
de espécies da familia Exocoetidae, como Hirundichthys affinis e Cheilopogon sp., em

estuarios tropicais do Nordeste.

Apesar de ser comum encontrar esta familia na plataforma amazénica, ha uma
caréncia significativa de estudos sobre os habitos reprodutivos de espécies dessa familia
(Castro et al., 2008).

Embora a maioria dos taxons de larvas de peixes coletados na area de estudo seja
comum em amostras de ictioplancton e tenha sido registrada em outros estudos ao longo
da costa brasileira (Zacardi et al., 2008; Bonecker e Castro, 2018), o DNA Barcode
identificou o taxon Scombrolabrax heterolepis, pertencente a familia monotipica
Scombrolabracidae. Registros dessa familia em assembleias de larvas de peixes no Brasil
sdo raros (Dias et al., 2021).

Isso demonstra a importancia do DNA Barcode ao revelar a diversidade oculta da
regido e auxiliar na identificacdo de taxons que sdo dificeis de identificar apenas pela
morfologia (Lutz et al., 2023).
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8 CONCLUSAO

O método morfoldgico identificou 10 ordens; 30 familias; 29 géneros e 17
espécies, enquanto o DNA Barcode identificou 8 ordens; 31 familias; 16 géneros e 34
espécies. Observou-se que 0 método morfolégico foi mais preciso na identificacdo a nivel
de familia. Por outro lado, o DNA Barcode se mostrou eficiente ao revelar os erros
cometidos no método morfoldgico e ao identificar um mairo nimero de taxons a nivel
de espécie.

Os resultados deste estudo apresentam evidéncias robustas de que a integracéo do
método morfolégico com o DNA Barcode pode ser uma ferramenta altamente eficaz na
identificacdo precisa das larvas de peixes da plataforma continental amazonica. Esta
abordagem tem o potencial de enriquecer nosso entendimento da biodiversidade local,
oferecendo beneficios significativos tanto para a comunidade cientifica quanto paraas
praticas de gestdo pesqueira. Essa combinacdo pode ser fundamental para avaliar a

sustentabilidade e promover uma gestdo mais eficaz dos recursos pesqueiros na regido.
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