
DNA barcoding: uma ferramenta de apoio molecular para identificação de espécies de peixes
Resumo
A identificação de gêneros e espécies é feita pela sistemática, observando-se caracteres morfológicos e anatômicos, os quais são a expressão do fenótipo. Entretanto, mudanças de uma ou mais bases em genes podem resultar em semelhanças fenotípicas entre espécies diferentes, levando a um erro de identificação. Como alternativa, surgiram ferramentas moleculares baseadas em genes ribossomais e mitocondriais. O presente trabalho tem como objetivo compilar informações sobre a identificação molecular e apresentar o caso do jundiá (Rhamdia quelen) o qual existe controvérsias gerada pela identificação taxonômica. Os diferentes genes utilizados para identificação apresentam suas peculiaridades, como inserções e deleções no caso do 16S rRNA e do 18S rRNA. Além destes genes ribossomais, há o uso de genes mitocondriais, como o gene do citocromo b, cuja problemática se concentra no desenho de primers e o gene da subunidade 1 do citocromo C oxidase, sendo este último a melhor alternativa para identificação, gerando um Barcode genético. Estudos de DNA barcoding auxiliam na identificação de espécies a nível molecular, bem como, permitir estudos evolutivos em particular, no que tange a respeito da especiação, nos revelando mecanismos que podem ter contribuído para a adaptação nos mais diversos climas brasileiros.
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Abstract

DNA barcoding: a molecular appliance for fish species identification support
The identification of genres and species is made by systematic, by noticing morphological and anatomical characteres which were the phenotype expression. However, changes in one or more gene bases can result in phenotypes similarities between different species, inducing an identification error. Alternatively, molecular appliances based in mithocondrial and ribosomal genes appeared. This work aims to compile information about the molecular identification and present the South American Catfish (Rhamdia quelen) case, for which there's controversy generated by taxonomy identification. The different genes used to identification have their particularities, like insertions and deletions on the case of 16S rRNA and the 18S rRNA. Besides these ribosomal genes, mitochondrial genes are used, like the cytochrome b gene, which is focused on the primer design, and the cytochrome C oxidase subunit 1 gene, which is the best option to make the identification, by generating a genetic barcode. DNA barcoding studies helps on the molecular identification of species and allow evolutionary studies in special, regarding the speciation process, revealing mechanisms that may have contributed to the adaption in brazilian different climes.
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Introdução
A sistemática é uma área de estudo que nos permite identificar gêneros e espécies através da observação de características morfológicas e anatômicas, as quais são o resultado da manifestação dos genes – o fenótipo. Entretanto, há espécies diferentes que apresentam fenótipos semelhantes – devido à manifestação gênica que também depende da interação com o ambiente e que pode acarretar numa característica semelhante entre espécies diferentes, as quais podem possuir diferenças sutis ou não naqueles genes (MANCEAU et al., 2010; VANHAECKE  et al., 2012).
O sistema de identificação molecular por Barcode genético foi proposto por Hebert et al. (2003). A técnica de DNA barcoding é uma ferramenta de apoio molecular à sistemática, baseando-se na sequência do gene COI localizado no DNA mitocondrial, sendo um sistema “bioidentificador”, semelhante aos códigos de barras universais (CARVALHO et al., 2008).
Alguns conceitos empíricos sobre o Barcode em trabalhos com invertebrados (HEBERT et al., 2004), pássaros (HOGG & HEBERT, 2004) e peixes (WARD et al., 2005), apresentam controvérsias na efetividade desse sistema de identificação genética (MORITZ & CICERO 2004). Para que haja uma efetividade da técnica de Barcode, as sequências de DNA dentro de uma mesma espécie precisam apresentar maior similaridade do que entre espécies (HURST & JIGGINS, 2005), em estudos recentes esta é a situação mais comum, embora existam exceções. Em híbridos, por exemplo, isso pode gerar dúvidas taxonômicas, devido ao fato de que o mtDNA tem origem apenas materna (CARVALHO et al., 2008).

Devido a algumas dúvidas taxonômicas e outros problemas de identificação de espécies, a análise de genes ou seus produtos funcionais (RNAs, proteínas), são uma alternativa a se considerar para reforçar a identificação pela sistemática clássica.

Em peixes, a identificação é de extrema importância, até mesmo econômica; tanto em ovos, alevinos, adultos e seus produtos; proporciona a detecção de fraude ou substituição de espécies em operações comerciais (SMITH et al., 2008). A correta identificação, permite a assistência na sustentabilidade; no manejo da pesca a longo prazo (METCALF et al., 2007); auxilia a pesquisa, visando a conservação de espécies em risco (CARVALHO et al., 2008); e auxilia na solução de algumas dúvidas taxonômicas como é o caso do gênero Rhamdia e de tantos outros.

O presente trabalho tem por objetivo a revisão de um método de apoio molecular para a sistemática clássica envolvida na identificação de peixes, o DNA barcoding.

Com a necessidade de concentrar as informações sobre identificação através da técnica de DNA barcoding, encontra-se a necessidade de traçar um panorama dos diferentes genes envolvidos na técnica de DNA  barcoding, para que possa ser traçado alternativas para estudos futuros, especialmente em espécies do gênero Rhamdia.

Há diversas maneiras de se analisar a nível molecular, de forma a identificar as espécies dos organismos vivos em estudo, cada qual contendo seus prós e contras. Com o advento das tecnologias que permitem trabalhar com o DNA, como a PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), novas portas foram abertas: a identificação de espécies pelo DNA ribossomal e após, pelo DNA mitocondrial. 
DNA Ribossomal
O gene do 16S rRNA também pode ser utilizado como marcador, embora Zhang et al. (2012) relata que há grande quantidade de inserções e deleções na sequência deste gene, o que resulta em uma identificação problemática, embora em alguns táxons estas sequências sejam conservadas. Os autores também relatam que encontram tal problema no gene 18S rRNA. Kochzius et al. (2010) afirma que ambos os marcadores de ajudaram na identificação por barcode, mas foi encontrada algumas limitações no uso deles, como diferenças nas distâncias genéticas p, apresentando diferenças nas variações genéticas intra e entre-espécies, com sobreposições maiores obtidas com o marcador 16S. Além disso, no mesmo marcador, existem limitações para separar algumas espécies de peixes, enquanto o COI separa-as claramente. Uma explicação para tal falta de resolução no caso do 16S, é a baixa taxa de mutação.
DNA Mitocondrial
O DNA mitocondrial apresenta como vantagem, o fato de ser haploide e a transmissão ser materna com ausência de recombinação gênica, torna-o menos diferenciado entre indivíduos da mesma espécie. A estrutura do DNA é circular dupla fita, sendo fechado e compacto, não apresenta macromutações – sua evolução é cerca de 10 vezes mais rápida que a de genes nucleares de cópia única. Esta taxa permite que haja uma maior chance de serem gerados marcadores espécie-específicos, o que torna este DNA excelente para a técnica de DNA barcoding. 

Outra vantagem é a abundância de DNA mitocondrial, devido à presença em vários tecidos, necessita de amostras pequenas ou até mesmo degradadas (KOSMANN, 2009). A partir desse DNA pode ser realizado o sequenciamento da região mitocondrial, o qual geralmente utiliza-se a região que codifica para a Citocromo C oxidase subunidade I (COI, também chamado de COX1 ou MT-CO1; HGNC:7419) (ZEHNER et al., 2004; WEELS et al., 2007; WEELS & STEVENS, 2008). Este gene apresenta algumas vantagens como iniciadores universais que são fortes, recuperáveis, ou seja, são bem estabelecidos em vários filos de animais e também apresenta uma maior variação de sinal filogenético em relação aos outros genes. Além disso, ele é rodeado por sequências conservadas, o que permite isolá-lo e estudá-lo através de iniciadores universais (KOSMANN, 2009). 

Outro gene mitocondrial utilizado como marcador molecular é o cyt b (citocromo b). Zhang et al. (2012) relata que este gene possui um nível elevado de variações na sequência de seu gene e isso apresenta um obstáculo na hora de desenhar primers universais. 

Rosso et al. (2012) afirma que, apesar de encontrarem mutações nos genes do COI, principalmente do tipo inserção e deleção, os marcadores genéticos desta sequência são funcionais e também detectaram espécies diferentes que apresentaram haplótipos de códigos de barras, bem como, clusters coesivos de haplótipos relacionados (como raios da nadadeira anal, comprimento da barbatana anal e escalas de linha lateral). Observaram também que grupos de espécies como R. quelen, Hoplias malabaricus, entre outros, apresentaram divergência superior a 3% em amostras de exemplares estudadas provenientes de regiões diferentes da América do Sul.

Segundo Rosso et al. (2012), geograficamente falando, podem-se encontrar diferentes linhagens genéticas com divergência em nível de espécie, espécies semelhantes a nível taxonômico, mascarando populações isoladas. Tal premissa justifica a necessidade do estudo a  nível geográfico e taxonômico, o mais completo possível. Através da técnica de DNA barcoding, Rosso e colaboradores observaram divergências genéticas profundas, principalmente devido à localização geográfica das espécies estudadas, as quais atribuíram explicação parcial de isolamento reprodutivo de algumas populações. Em algumas espécies, observaram-se também linhagens exclusivas em algumas bacias, sendo que, ao isolar-se reprodutivamente, estas espécies imitaram espécies de outro gênero, demonstrando evolução, principalmente na imitação de padrões de cores (CARVALHO et al., 2011). Essas informações destacam uma forte estrutura geográfica em sequências do COI, revelando que tal barreira física não é um impedimento para a aplicação desta técnica (ROSSO et al., 2012).

A identificação por barcode utilizando a sequência do COI é capaz de fornecer a distribuição da divergência genética das espécies (PEREIRA et al., 2013).

Para auxiliar melhor nas descobertas sobre o DNA barcoding, foi desenvolvido o Barcode of Life Data Systems (BOLD), uma ferramenta bioinformática aonde foi compilado os dados, suportando desde a coleta do espécime à validação da sequência deste como barcode. Esta ferramenta comporta as sequências e analisa os dados obtidos, sendo também um veículo de colaboração entre diversos grupos de pesquisa do mundo, permitindo um fácil acesso a diversas informações, obtidas dos mais diversos laboratórios de pesquisa. Critérios como nome da espécie, dados da instituição que detêm o material testemunho, dados da coleta, sequência de COI com os iniciadores usados na PCR e eletroferogramas são necessários para que aquele espécime obtenha a classificação de barcode (KOSMANN, 2009).

Barreiras como baixa diversidade gênica de alguns grupos em suas sequências, espécimes que divergiram recentemente, detecção de híbridos e pseudogenes nucleares (Numts) devem ser vencidos para que a aplicação da técnica obtenha alto sucesso. Para a identificação de anomalias nas sequências de barcode obtidas, além de sequências de baixa qualidade, o BOLD é uma ferramenta de extrema importância, pois todas as sequências ali inseridas são traduzidas para aminoácidos e comparadas com a proteína do COI, visando confirmar a origem. Feito isso, é buscado sequências de parada (stop códons – detecção de possíveis pseudogenes) e contaminantes (sequências de outros organismos). Na detecção destes, o pesquisador é contatado e a sequência fica marcada, necessitando de revisão para aumentar a confiabilidade desta (KOSMANN, 2009).

Segundo Ward et al. (2005), trabalhando com peixes uma região de 655 pb do citocromo oxidase subunidade I, gene (COI) da mitocôndria foi sequenciada, utilizando-se múltiplas amostras e com isto, gerou-se 754 sequências. Os autores concluem que o sequenciamento da região do gene COI pode ser utilizado como uma sequência de Barcode. No futuro, espera-se colaborações de forma a montar um banco de dados contendo sequências que permitam identificar uma gama maior de espécies de peixes, com colaborações globais. É salientado também o fato de que espécies distintas podem ter sequência de COI idêntica ou com alta semelhança, o que sugere uma possível fusão entre espécies. Casos desta natureza exigirão a união de profissionais da área molecular e taxonômica, visando identificar e resolver este problema (WARD et al., 2005).

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

Dentro dos peixes que englobam o gênero Rhamdia, o maior problema está na controvérsia gerada pela identificação taxonômica destes. Atualmente, R. quelen é uma espécie utilizada para nomear pelo menos outras 47 espécies do mesmo gênero e há autores que afirmam, baseado na análise cromossômica, que há um conjunto de espécies englobadas dentro de apenas uma só (GARCIA et al., 2010). Inclusive, esta espécie é a única que está amplamente distribuída em praticamente todas as bacias hidrográficas brasileiras. Os autores também sugerem uma revisão taxonômica detalhada, concordando com GARCIA et al. (2010), no que diz respeito a um complexo de espécies aglomerado em uma única espécie (MARTINEZ et al., 2011). Observa-se que este problema de divergência taxonômica existe não só atualmente, mas também em 1988 e em anos anteriores, conforme relatado por HOCHBERG & ERDTMANN (1988). 
Conclusão
Até o momento, uma grande variedade de métodos vem sendo utilizada para a identificação de espécies de peixes. O Barcode, técnica universal de identificação genética de espécies, é uma delas e tem sido aplicada em todo o mundo, com pelo menos 10671 espécies analisadas (Fish-Bol - http://www.fishbol.org/ acessado em julho de 2014).
A identificação a nível molecular através da técnica de código de barras de DNA se mostra uma excelente opção para confirmar a sistemática clássica, principalmente em espécies de difícil identificação por meio da observação de características morfológicas. Padronizar estas técnicas auxilia na confiabilidade, além da diminuição de custos.

Observa-se também que há casos de sucesso em estudos envolvendo a técnica de Barcode, principalmente em casos de gêneros cuja taxonomia pode ser duvidosas, como em algumas espécies de peixes, destacando-se as do gênero Rhamdia. Paralelamente, esta técnica pode fornecer outras informações, como divergências genéticas entre espécies geograficamente distintas, revelando mecanismos de manutenção de populações.

Mesmo que o estudo do barcode em um gênero não revele dados capazes de discriminar as espécies, é interessante estudar a divergência genética destas, comparando-se sequências de espécies similares em bancos de dados, principalmente no que tange ao ambiente. Comparações de populações a partir de dados obtidos in silico e in vitro podem revelar mecanismos de especiação ainda desconhecidos, os quais podem ter contribuído para a adaptação das espécies nos mais diversos climas brasileiros.
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