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RESUMO

A familia Achiridae, composta por 36 espécies distribuidas em seis
géneros, encontradas em ambientes estuarinos, marinhos e de agua doce,
pertence a ordem Pleuronectiformes, caracterizada pela simetria bilateral e
pelos dois olhos localizados em um s6 lado do corpo. Este trabalho identificou
molecularmente espécimes da familia Achiridae, detectou incongruéncias
taxondmicas e avaliou a distancia genética entre espécimes de peixes do litoral
sul da Bahia e norte do Espirito Santo. Foram coletados 37 individuos dos rios
Barra Nova (n=1), Caravelas (n=5), Doce (n=6), Ipiranga (n=3), Piraqué-Acgu
(n=1) e Sdo Mateus (n=21), utilizando-se redes de arrasto camaroeira. Apés a
coleta, os espécimes foram acondicionados em sacos plasticos, etiquetados
quanto ao ponto de arrasto, local e a data da coleta. O DNA das amostras foi
extraido com solugdo salina, e as concentragdes variaram de 21,7 ng/uL a
554,22 ng/uL, com uma meédia de 265,09 ng/pL. A amplificacdo da regido COI
resultou em fragmentos de 574 bp. As analises BLAST confirmaram a
identificacdo correta das espécies, no entanto, incongruéncias moleculares
foram observadas em sequéncias de Achirus declivis, Achirus lineatus, Achirus
achirus, Achirus sp., e Trinectes paulistanus, com algumas amostras mostrando
alta similaridade com Achirus mucuri. Para as relagdes de Neighbor-Joining
foram analisadas 63 sequéncias, sendo 37 geradas no estudo e 26 obtidas dos
bancos de dados BOLD e GenBank. Foram revelados 11 agrupamentos de
similaridade com alto suporte (bootstrap > 90%) e duas ramificagdes principais:
uma entre espécies do género Catathyridium e outra entre espécies do género
Achirus. Esse contexto filogenético € ainda mais alarmante considerando o
rompimento da barragem de Funddo em 2015, que resultou na liberagdo de
lama de rejeitos no estuario do Rio Doce, impactando a ictiofauna local. A falta
de dados sobre a real composigao e diversidade dos peixes pode comprometer
o monitoramento e a recuperagdao da regido. O resultado evidencia
inconsisténcias taxondmicas na familia Achiridae e é sugerida a presencga de
Achirus mucuri nos rios Sado Mateus e Doce. Recomenda-se a realizagao de
novos estudos com um numero maior de amostras para uma compreensao
mais completa da distribuicdo e diversidade de espécies da familia Achiridae
na regido, o que ajudara a identificar as espécies mais afetadas e a priorizar
acdes de recuperagao.

Palavras-chave: COI; Espécies Cripticas; Peixes; Taxonomia Molecular.



ABSTRACT

Achiridae family is composed of 36 species distributed across six genera,
found in estuarine, marine and freshwater environments, belongs to the
Pleuronectiformes order. It is characterized by bilateral symmetry and two eyes
located in one side of the body. This molecular study identified specimens of the
Achiridae family, detected taxonomic inconsistencies and assessed the genetic
distance between fish specimens from the southern coast of Bahia and northern
Espirito Santo. Thirty-seven individuals were obtained from Barra Nova (n=1),
Caravelas (n=5), Doce (n=6), Ipiranga (n=3), Piraqué-Ac¢u (n=1) and S&o
Mateus (n=21) rivers, using shrimp trawls. The specimens were placed in
plastic bags and labeled with some information as the trawl site, location and
date of collection. DNA was extracted using saline solution and the
concentrations ranged from 21.7 ng/uL to 554.22 ng/uL, with an average of
265.09 ng/uL. Amplification of the COI region resulted in fragments of 574 bp.
BLAST analyses confirmed the correct identification of the species, however,
molecular incongruences were observed in sequences of Achirus declivis,
Achirus lineatus, Achirus achirus, Achirus sp., and Trinectes paulistanus, with
some samples showing high similarity to Achirus mucuri. For Neighbor-Joining
relationships, 63 sequences were analyzed, 37 of which were generated in the
study and 26 obtained from the BOLD and GenBank databases. A total of 11
similarity clusters with high support (bootstrap > 90%) and two main branches:
one grouping species of the genus Catathyridium and the other grouping
species of the genus Achirus. This phylogenetic context is even more alarming
considering the failure of the Funddo dam in 2015, which resulted in the release
of tailings mud into the Doce River estuary, impacting the local ichthyofauna.
The lack of data on the true composition and diversity of the fish can
compromise monitoring and recovery in the region. Our results show taxonomic
inconsistencies in the Achiridae family and suggest the presence of Achirus
mucuri in the Sdo Mateus and Doce rivers. It is recommended that further
studies be carried out with a larger number of samples to gain a better
understanding of the distribution and diversity of the species of the Achiridae
family in the region, which can help to identify the most affected species and
prioritize recovery actions.

Keywords: COI; Cryptic species; Fish; Molecular Taxonomy.



1. INTRODUGAO

Os peixes correspondem a maior diversidade de espécies de vertebrados
conhecidas, sendo encontrados em ambientes marinhos e de agua doce (XAVIER,
2002). Esses organismos estdo profundamente adaptados ao meio em que habitam
(BEMVENUTI & FISHER, 2010) e desempenham um papel crucial no funcionamento
e na estruturacado dos ecossistemas marinhos (HELFMAN et al., 2009). Além disso,
exercem grande influéncia na harmonia dos ecossistemas, atuando como
mediadores na transferéncia de energia entre os elos das teias alimentares, ao
consumirem organismos presentes na base da cadeia alimentar, adquirem energia
que € posteriormente transferida para os predadores que os utilizam como fonte de
alimento (BASILIO, 2020), sendo, nesse contexto, a descricdo e a identificacdo
detalhada das espécies fundamentais para a preservacido da biodiversidade
(GOMES, 2015).

A ordem Pleuronectiformes €& composta por cerca de 772 espécies,
distribuidas em aproximadamente 129 géneros e 14 familias, incluindo espécies de
agua salgada, salobra e algumas de agua doce. E um grupo muito diferenciado que
inclui  os peixes chatos conhecidos como solhas, solhas-das-pedras,
solhas-das-areias, halibutes, peixes-lingua, pregados e linguados. Muitas espécies
da ordem Pleuronectiformes dispdéem de grande valor como fonte de alimento, além
de importéncia na pesca comercial e ecoldgica, devido a grande quantidade de
espécies e a ampla distribuicdo geografica. Em relagdo as caracteristicas
morfolégicas, os individuos da familia Achiridae apresentam um corpo muito
achatado, arredondado ou alongado, e os olhos estdo posicionados no lado direito
do corpo (individuos com os olhos no lado esquerdo sdo extremamente raros)
(Figura 1) (FIGUEIREDO & MENEZES, 2000; MENDONCA & ARAUJO, 2002;
NELSON, 2006; FISCHER, 2011; NELSON, 2016).



Figura 1 - Caracteristicas morfologicas de peixes da familia Achiridae, apresentando ambos

os olhos no lado direito da cabega. Fonte: Munroe, 2003.

Os peixes da familia Achiridae estdo distribuidos em seis géneros (Achirus,
Apionichthys, Catathyridium, Gymnachirus, Hypoclinemus e Trinectes) e 36 espécies
(RAMOS & LOPES, 2009; NELSON, 2016). Eles ocorrem em todas as Américas
(FIGUEIREDO & MENEZES, 2000) e podem ser encontrados em ambientes
estuarinos, marinhos, aguas continentais, zonas temperadas e tropicais (MUNROE,
2002; GIBSON, 2015; NELSON, 2016) (Figura 2). As espécies dos géneros Achirus,
Trinectes, Gymnachirus e Catathyridium sao encontradas em ambientes marinhos e
estuarinos, enquanto Hypoclinemus ¢é exclusivo de agua doce. O género
Apionichthys pode ser encontrado tanto em agua doce quanto em ambientes de
agua salobra (FIGUEIREDO & MENEZES, 2000; AZEVEDO, 2005; MUNIZ, 2009;
SANTOS, 2009; MARCENIUK et al., 2021). As espécies Achirus declivis, Achirus
lineatus, Trinectes microphthalmus e Trinectes paulistanus séo registradas na bacia
do norte do Espirito Santo (DUBOC & INGENITO, 2014). Na costa norte do Brasil,
encontram-se as espécies Achirus achirus, Achirus declivis, Achirus lineatus,
Apionichthys  dumerilii, Gymnachirus nudus, Trinectes microphthalmus e
Trinectespaulistanus (MARCENIUK et al., 2021). Essas espécies ocorrem em fundos
arenosos de ambientes marinhos, areas estuarinas e rios, onde vivem enterradas ou
camufladas pela sua coloragdo, embora sejam de boa qualidade e ndo sejam
exploradas comercialmente, pois ndo atingem grandes tamanhos (FIGUEIREDO &

MENEZES, 2000). Além disso, algumas espécies sao frequentemente capturadas na



pesca de subsisténcia ou artesanal na América Central e do Sul, enquanto outras
fazem parte das capturas acessoérias na pesca costeira do camardao (GIBSON,
2015).

Figura 2 - Mapa da distribuicdo global da familia Achiridae, representada pelos quadrados

em vermelho. Fonte: https://obis.org/taxon/154171 acessado em 19/08/2024.

Por muito tempo, a taxonomia tem sido a principal base de informacdes para
a compreensao da diversidade de espécies (MAYR, 1999). Utilizando técnicas de
delimitacdo de espécies, que oferecem uma abordagem padronizada para a
classificagdo taxondmica, abrangendo também os grupos cripticos, raros ou dificeis
de identificar, embora os resultados possam variar conforme o marcador genético e
o método analitico utilizado (SERVIS et al., 2020). Assim, a delimitacdo correta de
espécies € essencial para estudos de ecologia, conservacdo, biogeografia,
filogeografia e filogenia (GARCIA-MELO et al., 2019). Por outro lado, a delimitagao
incorreta ou a falta de espécies identificadas podem afetar significativamente as
analises da biodiversidade, o entendimento das relagbes filogenéticas e a precisao
de estudos comparativos (SITES & MARSHALL, 2003). Nas ultimas décadas, as
arvores filogenéticas baseadas em dados genéticos moleculares tém oferecido

comparagdes independentes para reconstruir a histéria evolutiva e os



relacionamentos, complementando os dados morfolégicos necessarios para uma
melhor compreensdo (MADDISON, 1996; AVISE, 2012).

Dessa forma, os marcadores moleculares podem auxiliar na identificacéo de
espécies, na estimativa do tamanho efetivo das populagdes, na determinagao de
populagdes importantes para a conservagdo de recursos genéticos e na avaliagao
do impacto genético da introdugédo de populagdes e do cultivo de peixes (STAFFEN
et al., 2015). A partir das décadas de 1970 e 1980, o DNA mitocondrial (mtDNA)
tornou-se amplamente utilizado em estudos relacionados a estrutura populacional e
as relagoes filogenéticas (DALEBOUT et al., 2002), além de auxiliar na compreenséo
de diversos aspectos bioldgicos e evolutivos de uma ampla variedade de organismos
(ARIAS et al., 2003). O sequenciamento do mtDNA contém vantagens que o tornam
adequado para a marcagao molecular, como a presenca do genoma em inumeras
copias, possibilitando a obtengdo de quantidades significativas de DNA genémico
através de varios métodos de extracdo (HUBERT et al, 2008). Além disso, a
elevada taxa de mutagcdo permite o rastreamento da linhagem materna dos
descendentes e a analise dos padroes de migracao (FRANKHAM et al., 2008).

Compreender a sistematica e a taxonomia das espécies de peixes € essencial
para o controle sustentavel dos recursos genéticos (LANDI et al., 2014). O “DNA
barcoding” ou cédigo de barras de DNA é uma técnica molecular proposta como
uma ferramenta universal para a identificacdo de espécies de animais, utilizando o
fragmento padrdo do genoma mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade 1 (COl)
(HEBERT et al., 2003). Desde que foi proposta em 2003, varios taxons foram
analisados, gerando sequéncias para formar um banco de dados acessivel,
permitindo a comparagao entre espécies conhecidas e desconhecidas. Com o
auxilio do DNA barcoding, diversos peixes foram identificados (WARD et al., 2005),
incluindo peixes de agua doce e peixes marinhos (HUBERT et al., 2008; ROCK et
al., 2008; MARBRAGANA et al., 2011; WANG et al.,, 2012; KHOMDRAM, 2018;
MUHALA et al., 2024). Além de identificar espécies em diferentes estagios de vida,
essa ferramenta também é utilizada para identificar individuos descaracterizados ou
com apenas partes do corpo, como nadadeiras, filés e outros fragmentos (TRIVEDI
et al., 2016).

E crucial ressaltar que, em 5 de novembro de 2015, no municipio de
Mariana-MG, houve o rompimento da barragem de Fundao da Samarco Mineracgao

S.A., que teve impactos devastadores. Os rios afluentes atuaram como vetores,



espalhando os efeitos do desastre e alcangando o rio Doce. A lama com rejeitos
afetou os ecossistemas e as comunidades ribeirinhas, resultando na morte de muitos
peixes (ESPINDOLA et al.,, 2019). As barragens podem se romper por uma
variedade de motivos, incluindo abalos sismicos ou falhas no planejamento, na
construcdo e na manutencdo. Resultando em uma lama toxica, que quando é
liberada contamina os cursos d'agua e se espalha por centenas de quildmetros a
partir da area de mineragcdao (CARDOZO et al., 2016). A presenca de sedimentos
depositados ao longo do leito do rio provoca mudancas significativas no habitat de
bentos e peixes, comprometendo aspectos fundamentais para a vida e a reproducao
da biota aquatica (POLIGNANO & LEMOS, 2020). Os efeitos sobre a ictiofauna sédo
preocupantes, pois as comunidades de peixes sao elementos vitais do ecossistema
do rio Doce e constituem uma fonte importante de subsisténcia para as comunidades
locais. Além disso, considerando a alta presenca de espécies cripticas na bacia do
rio Doce, as consequéncias efetivas para a ictiofauna sdo pouco conhecidas. Assim,
€ possivel que diversas espécies endémicas ainda nao identificadas tenham sido
extintas (FERNANDES et al., 2016).

Dessa forma, a genética da conservagao € uma ciéncia que utiliza principios e
técnicas da genética para auxiliar na conservagdo de espécies e populagdes,
diminuindo assim o risco de extingdo das espécies ameacadas. Além disso, suas
acdes incluem a preservacao da diversidade genética, a definicdo de unidades de
manejo e a resolugdo de incertezas taxonOmicas. Se o status taxondmico das
populagdes nao estiver correto, pode comprometer as decisbes na conservacgao.
Incluindo a identificacdo incorreta de espécies, o que pode permitir que espécies nao
reconhecidas e em perigo se extingam (FRANKHAM et al., 2008). Essas
consideragdes reforcam a grande importancia da correta identificagdo dos peixes
(METCALF et al., 2007; SMITH et al., 2008), pois tal identificagcdo ndo apenas amplia
o conhecimento sobre biodiversidade (MARTINS & CARNEIRO, 2018) e auxilia na
preservagao de espécies ameacadas (CARVALHO et al., 2008), mas também
contribui na identificacdo de espécies cripticas (HEBERT et al., 2004), que sao
aquelas que, embora sdo geneticamente distintas (BINPENG et al., 2018), mas
semelhantes morfologicamente (GUSMAO et al., 2006), o que potencializa o erro em
classifica-las erroneamente sob o mesmo nome (BICKFORD et al., 2007,
PFENNINGER & SCHWENK, 2007).



Portanto, o uso de analises moleculares € fundamental para identificar a
biodiversidade da regido afetada, considerando a possivel presenga de espécies
cripticas que necessitam de uma delimitagao precisa. Este estudo foca na avaliagcéo
genética das espécies da familia Achiridae, que, por serem bentdnicas, enfrentam
desafios especificos de identificacdo devido a sua morfologia semelhante. A
identificacdo correta dessas espécies € crucial, considerando os impactos
ambientais decorrentes do rompimento da barragem, que podem afetar diretamente
a sobrevivéncia e a saude das populagdes bentdnicas. Assim, a pesquisa contribui
para o aprofundamento de estudos genéticos e um melhor desenvolvimento de

acdes de conservagao para o grupo no sul da Bahia e litoral do Espirito Santo.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar espécies de peixes da familia Achiridae, bem como, avaliar

relagdes de distancia genética entre elas.
2.2 Objetivos Especificos

e |dentificar molecularmente individuos de espécies da familia Achiridae,
empregando a ferramenta de DNA Barcoding;

e Identificar incongruéncias taxonémicas entre as identificagdes morfolégicas e
moleculares;

e Avaliar relagdes de similaridade genética das espécies identificadas;

e Subsidiar informagdes relevantes para o0 manejo e a conservagao das
espécies da familia Achiridae, contribuindo para a tomada de decisbes em

estratégias de preservagéo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de individuos

As amostras foram coletadas em conjunto com o Laboratério de Ecologia de
Peixes Marinhos (LEPMAR) no Centro Universitario Norte do Espirito Santo
(CEUNES/UFES) dentro do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica
(PMBA) no projeto de Ictiofauna Marinha, sob a licenga ambiental para a coleta n°
74802-6.

As coletas dos individuos ocorreram na regido das fozes dos rios Barra Nova,
Caravelas, Doce, Ipiranga, Piraqué-Agu e Sdo Mateus, através de redes de arrasto
camaroeira, durante os anos de 2018, 2019, 2022 e 2023. No total, foram coletadas
37 amostras, sendo uma no rio Barra Nova, cinco no rio Caravelas, seis no rio Doce,
trés no estuario do rio Ipiranga, vinte e um no estuario do rio Sdo Mateus e uma no

estuario do rio Piraqué-Acu (Figura 3).
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Figura 3 - Pontos de coleta dos individuos da familia Achiridae na regido das fozes dos rios
Barra Nova, Caravelas, Doce, Ipiranga, Piraqué-Agu e Sdo Mateus (2018, 2019, 2022 e
2023), BA e ES.

ApoOs coleta, os espécimes foram acondicionados em sacos plasticos,
etiquetados quanto ao ponto de arrasto, local e a data da coleta. Os individuos foram
congelados e identificados até o menor nivel taxonémico possivel pela observagao
das caracteristicas morfologicas no LEPMAR, utilizando a chave de identificacdo de
Figueiredo & Menezes (2000); Severiano (2011) e Marceniuk et al. (2021).

No Laboratério de Genética e Conservagao Animal (LGCA) - Universidade
Federal do Espirito Santo realizou-se a coleta de tecido muscular utilizando um
bisturi, pinca de metal esterilizado com hipoclorito, alcool 70% e flambados a cada
espécime coletado. Os tecidos foram armazenados em microtubos de 1,5 mL, com

alcool 99,5%, devidamente etiquetados e acondicionados em freezer a -20°C.



3.2 Extracao e Quantificagao do DNA

Para a extragao de DNA foi utilizado o protocolo de extragdo com solugao
salina (BRUFORD et al., 1992, adaptado por David Vieites). Um pequeno fragmento
de tecido foi picotado sobre um Parafilm apoiado em uma placa de Petri com o
auxilio de uma pinga e um bisturi esterilizados. Apds o tecido ser picotado este foi
transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo a solugao de lise: 410 pL de
Buffer de extracéo, 80 uL SDS 10% e 10 yL Proteinase K. A solucéo foi deixada no
banho-seco a 55 °C overnight até a completa digestdo do tecido. Em seguida, os
microtubos foram agitados no vortex e centrifugados a 13.000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 ml contendo 180 uL de NaCl
(5M) e invertidos 50 vezes para homogeneizar. Apés nova centrifugagao, a 13.000
rom por 5 min, o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para um novo tubo
nomeado contendo 1.000 pyL de isopropanol gelado e invertido 50 vezes para a
homogeneizagdo. Apds centrifugacédo a 13.000 rpm por 7 min o sobrenadante foi
descartado e 250 pL de etanol 80% foi adicionado em cada microtubo, o material foi
invertido 50 vezes para homogeneizar e em seguida foram centrifugados novamente
a 13.000 rpm por 7 min. Logo depois, o0 sobrenadante foi descartado e 250 pL de
etanol 80% foi adicionado em cada microtubo. Em seguida, os microtubos foram
invertidos 50 vezes e levados novamente para a centrifuga a 13.000 rpm. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e os microtubos abertos foram colocados
invertidos sobre um pedacgo de papel e levados para o banho seco a 55°C por 10
min. Apos o alcool ser totalmente removido, o DNA foi ressuspendido com 100 pL de
agua ultrapura e o microtubo foi mantido na geladeira a 4°C durante 24 h para diluir
o pellet.

As amostras foram quantificadas em um espectrofotdmetro NanoDrop One,
utilizando-se 1 uL do DNA extraido. Apds realizada a quantificagdo, as amostras que
apresentaram concentracdo acima de 50 ng/uL foram diluidas para uma
concentracao final de 20 ng/uL a fim de padronizar o processo de amplificagao do
DNA.

3.3 Amplificagao por PCR

As amostras foram amplificadas através da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR). O fragmento do genoma mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade 1 (COl)
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de todos os individuos foi amplificado utilizando os primers FishF1
5 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCACY e FishR2
5’ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAAZ (WARD et al., 2005).

As reacbes de amplificagdo foram realizadas em um volume total de 20 pl
contendo: 2,6 uM de cada dNTP (10 mM), 2,6 mM de MgCl, (50 mM), 0,625 U de
Taqg DNA Polimerase (Platinum) (5uM), 20 ng de DNA, Tamp&o a 10X (Invitrogen) e
0,104 pM de cada primer (10mM). As condigbes do termociclador foram:
desnaturagao inicial de 2 min a 95°C; seguido de 35 ciclos de 30s a 94°C,
anelamento de 30s a 54°C, extensdo da fita de 1 min a 72 °C e por fim uma
extensao final de 10 min a 72°C.

Apos amplificagdo, os fragmentos de DNA foram corados com GelRed,
corridos em eletroforese com gel de agarose 1% e visualizados em um

transiluminador de luz ultravioleta (UV).

3.4 Purificagao e Sequenciamento do DNA

A fim de eliminar potenciais inibidores do sequenciamento, os produtos das
reagdes de PCR foram purificados utilizando 1,8 ul da enzima ExoSap-IT (USB
Corporation). Os produtos purificados foram encaminhados a empresas terceirizadas

para sequenciamento dos fragmentos nos dois sentidos (forward e reverse).

3.5 Alinhamento, Edi¢cao e Analises

O programa MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016) foi utilizado para o alinhamento
e a edicdo das 37 sequéncias, possibilitando a verificacdo da existéncia de
diferencas nucleotidicas entre os individuos. Para a confirmacdo das espécies, as
sequéncias do gene COIl foram comparadas utilizando as ferramentas BLAST e
BOLD. Entre suas fungbes, o programa consiste em realizar o alinhamento entre
duas sequéncias de DNA (a sequéncia da amostra a ser verificada e a depositada
no banco de dados), fornecendo a porcentagem de similaridade entre elas e
auxiliando na identificagdo das espécies. Na ferramenta BLAST, o maior percentual

de homologia foi utilizado como critério. Inicialmente, foi considerada a espécie que
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aparecia em ambos os bancos de dados, e em casos de divergéncia entre eles, o
maior percentual de homologia foi considerado.

Para a analise de Neighbor-Joining (TAMURA et al., 2004), foram inseridas
dos dois bancos de dados as sequéncias obtidas, bem como sequéncias adicionais
para referéncia das espécies. Foi escolhida a sequéncia da espécie Symphurus
ginsburgi, da familia Cynoglossidae, publicada no GenBank com o coédigo de
identificacdo JX124904.1 como outgroup, com bootstrap de 10.000 repeticdes. Essa
analise foi utilizada para construir uma arvore de similaridade genética, delimitar as
espécies, identificar como estdo se agrupando e se as amostras correspondem
molecularmente com a identificacdo morfoldgica.

As 25 sequéncias adicionais de espécies da familia Achiridae, publicadas nos
bancos gendmicos internacionais GenBank (National Center for Biotechnology
Information - https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/) e BOLD (Barcode of Life Data
Systems - https://www.boldsystems.org/), foram incluidas as analises para auxiliar na

confirmacéao e delimitagdo das espécies (Tabela 1).

Tabela 1 - Espécies, localidades, numero de sequéncias (N), acesso e referéncias das
sequéncias obtidas no GenBank e BOLD para o marcador mitocondrial COl da familia
Achiridae.

Acesso

Espécies Localidades N Acesso GENBANK BOLD Referéncias
. . Sul, norte e centro do KT310052.1; KT310053.1; .
Achirus lineatus litoral do estado de So 6 JX033894.1; JQ365211.1; - R'bez'r.f’g al.
Paulo JX033995.1 e JQ365210.1
. L MH898949.1 e
Achirus declivis Alagoas 2 MHB98950.1 - -

Delta do Rio Parnaiba MHB83040 1 e

Achirus achirus (PRD) no nor_deste do 2 KT310050.1 - B
Brasil
L .. KT310055.1
Apionichthys finis - 2 KT310056.1 ) i
. ) . Na Bacia do Alto Parana 132PEDII;
Catathyridium jenynsii em S3o Paulo 4 JN9B8776.1 e JN9BBTTT.1 133PEDII

MH898954.1; KT310057.1

Gymnachirus nudus - 3 e KT210058.1 - -
Hypociinemus mentalis Alagoas 2 KT310061.1 e KT310062 - -
Trinectes microphthalmus - 2 KT310063.1 e KT310064.1 - -

Trinectes paulistanus - 2 KT310066.1 e KT310067.1 - -
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4. RESULTADOS

A quantificagdo do DNA extraido das amostras coletadas resultou em
concentragdes de DNA extraido variando entre 21,7 ng/pL e 554,22 ng/uL, com uma
média de 265,09 ng/pL. Ao todo, foram analisadas 63 sequéncias, das quais 37
foram geradas neste estudo (Figura 4), e 26 obtidas dos bancos de dados BOLD e
GenBank (25 sequéncias referéncias e 1 sequéncia de outgroup). A amplificacdo da
regiao COIl gerou um fragmento de aproximadamente 700 bp (pares de bases), mas
apos o alinhamento e a edi¢ao, foram obtidos fragmentos de 574 bp. As sequéncias
foram ajustadas em um tamanho e qualidade para garantir a precisédo e a
consisténcia de analises subsequentes.

Data Edit Search Display Help

fis He P 1| #h N E

70 80 a0 0 110 120 130 140 150 160 170
CTCAATCAACCCGG AACCCTTCTAGGAGATGATCAAATTTATAATGTTATCGTGACAGCCCATCGCATTCGTAATAATCTTTTTTATGGTAATGCCAATCATGATCGGTGG

=

Figura 4 — Exemplo de um eletroferograma de parte da sequéncia do fragmento de COI de

um individuo de Achirus declivis demonstrando os nucleotideos e a qualidade da sequéncia.

A analise BLAST revelou os seguintes percentuais de identificagdo: todas as
sequéncias de Trinectes microphthalmus, Gymnachirus nudus e Catathyridium
garmani apresentaram alto percentual de homologia, sendo os valores considerados
acima de 99%, confirmando a identificagdo morfolégica das espécies no estudo. De
forma semelhante as sequéncias de Achirus declivis (ACHDEC.05), Achirus lineatus
(ACHLIN.11, ACHLIN.12 e ACHLIN.16) e Trinectes paulistanus (TRIPAU.39) também
confirmaram a identificacdo morfoldgica correta dessas espécies (Tabela 2).
Entretanto, as sequéncias de Achirus declivis (ACHDEC.02 e ACHDEC.19)
apresentaram um alto percentual de homologia com Achirus lineatus, indicando que
as amostras ndo pertencem a mesma espécie na qual foram identificadas
morfologicamente. Além disso, sequéncias de Achirus achirus, Achirus sp., Achirus
declivis, Achirus lineatus e Trinectes paulistanus (ACHACH.01, ACHSP.01,
ACHSP.02, ACHDEC.01, ACHDEC.03, ACHDEC.04, ACHLIN.03, ACHDEC.13,
ACHDEC.14, ACHDEC.15, ACHDEC.20, ACHLIN.04, ACHLIN.15, ACHLIN.18 e
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TRIPAU.03) apresentaram alto percentual de homologia (acima de 99%) com

Achirus mucuri. Este alto grau de similaridade sugere uma incongruéncia entre as

identificacbes morfolégicas e moleculares dessas amostras (Tabela 2).

Tabela 2 - Identificacdo morfoldgica e percentual de homologia obtidos utilizando BLAST no

GenBank e BOLD. A cor vermelha simboliza as sequéncias incongruentes com as analises

morfoldgicas, que obtiveram alto percentual de identificagdo com Achirus mucuri.

Identificagdo genética I|dentificagdo morfolégica Percentual de homologia (GEBANK) Percentual de homologia (BOLD)
ACHACHO1 Achirus achirus 83.42% Apionichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHSP.01 Achirus sp. 83.64% Apionichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHSP.02 Achirus sp. 83.64% Apionichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHDEC.01 Achirus declivis 83.64% Apionichthys finis 100% Achirus muctir
ACHDEC.02 Achirus declivis 99 85% Achirus lineatus 09.85% Achirus lineatus
ACHDEC.03 Achirus declivis 83.64% Apionichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHDEC.04 Achirus declivis 83.22% Apionichthys finis 100% Achirus mucLri
ACHDEC. 05 Achirus declivis 89.67% Achirus lineatus 100% Achirus declivis
ACHDEC. 13 Achirus declivis 83.48% Apionichthys finis 100% Achirus muctir
ACHDEC. 14 Achirus declivis 83.48% Apiomichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHDEC.15 Achirus declivis 83.48% Apiorichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHDEC.19 Achirus declivis 100% Achirus lineatus 100% Achirus lineatus
ACHDEC. 20 Achirus declivis 83.48% Apionichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHLINO3 Achirus lineatus 83.64% Apionichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHLIMN D4 Achirus lineatus 83.67% Apionichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHLIM 11 Achirus lineatus 100% Achirus lineatus 100% Achirus lineatus
ACHLINA12 Achirus lineatus 100% Achirus lineatus 100% Achirus lineatus
ACHLIMN 1S Achirus lineatus 83.33% Apionichthys finis 100% Achirus mucuri
ACHLIM 16 Achirus lineatus 100% Achirus lineatus 100% Achirus lineatus
ACHLIMN 18 Achirus lineatus 83.64% Apionichthys finis 100% Achirus mucLri
CATGAR.O1 Catathyridium garmaiti 93.08% Catathyridium jenynsii 99 12% Catathyridium garmarni
CATGAR 02 Catathyridiurm garmaii 93.08% Catathyridium jenynsii 099 26% Catathyridium garmani
CATGAR.O3 Catathyridium garmaini 93.23% Catathyridium jenynsii 99 27% Catathyridium garmani
TRIMIC.01 Trinectes microphthalmus 99 84% Trinectes microphthalmus 99 85% Trinectes microphthalmus
TRIMIC.02 Trinectes microphthalmis 100.00% Trinectes microphthalmus 100% Trinectes microphithalmus
TRIMIC.03 Trinectes microphthalmis 100.00% Trinectes microphthalmus 100% Trinectes microphithalmus
TRIMIC.04 Trinectes microphthalmis 100.00% Trinectes microphthalimis 100% Trinectes rmicrophthalmus
TRIMIC.05 Trinectes microphthalmis 100.00% Trinectes microphthalmus 100% Trinectes microphithalmus
TRIMIC.06 Trinectes microphthalmus 100.00% Trinectes microphthalmus 100% Trinectes microphithalmus
TRIMIC.07 Trinectes microphthalmus 100.00% Trinectes micraphthalmis 100% Trinectes microphithalmus
TRIMIC.08 Trinectes microphthalmus 99 84% Trinectes microphthalmus 99 84% Trinectes microphthalmus
TRIMIC.09 Trinectes microphthalmus 99.84% Trinectes microphthalmus 99, 84% Trinectes microphthalmus
TRIMIC.10 Trinectes microphthalmus 100.00% Trinectes microphthalmus 100% Trinectes microphithalmus
TRIMIC.11 Trinectes microphthalmis 100.00% Trinectes microphthalmus 100% Trinectes microphithalmus
TRIPAU D3 Trinectes paulistanus 83.64% Apiomnichthys finis 100% Achirus mucuri
TRIPALL39 Trinectes paulistanus 91.46% Trinectes paulistanus 100.00% Trinectes paulistanus
GYMMNUD. 01 Gymmnachirus nuadus 100.00% Gymmachirus nudus 100% Gymmachirus nudus

Os resultados de homologia obtidos a partir da

analise BLAST foram

consistentes com os agrupamentos representados na arvore de Neighbor-Joining

(Figuras 5 e 6). Na analise de disténcia genética foi observada a formacéo de 11
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agrupamentos, com valores de bootstrap acima de 90% para cada um deles, o que
indica um alto nivel de confianga nos agrupamentos gerados.

Um dos agrupamentos na arvore de Neighbor-Joining (Figuras 5 e 6) mostrou
que as espécies identificadas morfologicamente como Achirus achirus, Achirus sp.,
Achirus declivis, Achirus lineatus e Trinectes paulistanus (ACHACH.01, ACHSP.01,
ACHSP.02, ACHDEC.01, ACHDEC.03, ACHDEC.04, ACHDEC.13, ACHDEC.14,
ACHDEC.15, ACHDEC.20, TRIPAU.03, ACHLIN.03, ACHLIN.04, ACHLIN.15 e
ACHLIN.18) foram agrupadas com um grupo distinto de espécies. As sequéncias
desse agrupamento apresentaram um alto percentual de homologia com sequéncias
com registros privados de Achirus mucuri na ferramenta BLAST (Tabela 2),
sugerindo uma possivel incongruéncia entre a identificagcdo morfolégica e a analise
do filograma cladograma. Essas sequéncias estdo presentes nas bases de dados,
mas 0 acesso ao publico esta restrito e ainda ndo foi liberado para consulta geral.
Foram observadas também duas ramificacdes principais na arvore: uma entre as
espécies do género Catathyridium (C. jenynsii e C. garmani) e outra entre as

espécies do género Achirus (A. lineatus e A. declivis) (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 - Arvore de Neighbor-Joining com as 63 sequéncias da familia Achiridae, com 37

sequéncias geradas neste estudo, 25 sequéncias referéncias e um grupo externo retirado do

GenBank e BOLD, com seus respectivos codigos de referéncia. Em frente esta a

identificagdo molecular do agrupamento. A cor vermelha simboliza as sequéncias em que se

obteve incongruéncias moleculares.
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Figura 6 - Arvore de Neighbor-Joining com as 63 sequéncias da familia Achiridae, com 37
sequéncias geradas neste estudo, 25 sequéncias referéncias e um grupo externo retirado do
GenBank e BOLD, com seus respectivos codigos de referéncia. Em frente estd a
identificacdo molecular do agrupamento. A cor vermelha simboliza as sequéncias que se

obteve incongruéncias moleculares.

5. DISCUSSAO

Os resultados das sequéncias que apresentaram alto percentual de
homologia com registros de Achirus mucuri sugerem a presenga dessa espécie no
rio Sdo Mateus e no rio Doce, o que complementa a distribuigcdo proposta por Ramos
& Lopes (2009). Nesse estudo, os autores identificaram a espécie para o estuario do
rio Mucuri, na Bahia. A Unica area de ocorréncia até entao relatada.

De acordo com o Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extin¢ao,

esta espécie esta classificada como Vulneravel (VU) sob o critério D2 e a area onde
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a espécie é encontrada atualmente € impactada pela atividade da industria de
celulose, pela operagdo de uma usina hidrelétrica e estd em continuo processo de
assoreamento. Além disso, a espécie é capturada de forma incidental em pescarias
de arrasto (SUBIRA, 2018).

O primeiro registro dessa espécie no ES foi no estudo de monitoramento
realizado na porgdo baixa do rio Doce (PMBA, 2019), nas quais trés exemplares
foram coletados em dois pontos diferentes. Com a identificagdo molecular foi
possivel detectar 15 individuos da espécie A. mucuri, € dos quais treze foram
coletados no rio Sdo Mateus e dois no rio Doce (Figuras 5 e 6).

A disparidade no numero de amostras entre esses dois rios e as variagdes
nas condicdes ambientais podem influenciar a abundancia das espécies, afetando a
diversidade genética observada no rio Sdo Mateus e no rio Doce. Também é
possivel que barreiras fisicas, como a presenca de areas com cadeias de
montanhas ou bracos de rio, separem populacdes ancestrais, levando ao isolamento
de habitat e impedindo o fluxo génico entre subpopulagbes, resultando na
divergéncia genética. Vale destacar que outros tipos de especiagao podem ocorrer
mesmo sem barreiras fisicas (FUTUYMA, 2009). Esses resultados ressaltam a
importancia de estudos futuros para aprofundar a compreensdo da diversidade
genética e das relagdes entre as espécies, sobretudo considerando a influéncia de
condig¢des bidticas e abidticas.

A arvore de Neighbor-Joining (Figuras 5 e 6) apresentou valores de bootstrap,
que variaram de 93% a 100%, indicando alta confianga nos agrupamentos genéticos
observados. Os resultados obtidos corroboram os de Bittencourt et al. (2023). Esse
estudo revelou que os géneros Achirus e Trinectes sao parafiléticos ou polifiléticos, o
que sugere uma complexidade maior nas relacdes filogenéticas do grupo. Também
foi identificado que a espécie Hypoclinemus mentalis necessita de uma reviséo
taxonbmica, o que reforca a importancia de analises mais detalhadas para a
reavaliacido das classificagdes dentro da familia. Essas descobertas ressaltam a
necessidade de uma revisdo taxondmica mais aprofundada e destacam a
importancia de analises mais detalhadas para uma compreensdo mais precisa das
relagdes evolutivas dentro da familia Achiridae.

As espécies do género Catathyridium se ramificaram entre Catathyridium
Jjenynsii e Catathyridium garmani, enquanto as espécies do género Achirus se

ramificaram entre Achirus lineatus e Achirus declivis. Em um estudo realizado por
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Azevedo (2008), o género Catathyridium foi observado como um grupo-irmao de
Trinectes, e o género Hypoclinemus foi identificado como grupo-irmao de Achirus.
No entanto, Ramos (1998) considerou Hypoclinemus e Catathyridium (géneros de
agua doce) como grupo-irmao e o mais primitivo de todos os membros da familia
Achiridae. Além disso, Gibson (2015) destaca que as inter-relagbes dentro da familia
Achiridae permanecem né&o resolvidas, e atualmente ndo ha confirmagdes sobre a
origem e a biogeografia histdrica desses peixes. Essa falta de clareza destaca a
necessidade de pesquisas adicionais para esclarecer a complexidade das relagdes
filogenéticas e a histéria evolutiva dos Achiridae.

Todas as espécies da familia Achiridae apresentam o labio inferior
hipertrofiado em comparagao com outros Pleuronectiformes, e a margem deste labio
possui fimbrias labiais que variam em forma e tamanho entre as diferentes espécies
(MUNIZ, 2009). No entanto, a identificacdo dessas espécies usando chaves
taxondmica é desafiadora, pois essas chaves geralmente ndo contemplam todos os
estagios de vida e géneros, tornando-se dependente de especialistas (HEBERT et
al., 2003). Contudo, Bittencourt (2015) destaca que existem poucos estudos
evolutivos e filogenéticos sobre a familia Achiridae, e a chave de identificagdo do
grupo apresenta uma consideravel sobreposicdo de dados meristicos, o que pode
resultar em erros de classificacdo sem uma revisdo adequada por especialistas.
Nesse contexto, a utilizagdo da sequéncia do gene COI para identificagdo por meio
do DNA barcoding se torna uma ferramenta valiosa, pois permite a analise da
divergéncia genética entre as espécies, evidenciando a importancia dessa técnica na
compreensao da biodiversidade e na conservagao das espécies (PEREIRA et al.,
2013). Dessa forma, o DNA barcoding se mostra essencial ndo apenas para a
identificagdo precisa, mas também para o fortalecimento do conhecimento sobre as
relagdes evolutivas e a conservacao dos peixes da familia Achiridae.

Os peixes da familia Achiridae habitam fundos arenosos de ambientes
marinhos, areas estuarinas e rios (FIGUEIREDO & MENEZES, 2000). O desastre
ecologico resultante do rompimento da barragem de Funddao em 2015 teve um
impacto devastador sobre esses habitats, pois a pluma de lama de rejeitos liberada
na foz do Rio Doce causou a morte de mais de 11 toneladas de peixes por asfixia
(FERNANDES et al., 2016; FRANCINI-FILHO et al., 2019; CALDEIRA & AMARAL,
2020). Essa poluicao e degradacao dos habitats, juntamente com a sobrepesca, sao

as principais ameagas aos estuarios (JOYEUX & WARD, 1999). Além disso, os
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metais pesados identificados no rio podem se incorporar a cadeia alimentar, levando
a contaminacao das espécies de peixes.

Diante das consequéncias do rompimento criminoso da barragem, € essencial
considerar agbes como a recuperacgao, reabilitacdo e restauracdo dos ecossistemas
afetados (POLIGNANO & LEMOS, 2020). Além disso, o efeito da deposigao sobre
habitats pelagicos, recifes de corais, bancos de algas e manguezais na costa
brasileira € alarmante, especialmente em termos de extensdo, magnitude e a
possibilidade de recuperacao (NEVES et al., 2016; BIANCHINI, 2016). A caréncia de
informacdes sobre a composi¢ao e diversidade da ictiofauna na foz do Rio Doce
compromete a eficacia dos esfor¢os para monitorar e mitigar os impactos deste
desastre ambiental (CONDINI et al., 2022).

As analises moleculares realizadas no presente estudo podem auxiliar na
identificacdo de espécies afetadas, compreender a composicdo, a diversidade
genética das populagcdes e esses dados sao essenciais para avaliar os efeitos do
desastre e direcionar agdes de recuperacao.

O presente estudo € um dos primeiros a trazer informacgdes sobre analises
moleculares da familia Achiridae no litoral sul da Bahia e norte do Espirito Santo
(ES), utilizando DNA barcoding, e o primeiro a trazer resultados moleculares mais
detalhados que corroboram com a sugestdo de ocorréncia de Achirus mucuri no
litoral do ES.

6. CONCLUSOES

Este estudo reforga a filogenia complexa da familia Achiridae e a necessidade
de novos estudos taxondmicos e moleculares para uma descricdo mais precisa
dessa familia. Além disso, indicou que a distribuicdo de Achirus mucuri € maior do
qgue a conhecida até o momento.

O uso do DNA barcoding tem se mostrado fundamental para a deteccéo da
real biodiversidade afetada pelo rejeito de minério no litoral norte capixaba,

destacando sua relevancia para estudos de conservagao.
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