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DNA barcodes de peixes marinhos da Europa: compilacao de uma biblioteca de

referéncia validada e investigacao de padrdes de divergéncia genética

RESuUMO

Nos ultimos anos foram publicadas varias bibliotecas de referéncia de ODNA barcodes com foco
regional para peixes marinhos europeus, mas ainda existe a auséncia de uma avaliacao global do
progresso da compilacdo de uma biblioteca de referéncia para a ictiofauna europeia. Neste estudo foi
reunida pela primeira vez uma biblioteca de referéncia abrangente e de grande escala para este grupo
de organismos, a partir de todos os DNA barcodes publicamente disponiveis, com o objetivo de examinar
e anotar a consisténcia e a confianca das amostras obtidas independentemente por varios estudos de
varias regides geograficas distintas.

Foi compilado neste estudo um numeroso dafaset compreendendo 4118 DNA barcodes de
espécies de peixe marinhos amostrados na Europa, que foram reunidos a partir de 18 projetos na base
de dados BOLD (Barcode of Life Data System), no total de 13 publicacdes e representando 358 espécies.
Foi gerado um relatério de discordancia de BINs (Barcode Index Number) para as sequéncias do dalaset,
de forma a atribuir unidades taxondmicas operacionais moleculares ao conjunto de sequéncias,
produzindo 366 BINs dos quais 213 foram concordantes (1 BIN = 1 espécies), 141 discordantes e 12
singlefons (1 BIN = 1 sequéncia). Inspecdo pormenorizada da composicdo de cada BIN revelou a
presenca de potenciais artificios (sindnimos, mas identificacdes), resultando num maximo de 73% de
identificacdes taxonomicas concordantes. Um numero consideravel de espécies com importancia
econodmica foram encontradas nas 14% das espécies com identificacdo ambigua. Quinze espécies
apresentaram distancia intraespecificas relativamente elevadas, atingindo 18,5% e foram atribuidas a 36
BINs (entre 2 a 4 BINs por espécie).

Este estudo demostrou que apenas cruzando dados de multiplas fontes, num processo de
compilacdo de uma biblioteca de referéncia de escala continental, foi possivel desvendar casos
pertinentes de incerteza taxondmica e diversidade especifica oculta que de outra forma permaneceria
despercebida. Os casos de profunda estrutura intraespecifica encontrados constituem informacao
significativa que precisa de ser anotada e considerada no monitoramento das espécies. O
aperfeicoamento do conhecimento da diversidade, o controlo de pescas ilegais e a autentificacdo dos

produtos pescados sao algumas das aplicacdes mais relevantes desta biblioteca de referéncia.

Palavras-Chave: Peixes, Europa, DNA barcodes
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DNA barcoding european marine fishes: assemble of a validated reference library and

research into genetic diversity patterns

ABSTRACT

Over the last few years, several comprehensive reference libraries of DNA barcodes for marine
fishes of Europe have been published with regional focus, but a global appraisal of the progress of the
compilation of a reference library for European marine ichthyofauna is still missing. Here was assemble
for the first time a large-scale comprehensive reference library for this ichthyofauna, based on all publicly
available DNA barcodes, with the aim to examine and annotate consistency and reliability of records
obtained independently from multiple regions and studies.

Was assembled here a large dataset comprising 4118 DNA barcodes from fish specimens
collected in Europe, which were mined from 18 BOLD projects in a total of 13 publications and
representing 358 species. A BIN (Barcode Index Number) Discordance Report was generated for the
BOLD dataset, producing 366 BINs of which 213 were concordant (1 BIN= 1 species), 141 discordant
and 12 were singletons (1 BIN = 1 sequence). Subsequent inspection of the BIN composition revealed
potential artifacts (i.e. synonyms, misidentifications), resulting in a maximum of 73% concordant species
IDs. A number of economically important species such as mackerel, salmonids and various sharks are
included in the 14% of species with ambiguous IDs. Sixteen species displayed comparatively high
intraspecific divergences, up to 18.5%, and were assigned to as much as 36 BINs (ranging from 2 to 4
BINs per species).

Here is shown that only by crossing data from multiple sources, in the process of assembling an
European-scale library, it was possible to unravel pertinent cases of taxonomic uncertainties and hidden
species diversity that otherwise would have remain unnoticed. The cases of deep within-species genetic
structure detected within the European region constitute biologically meaningful information that needs
to be annotated and considered in fish species monitoring. Improving the knowledge about the diversity,
illegal fisheries control and authentication of fish products are some of the most important applications

of this reference library.

Keywords: Fishes, Europe, DNA barcodes
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1. INTRODUCAO

1.1 Diversidade e relevancia da ictiofauna marinha europeia

O estudo da ictiofauna tem uma enorme importancia, seja ela pelos impactos econémicos ou
pela sua importancia na biodiversidade local e regional (Carneiro et al, 2014). Em 2000 a pesca
representava 15% da proteina animal consumida e é evidente a importancia social das pescas,
empregando cerca de 35 milhdes de pessoas e gerando globalmente 81 mil milhdes de ddélares
anualmente, sendo produtos de enorme importancia para a alimentacdo humana (FAO, 2002) Esse facto
¢ ainda mais evidente em paises costeiros como Portugal em que a industria emprega uma grande parte
da populacdo, chegando mesmo a ser, em 2011, o terceiro pais da Unido Europeia com mais empregos
no setor. Os recursos piscatorios fazem parte da dieta europeia e Portugal é o pais que mais produtos
das pescas e da aquacultura consumiu em 2010 (European Commission, 2014). Os peixes representam
cerca de 50% de todas as espécies de vertebrados e estima-se que existam descritas até ao momento
perto de 30 mil espécies, incluindo espécies marinhas e de agua doce. Sdo um grupo de organismos
muito diverso e é representado desde espécies ancestrais de peixes sem mandibula como a lampreia,
peixes cartilagineos como os tubardes e raias até peixes 6sseos como os salmonideos e o atum (Ward
et al., 2005). Apesar da abundancia enorme de espécies de peixes, a maioria da pesca é focada numa
percentagem reduzida das mesmas. Cerca de 75% do produto pescado globalmente consiste em 200
espécies, cerca de 1% da diversidade existente (Holmlund e Hammer, 1999). Para a Europa estéo
listadas entre 1220 (Nieto ef a/, 2015) e 1349 (Costello ef a/,, 2006) espécies de peixes marinhos,
sendo que 88% dessas espécies estdo presentes na Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) portuguesa, se
considerarmos a zona proposta de extensdo da plataforma continental. Portugal é deste modo um dos
paises da Unido Europeia mais ricos em ictiofauna, constituindo a costa portuguesa um importante ponto
de encontro e mistura de espécies provenientes diversas areas marinhas adjacentes. Considerando toda
a area ocupada pela ZEE portuguesa, com um total de 1.727.408 km?, que engloba a area continental
e dos arquipélagos da Madeira e dos Acores, Portugal € um dos paises com o0 maior numero de espécies
de peixes marinhos na Europa, sendo que o inventario mais recente lista 1058 espécies (Carneiro et al.,
2014), apesar da base de dados FishBase listar apenas 844 espécies para o conjunto destas areas
maritimas (Frose e Pauly, 2010). No espaco marinho europeu ¢ possivel identificar algumas areas
diferenciadas como o nordeste Atlantico, o Mar Mediterraneo, o Mar do Norte e o Mar Baltico. O Mar

Mediterraneo é particularmente importante no cenario europeu e representa 7% da ictiofauna marinha



global (Bianchi e Morri, 2000), sendo assim uma bacia de enorme importancia na ictiofauna marinha
europeia (Landi ef a/ 2014). As ligacdes com o oceano Atlantico pelo estreito de Gibraltar, ao oceano
indico pelo canal do Suez e com o Mar Negro fazem com que se caracterize por um espaco de
confluéncia de um nimero grande de espécies, incluindo espécies endémicas (Coll ef a/, 2010; Azzurro
et al, 2011). O Mar do Norte é caracterizado por uma fauna mais especifica, com um menor nimero
de espécies, quando comparado com as restantes bacias europeias (Knebelsberger et a/, 2014). No
entanto é responsavel por cerca de 5% da pesca global (MUMM, 2002).

Ao nivel da relevancia ecoldgica, os peixes sdo uma fonte de alimento essencial para os
predadores de topo e desempenham um papel importante na regulacdo das cadeias troficas (Costa ef
al, 2012). Este grupo de organismo tem uma substancial importancia na providéncia de servicos de
ecossistemas. Ndo sd proporciona servicos de regulacdo, como a regulacdo das cadeias troficas,
reciclagem de nutrientes e redistribuicdo de substratos como proporciona servicos culturais como a
producdo de alimento e servicos de informacdo na avaliacdo da pressdo e resiliéncia de um ecossistema
(Holmlund e Hammer, 1999).

O papel destas espécies de peixes nos seus ecossistemas, tanto a nivel das suas funcoes,
manutencdo ou recuperacdo sé pode ser abordado com a correta identificacdo dessa mesma
biodiversidade (Sutherland et a/, 2006). No entanto, até 2002 apenas 66% da totalidade do pescado
capturado a nivel mundial foi identificado corretamente até a espécie (Lleonart et a/, 2006). Estes
numeros sao facilmente explicados pela dificil identificacdo classica dos espécimes, principalmente
quando na presenca de caracteristicas morfolégicas de dificil identificacdo ou na auséncia de chaves
taxondmicas atualizadas (Kochzius et a/, 2010). De acordo com um relatério de Daan (2001), sobre um
programa de monitorizacédo intensiva de espécies no Mar do Norte, podem mesmo existir discrepancias
no numero de espécies identificadas quando a mesma ¢é feito por diferentes paises. Essa discrepancia
chegou mesmo a 30% e ¢é consequéncia da utilizacdo de chaves de identificacdo diferentes e na
dificuldade na identificacdo de espécies morfologicamente similares, bem como estados juvenis
(Knebelsberger et al, 2014). De mais dificil identificacao sdo também a presenca de espécies cripticas
e a identificacdo de ovos e larvas (Costa e Carvalho, 2007). Todos estes impedimentos taxondmicos
fazem com que as estatisticas do pescado possam ser falaciosas e que ndo traduzam a realidades dos
mananciais pesqueiros, que podem posteriormente levar a errada gestdo dos mesmos (Lleonart et af,
2006). A conservacado e a gestdo da pescas das espécies fica comprometida com a falta de rigor na
identificacao das mesmas, particularmente quando ndo existem ferramentas para testar quao rigorosa

sao essas identificacdes. A acumulacdo de erros de identificacdo nas estatisticas dos produtos pescados



ndo é assim identificavel e pode produzir estimacdes de abundancias e recrutamento erradas,

conduzindo a ineficaz gestdo e conservacao das espécies marinhas capturadas (Costa ef a/,, 2012).

1.2 DNA barcodes na identificacao taxonémica de espécies

As ferramentas moleculares para a identificacdo e delimitacdo de espécies tém vindo a ser
desenvolvidas e refinadas ao longo das ultimas décadas, e sdo especialmente Uteis quando a
identificacao tradicional por caracteristicas morfoldgicas é ineficaz, ou a capacidade de identificar um
grande numero de amostras torna a tarefa logisticamente impraticavel (Knebelsberger ef a/, 2014). O
DNA barcoding (Hebert et al, 2003a) é atualmente a metodologia molecular mais difundida e usada
para a identificacdo de espécies. Esta metodologia baseia-se na comparacao da sequéncia de ONA de
uma regido padronizada do genoma, para a identificacdo de espécies em grandes agrupamentos
taxondmicos (e.g. Animalia, Plantae, Fung). O DNA barcode padrao estabelecido para as espécies
animais localiza-se na extremidade 5’ da subunidade 1 do gene mitocondrial do citocromo ¢ oxidase
(COI) e tem um comprimento de 658 pares de bases (Hebert ef a/., 2003b). A identificacdo de espécies
animais a partir da sequéncia do DNA barcode é possivel porque a variacdo da mesma entre individuos
da mesma espécie & muito baixa quando comparada com a variacédo entre espécies. Desde 2003, o DNVA
barcoding é usado como marcador padrao para muitos grupos de organismos, especialmente espécies
animais (Ward e Holmes, 2007).

A partir do momento da criacdo da base de dados Barcode of Life Data System (BOLD,
Ratnasingham e Hebert, 2007) foi disponibilizada uma plataforma de acesso universal que permite a
identificacao rapida de espécimes a partir de sequéncias da regido padronizada do gene COI (doravante
referida como COI-5P). Esta plataforma permitiu também o desenvolvimento de uma comunidade
especializada na utilizacdo desta metodologia e fomentou o estabelecimento de padrdes de qualidade
dos dados depositados, permitindo assim uma melhor organizacao e correcdo da informacao
disponibilizada (Hanner, 2005). A biblioteca foi crescendo e melhorando ao longo dos anos e ja conta
com mais de 5 milhdes de sequéncias depositadas, num total de mais de 350 mil espécies formalmente

descritas (disponivel em http://www.boldsystems.org). Esta metodologia revela ser bastante util, uma

vez que nao so facilita a identificacdo, como permite também a identificacdo de espécimes nas varias
fases do ciclo de vida (e.g. ovos, larvas), ou de adultos mesmo a partir de fragmentos (Costa e Carvalho,
2007; Ward et al, 2009). A utilidade do DNA barcodes estende-se bastante além da facilitacdo da

identificacao de espécies, de forma mais rapida e rigorosa, consistindo também numa abordagem ao
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estudo dos organismos que complementa e auxilia a taxonomia, a filogenia molecular e a genética de
populacdes (Hajibabaei et a/, 2007). A importancia para a catalogacdo da biodiversidade ¢ inegavel,
mas talvez mais importante que isso sera a relevancia na elucidacao desse catalogo. Um grande entrave
para a catalogacdo da biodiversidade é a clarificacdo da taxonomia, o que torna dificil a correta
identificacao e delimitacdo das espécies. A base de dados BOLD usa ja ferramentas para combater estas
dificuldades. A criacdo de uma taxonomia integrativa, aproximando a taxonomia e a filogenia, para a
criacdo de um codigo identificativo para cada espécie ¢ o grande objetivo. A delimitacdo de unidades
taxondmicas operacionais a partir da analise de dados moleculares é pratica corrente (Ratnasingham e
Hebert, 2013). Estas abordagens permitem, por exemplo, sinalizar casos de potenciais espécies cripticas
e de complexos de espécies. Além da identificacdo padronizada, simples e universal, 0 DNA barcode
possibilita também a identificacdo de espécies cripticas, a clarificacdo de ambiguidades taxonémicas e
a identificacdo de material histérico presente em museus (Costa e Carvalho, 2007). O poder
discriminatorio dos DNA barcodes é normalmente elevado. Estudos anteriores com peixes marinhos
mostram que o baixo nivel de variacao intraespecifica permite a correta identificacdo de mais de 98%
das espécies estudadas (Ward et a/, 2005; Costa ef a/, 2012; Landi et a/, 2014). Casos particulares
de espécies com elevadas divergéncias intraespecificas podem ser evidéncia da presenca de diversidade
criptica, que se pode expressar no aumento das espécies conhecidas, bem como a diferenciacdo das
populacdes de uma determinada espécies (Knebelsberger et al, 2014).

Todos os genomas retém caracteristicas ancestrais e mostram uma historia evolutiva da espécie.
No entanto a sequenciacao do genoma completo de todas as espécies pode nao ser a melhor abordagem
para pesquisar padrdes de evolucdo molecular, seja pela quantidade de informacao que é gerada e ndo
consegue ser analisada, seja pela redundancia de algumas partes do genoma. A utilizacao de DNA
barcodes para a investigacao de padrdes de divergéncia molecular tem como vantagens o grande alcance
a nivel de espécies e a facilidade de sequenciacdo. Alguns estudos ja investigaram padroes de divergéncia
molecular recorrendo a DNA barcodes (Kerr et al., 2009; McDevit e Saunders, 2010). No entanto existem
alguns grupos taxondmicos onde as taxas de substituicdo nucleotidica do gene COIl sdo muito baixas
(Cardenas et al, 2005) ou muito altas (Johnson et a/., 2003), comprometendo o sucesso da analise dos
DNA barcodes. As aplicacoes do DNA barcoding nao passam apenas pela identificacdo das espécies.
Esse é apenas o primeiro passo para a integracdo desta metodologia em estudos ecologicos. A gestdo
dos quotas de pescas, pela delimitacao do manancial das espécies/populacdes e pelo acompanhamento

do recrutamento através da analise de ovos e larvas, e a fiscalizacdo de capturas ilegais e a analise de



dietas sdo algumas das aplicacdes das bibliotecas de referéncia de DNA barcodes (Cardenas et al, 2005;

Costa et al,, 2012; Keskin e Atar, 2013).

1.3 Campanha FISH-BOL

Integrada na iniciativa BOLI (Barcode of Life Initiative), a Fish Barcode of Life — FISH-BOL

(http://www.fishbol.org) é a campanha criada em 2005 para a criacdo de uma biblioteca de referéncia

de DNA barcodes para todos os peixes. Até a data foram realizadas sequéncias de 11050 (Setembro de
2015) espécies de peixes. Outro dado interessante sdo os 2384 clusters de DNA barcodes sem
identificacao, que podem incluir espécies nao descritas. Estas 11 mil espécies de peixes representam
apenas 34% das espécies descritas até ao momento. O progresso das diferentes classes de peixes é
diferente e é notdrio que o esforco de amostragem incide mais na classe mais abundante (Actinopterygii)

que contem mais de 90% as espécies com DNA barcodes (Tabela 1).

Tabela 1 - Progresso do DNA barcode nas diversas classes de peixes (dados retirados de
http://www.fishbol.org)

Classe Barcoded Espécies Progresso
Actinopterygii 10329 30904 33%
Cephalaspidomorphi 31 43 72%
Elasmobranchii 638 1178 54%
Holocephali 33 50 66%
Myxini 17 74 23%
Sarcopterygii 2 8 25%
Total 11050 32257 34%

Mais do que catalogar e acompanhar o progresso das espécies com DNA barcodes, a FISH-BOL
tem como objetivo e responsabilidade a organizacao dos esforcos de varios grupos regionais, permitindo
a partilha global da informacédo (Ward ef a/,, 2009). O nimero de publicacées de DNA barcoding em
peixes tem vindo a aumentar, muito devido ao poder discriminatério do mesmo na identificacdo de
espécies, como demonstrado em muitos estudos realizados em varias partes do globo (Ward et a/., 2005;

Costa et al., 2012; Keskin e Atar, 2013; Landi et al., 2014; Knebelsberger et al., 2014).


http://www.fishbol.org/
http://www.fishbol.org/
http://www.fishbol.org/progress_reports.php?region=1&lvl=genus&type=Actinopterygii
http://www.fishbol.org/progress_reports.php?region=1&lvl=genus&type=Cephalaspidomorphi
http://www.fishbol.org/progress_reports.php?region=1&lvl=genus&type=Elasmobranchii
http://www.fishbol.org/progress_reports.php?region=1&lvl=genus&type=Holocephali
http://www.fishbol.org/progress_reports.php?region=1&lvl=genus&type=Myxini
http://www.fishbol.org/progress_reports.php?region=1&lvl=genus&type=Sarcopterygii

1.4 Motivacao e pertinéncia do estudo

Ao longo dos ultimos 5 anos foi publicado um numero consideravel de estudos envolvendo a
utilizacao de DNA barcodes em peixes marinhos europeus. Pela sua abordagem, estes estudos poderdo
ser divididos em dois tipos: uns de ambito mais regional e sem especificidade taxondmica, como séo
exemplos o estudo realizado no Mar do Norte (Knebelsberger et a/,, 2014), no Mar Mediterraneo (Landi
et al., 2014; Keskin and Atar, 2013) e na costa Portuguesa (Costa et a/, 2012). O outro tipo de estudo
tem um ambito mais taxondémico, focando-se apenas numa familia ou género, ou até mesmo numa
espécie apenas. Foram também realizados varios estudos deste segundo tipo na Europa, como sao
exemplos o trabalho realizado sobre tubardes de aguas profundas (Moura ef a/., 2008), sobre gobios
(Knebelsberger and Thiel, 2014) ou raias (Lynghammar et al., 2014; Serra-Pereira et al., 2011). Contudo,
apesar do numero consideravel de estudos efetuados nos ultimos 5 anos, em nenhum deles é realizada
uma sintese global dos dados gerados, nomeadamente envolvendo a compilacao e anotacao de uma
biblioteca de referéncia de DNA barcodes de peixes marinhos a nivel europeu. Deste modo é da maior
pertinéncia coligir e confrontar a informacao dispersa em multiplos estudos, por forma a iniciar a
construcdo de uma biblioteca de referéncia de larga escala para peixes marinhos europeus, a partir de
todos os codigos de barras de DNVA publicamente disponiveis para a regido. O objetivo é analisar e anotar
a consisténcia e fiabilidade de DNA barcodes obtidos de forma independente por varios grupos de
investigacdo. Apesar da distancia geografica entre os espécimes desta ampla amostragem, resultados
de estudos anteriores mostram a capacidade do DNA barcode para o diagnostico de espécies de peixes
marinhos, independentemente da distancia geografica (Ward et a/, 2008; Zemlak et al., 2009).

Devido & automacao das analises das sequéncias nas bases de dados publicas como a BOLD e o
GenBank, estas estdo sujeitas a erros intrinsecos a alguma falha na cadeia de processamento dos DNA
barcodes (Knebelsberger et al, 2014). Estes erros podem ocorrer em qualquer etapa da metodologia,
desde o pré ao pods barcoding. No pré barcoding a fonte da falha é a identificacdo morfoldgica do
espécime e pela falta de dados associados ao mesmo. Na fase laboratorial do barcodinga contaminacao
e a incorreta etiquetagem de amostras podem ser a causa de falhas na metodologia. No pds barcoding
0s erros passam pela ndo verificacdo das sequéncias. E impreterivel que sejam criadas medidas de
controlo da metodologia para todas estas etapas. Para o pré barcoding passa por assegurar que as
amostras sao identificadas por taxonomistas certificados e que os dados requeridos pelo Barcode Data
Standards (Hanner, 2005) sao seguidos. O controlo das condicOes laboratoriais & essencial para uma
maior confianca do resultado das amostras. No pds barcoding as ferramentas de anotacéo e validacdo

das bibliotecas sao entao a chave para a garantia e manutencao da qualidade das mesmas. Um exemplo



¢ o sistema de classificacdo proposto por Costa e colaboradores (Costa et a/,, 2012), que tem como
objetivo atribuir categorias de fiabilidade taxondmica aos DNA barcodes. Estas ferramentas aliadas as
analises automatizadas garantem a qualidade da biblioteca, servindo o propésito do utilizador final da
biblioteca, seja ele especialista ou ndo. Desta forma o utilizador tem uma indicacdo do grau de fiabilidade
da sua identificacdo, podendo usar a biblioteca com mais confianca (Knebelsberger ef a/,, 2014). Tal
biblioteca representa assim um recurso valido e robusto para a identificacdo de sequéncias
desconhecidas (Costa ef al, 2012). As suas aplicacdes vao além da identificacao de espécimes nos seus
diferentes estados de vida ou mesmo de partes de organismos. Uma biblioteca de referéncia de DNA
barcodes constitui um suporte para as mais diversas aplicacdes como a autentificacdo de produtos
piscatorios (Hanner ef al, 2011), desde peixe fresco, produtos enlatados, e mesmo peixe ja confecionado
(Carvalho et al., 2015). A biosseguranca e a detecdo do uso ilegal de espécies protegidas pode ser
também uma das aplicacdes (Armstrong e Ball, 2005; Rasmussen e Morrissey, 2008). O controlo e a
gestdo das pescas ¢ uma das aplicacdes mais importantes da biblioteca em questao (Costa e Carvalho,
2007). Tendo em conta o contexto integrado europeu, esta biblioteca pode ser importante no que toca a
delimitacdo e gestdo dos mananciais pesqueiros, principalmente pelo facto de muitos destes serem
partilhados pelos estados membros (Landi ef a/,, 2014). A analise destes dados com alcance geografico
tdo amplo pode revelar padrdes de divergéncia e distribuicado entre espécies ou mesmo dentro das
mesmas, dando suporte para a clarificacdo de taxonomia, elucidar fatores de impacto demograficos e
até mesmo identificar padrdes de resposta a impactos antropogénicos (Knebelsberger et al,, 2014; Landi
et al, 2014). As bibliotecas de referéncia de DNA barcodes, devidamente anotadas e validadas, sdo
essenciais para que seja possivel a identificacdo rigorosa de espécimes através desta metodologia (Costa

etal, 2012).

1.5 Objetivos

Os objetivos desta tese passam pela compilacdo e anotacdo de uma biblioteca de referéncia de DNA

barcodes para peixes marinhos europeus, bem como a analise da mesma:

o Compilacao e anotacdo de uma biblioteca de referéncia de DNA barcodes para peixes marinhos
da Europa, a partir das amostras analisadas pelo grupo de investigacado e de sequéncias
disponiveis em bases de dados publicas.

e Examinar e anotar a congruéncia entre as identificacdes baseadas na morfologia e a as unidades

taxondmicas operacionais de raiz molecular (“ molecular operational taxonomic units' - MOTUSs)



apos analise de sequéncias de DNA barcodes obtidas independentemente de multiplas regides
e estudos.

Categorizar a fiabilidade taxonémica dos registos da biblioteca de referéncia de forma a fornecer
uma indicacao do grau de confianca das identificacdes aos utilizadores.

Comparacao dos padrdes de divergéncia molecular a diferentes niveis da hierarquia taxondmica,

entre grupos taxonémicos (ex: género, familia, ordem) e entre ictiofaunas de diferentes regides.



2. METODOLOGIA

2.1 Compilacao das sequéncias de COI-5P

O primeiro passo para a compilacao desta biblioteca foi a criacdo de um dataset (DS-EUROFISH)
na base de dados BOLD. Esta ferramenta permite a compilacao de registos de espécimes, e respetivas
sequéncias, de varios projetos num so local, permitindo subsequentes analises filogenéticas, de
distribuicao, composicdo e qualidade sem movimentar efetivamente os registos. Foram prontamente
adicionadas as sequéncias previamente geradas pelo grupo de investigacado, de projetos que englobavam
amostras do Atlantico (Portugal, Reino Unido) e do Mar Mediterraneo. Ainda numa primeira fase foram
adicionadas as sequéncias provenientes de projetos de um grupo de investigacao alemao que colaborou
em estudos anteriores, sendo essas amostras provenientes do Mar do Norte e do Mar Baltico. O passo
seguinte foi a procura, na base dados BOLD, de projetos que focassem o seu estudo em peixes marinhos
na Europa. Esta procura foi realizada em duas etapas: primeiramente a procura foi focada em estudos
de caracter geografico, onde a amostragem nao fosse limitada a nivel taxonémico. De seguida a procura
foi alargada a qualquer estudo que continha DNA barcodes de peixes marinhos europeus e que fossem
de acesso livre. O ultimo passo foi a adicdo de sequéncias de peixes marinhos europeus presentes no
GenBank gue estavam associados a publicacdes

A compilacdo de um numero consideravel de amostras sem qualquer tipo de filtragem poderia
levar a introducdo de dados que carecessem de qualidade. Por esse facto o proximo passo foi a validacdo
dos DNA barcodes. Para isso foram seguidos os critérios de qualidade sugeridos para sequéncias de COI

(adaptado de Hanner, 2005):

Critérios obrigatorios:

a) Incluir um nome de espécie documentado;

b) Incluir o pais de origem;

c) Incluir pelo menos 500 pares de bases contiguos e ndo ambiguos de sequenciacao bidirecional;
d) Nao incluir mais que 1% de caracteres ambiguos na sequéncia;

e) Incluir o nome da regido genémica usada;

Critérios recomendados:



f) Incluir dados associados aos espécimes, registo fotografico, localizacdo GPS, identificador da
amostra e detalhes sobre o ciclo de vida do organismo;
g) Incluir frace files submetidos ao NCBI 7race Archive ou ao Ensembl Trace Server,

h) Incluir sequéncias dos primers, forward e reverse, ou cocktal/ de primers usados.

Estes critérios foram aplicados a todas as sequéncias compiladas e as que nao satisfizeram os mesmos

foram eliminadas.

2.2 Analise das discordancias entre as unidades taxonémicas operacionais

moleculares (MOTUs) e a morfologia na identificacao das espécies

Para a atribuicdo de unidades taxonédmicas operacionais moleculares (MOTUs) as amostras foi
utilizado o “ Barcode Index Number' (BIN), que é o sistema integrado na base de dados BOLD que agrupa
sequéncias usando um algoritmo com base nas distancias genéticas entre as mesmas. Cada BIN ¢
Unico, corresponde a uma MOTU, contem sequéncias geneticamente idénticas, é registado e recebe uma
pagina na base de dados BOLD (Figura 1). Esta pagina contem informacéo molecular e taxondmica, bem
como dados como os registos fotograficos e localizacdo geografica das amostras (Ratnasingham e
Hebert, 2013). Foi gerado um relatorio de discordancia BIN disponivel na base de dados BOLD para o
conjunto de sequéncias presentes na DS-EUROFISH. O relatorio utiliza o algoritmo para separar as
sequéncias em BINs e de seguida classifica cada BIN em concordante se o mesmo conter apenas
sequéncias da mesma espécie (1 BIN = 1 espécie), discordante se forem atribuidas sequéncias de mais

que uma espécie a um mesmo BIN ou singleton se um BIN for constituido por apenas uma sequéncia.
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Figura 1 — Exemplo de pagina de um BIN (disponivel em http://www.boldsystems.org/)

2.3 Atribuicao de classificacao de fiabilidade taxonémica aos DNA barcodes

A fim de examinar a fiabilidade taxonomica das amostras foi atribuido a cada espécie uma
categoria de A (maior concordancia) a E (menor concordancia), consoante o nivel de confianca na
identificacao (Costa ef a/, 2012). As classificacdes sao atribuidas com base na concordancia das
identificacOes obtidas e na quantidade e qualidade de informacéao existente na base de dados. O sistema
de anotacdes ¢é essencial para a criacdo de bibliotecas de referéncia de DNA barcodes (Costa et al.,
2012; Knebelsberger et al., 2014). As categorias atribuidas sao as seguintes (adaptado de Costa et a/.,
2012):

Categoria A — Concordancia externa: Correspondéncia de BIN inequivoca, com amostras de outros
projetos e sequéncias publicadas.

Categoria B — Concordancia interna: Concordancia de BIN com os dados do proprio projeto quando
estao disponiveis, pelo menos, trés espécimes. Sem sequéncias correspondentes na base de dados
BOLD.

Categoria C - Concordancia subdtima (possivel estrutura genética da espécie): pelo menos trés
espécimes da mesma morfoespécie disponiveis mas as mesmas dividem-se em mais que um BIN
vizinho.

Categoria D - Dados insuficientes: baixo numero de espécimes analisados (um ou dois individuos

e sem correspondéncia na base de dados BOLD.
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Categoria E - Correspondéncia discordante: sequéncias de uma determinada espécie nao
correspondem ao BIN ou BINs para essa mesma espécies na base de dados BOLD. Esses espécimes

podem ter correspondéncia com um BIN de outra espécie ou em um BIN nao vizinho.

Esta classificacdo consistiu na analise detalhada de cada BIN gerado no ponto anterior. Primeiro
foram separados os BINs com resultado concordante do discordante. Pela sua natureza concordante,
cada um desses BINs corresponde a uma espécie. Foram entdo separadas essas espécies em duas
categorias (A e B) dependendo da disponibilidade ou ndo de amostras de estudos independentes. De
seguida as espécies que estavam presentes em mais que um BIN concordante foram classificadas com
a categoria “C". Todas aquelas espécies com poucas amostras (menos de 3 sequéncias) e em que nao
existia mais quaisquer dados na base de dados BOLD foram classificadas como “D”. O segundo passo
foi analisar os BINs discordantes, em que ja ndo existe uma correspondéncia BIN — espécie. O passo
seguinte foi verificar quais as espécies que estavam em cada BIN e atribuir, ainda que temporariamente,
a categoria “E”. Foi apenas atribuido temporariamente porque cada BIN foi um caso especifico. Por
causa da forma como a analise automatica é feita um BIN pode ser discordante mas a fiabilidade da
identificacao da espécie nao fica comprometida. Isto acontece porque por vezes algum passo da barcode
pipeline de uma amostra tem um falha. Este falha pode ser a simples troca de etiquetas entre amostras
de extratos de DNVA no laboratdrio até a incorreta identificacdo do voucher. Foram também encontrados
nomes invalidos e/ou sindnimos nas identificacdes taxondmicas de algumas amostras, fazendo com que
0 BIN contivesse mais do que um nome de espécie, tornando o BIN discordante quando na realidade ele
era concordante. Noutros casos o préprio algoritmo foi incapaz de resolver a fronteira entre as espécies.
Este ultimo caso mais incomum ocorreu quando dentro de um BIN ocorriam mais do que uma espécies
(normalmente do mesmo género) mas a correta identificacdo das espécies nao era afetada. A todas
estas espécies que estavam nestes BINs com algum tipo de artefacto foram atribuidas as categorias
mais elevadas (A, B ou C) dependendo dos critérios anteriores. A todos as outras espécies foi atribuido,

agora definitivamente a categoria “E”.
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2.4 Tratamento e analise de dados

Depois de compilada e anotada, a biblioteca de referéncia foi submetida a algumas analises
disponiveis na base de dados BOLD. Essas analises incluem um sumario das distancias genéticas,
analise da composicdo nucleotidica e a analise do barcoding gap. As distancias genéticas intraespecifica,
congenérica e confamiliar foram calculadas usando o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura de
dois parametros (K2P) (Kimura, 1980). A analise de composicao nucleotidica calcula a percentagem de
cada nucledtido e pares de nucledtidos de todas as sequéncias, bem como as diferentes percentagens
dos mesmos nas trés posicdes de um codao. A opcao para a analise do barcoding gap compara as
distancias genéticas intraespecificas e congenéricas na procura de uma clara separacdo das mesmas
num mesmo eixo. Os resultados foram de seguida descarregados, analisados e editados.

Posteriormente foi também efetuada uma arvore filogenética, uma inferéncia bayesiana e uma
analise ao contetdo em GC. Para essas analises fora da base de dados BOLD foram descarregadas as
sequéncias da biblioteca de referéncia e prontamente alinhadas no programa MAFFT, versdo 7 (Katoh e
Standley, 2013) com a opcado da escolha automatica de algoritmo. O programa faz a escolha do algoritmo
tendo em conta o nimero e a dimensao das sequéncias, tal como a similaridade das mesmas em
tamanho. Esse alinhamento foi entdo cuidadosamente verificado e traduzido em aminoécidos no
programa MEGA, versdo 6 (Tamura ef a/,, 2013) para detetar a possivel presenca de insercdes, delecdes
ou coddes stop. Este alinhamento foi usado entdo para as analises posteriores. A arvore filogenética foi
construida no programa MEGA, versdo 6 (Tamura et a/,, 2013), utilizando o algoritmo Neighbour-Joining
(NJ) (Saitou e Nei, 1987) e o teste bootstrap (Felsenstein, 1985) baseado em 500 replicacdes para
determinacdo do grau de suporte dos nos. A inferéncia bayesiana para a estimacéo da filogenia foi
calculada no programa MrBayes, versdo 3.2 (Ronquist ef a/., 2012) utilizando o modelo de substituicao
nucleotidica GTR+I+G, previamente calculado no programa IQ-TREE, versao 1.3.0 (Nguyen et al., 2014).
As configuracdes usadas para o calculo da inferéncia foram as aconselhadas para alinhamentos com
este tipo de substituicdo nucleotidica, segundo o manual do proprio programa (disponivel em

http://mrbayes.sourceforge.net/mb3.2_manual.pdf). A inferéncia usa simulacdes Monte Carlo via

cadeias de Markov para a aproximacdo das probabilidades posteriores das arvores (Hastings, 1970;
Metropolis et al, 1953) de forma a estimar a filogenia (Yang e Rannala, 1997). As arvores geradas
anteriormente foram manipuladas no programa Archaeopteryx, versdo 0.9901 (disponivel em

https://sites.google.com/site/cmzmasek/home/software/archaeopteryx) O contetdo em GC (Guanina

- Citosina) foi calculado na aplicacao geecee do pacote de aplicacées EMBOSS (Rice ef a/, 2000) A

aplicacao calcula a percentagem de GC presenta em cada uma das sequéncias, sem ter em conta a
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posicdo do nucledtido no codado. Apesar da semelhanca com a andlise de composicdo nucleotidica
presente na BOLD, esta permite saber exatamente a percentagem de GC de cada uma das sequéncias,
enquanto a anterior apresenta apenas valores médios. Com esta informacao o passo seguinte foi separar
0s resultados por classes e respetivas ordens e comparar as mesmas, na busca de padrdes que associem
espécies com resultados extremos (baixo e alto contetido em GC) e a sua taxa de substituicdo nucleotidica
no gene estudado.

Foi contruido também um mapa representativo da distribuicdo geografica das amostras da
biblioteca de referéncia. Aqui foi utilizado o programa QGIS, versao 2.10 (QGIS Development Team,

2015) tirando partido da informacao GPS (global positioning system) das amostras da biblioteca.
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3. RESULTADOS

3.1 Biblioteca de referéncia

Os numeros da biblioteca compilada sdo os seguintes: 4118 DNA barcodes distribuidos por 358
espécies de 34 ordens. Os DNA barcodes estao repartidos em 18 projetos na base de dados BOLD e
perfazendo um total de 13 publicacdes (Tabela 2). Quatro das publicacdes aqui compiladas sé
apresentavam sequéncias na base de dados GenBank e ndo tinham qualquer projeto associado a base

de dados BOLD (Moura et al., 2008; Straube et al, 2010; Serra-Pereira et al,, 2011;Ardura et al., 2013).

Tabela 2 — Publicagées com sequéncias piiblicas utilizadas na DS-EUROFISH, bem como o seu codigo da base
de dados BOLD, a regiao e o niimero de sequéncias

Codigo do projeto Publicacao Regiao Sequéncias
BNSFI
FCFUK Knebelsberger ef al. (2014) Mar do Norte 855
FCFBI
FCFP
FCFPI
Costa et al. (2012) Costa portuguesa 624
FCFPS
FCFPW
MLFP
FCEMT Landi ef al. (2014) Mar Mediterraneo 573
CSFOM
NEAS Lynghammar et a/. (2014) Atlantico Nordeste 80
DNATR Keskin and Atar (2013) Mar Mediterraneo (Turquia) 1663
BGNBS Knebelsberger and Thiel (2014) Mar Baltico 73
MLFPZ Martins et al. (2012) Costa portuguesa 5
EFBC Luchetti ef a/. (2011) Atlantico Nordeste 8
DSNSF Ward et al. (2008) Atlantico Norte 40
MOURA Moura et al. (2008) Atlantico Nordeste 15
STRAUBE Straube et al. (2010) Atlantico Norte 59
SERRA.P Serra-Pereira et al. (2011) Atlantico Nordeste 47
ARDURA Ardura et al. (2013) Mar Mediterraneo 33
MLFPI Neste estudo Costa portuguesa 27
FCFBS Neste estudo Mar Baltico 16
TOTAL 4118

A distribuicao geografica das amostras (Figura 2) revela que a maioria dos espécimes foram

obtidos ao longo das costas dos paises europeus, nas principais massas de agua como o Mar do Norte,
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Oceano Atlantico, Mar Mediterraneo e Mar Baltico. Algumas amostras ndo continham informacéo GPS,

nao constando no mapa de distribuicao.

Ne000'SL

N2000'09

No000'St

15.000°W 0.000° 15.000°E 30.000°E 45.000°E

Figura 2 — Distribuicao geografica das amostras da biblioteca de referéncia que dispunham de coordenas
GPS (WGS84)

A DS-EUROFISH representa 3 classes de peixes, sendo que mais de % das espécies pertencem a
classe Actinopterygii (peixes 6sseos), seguido da classe Elasmobranchii (peixes cartilagineos) e por ultimo
a classe Holocephali, um grupo particular de peixes cartilaginosos, com apenas duas espécies (Figura
3). A distribuicao das amostras seguiu 0 mesmo padrao e a 0s peixes 0sseos sao representados por

mais de 3 mil sequéncias, sendo as restantes maioritariamente da classe Elasmobranchii.
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Holocephali

Elasmobranchii - 2 espécies
82 espécies 1 ordem
8 ordens

Actinopterygii
274 espécies
25 ordens

Figura 3 — Representacao grafica da distribuicao taxonémica dos espécimes da biblioteca de referéncia

3.2 Alocacao de espécimes em BINs

O relatorio mostrou que as sequéncias das 345 espécies (13 nao estavam presentes na base de
dados BOLD) se agruparam em 366 BINS, dos quais 213 foram concordantes (1 BIN = 1 espécie), 141
discordantes (1 BIN = mais que 1 espécie) e 12 singlefons (1 BIN = 1 sequéncia). Inspecéo posterior da
composicao de cada BIN revelou potenciais artefactos como, por exemplo, sindnimos, erros de
identificacao e em alguns casos a incapacidade do algoritmo para resolver os limites das espécies. A
tabela 3 mostra a comparacao entre o resultado do relatério de discordancia de BINs e o resultado da
classificacao de fiabilidade da biblioteca ja anotada. Assumindo que na melhor hipétese possivel um BIN
corresponde a uma espécie, podemos ver o decréscimo de espécies com identificacdo discordante e o

aumento das espécies com DNA barcodes de melhor fiabilidade taxonomica.

Tabela 3 - Comparacéo da concordancia taxonémica entre BINs sem revisao e apos revisao

Método Concordante Discordante Singleton
BINs sem revisao 58% 39% 3%
Apds revisao 82% 14% 4%
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3.3 Classificacao de fiabilidade taxonémica aos DNA barcodes

A classificacao das espécies pela sua fiabilidade taxonomica mostrou que 82% das espécies pode
ser identificada com confianca a partir de DNA barcodes. Este nimero engloba todas as espécies que
ficaram alocadas num BIN concordante e que do ponto de visto do utilizador final oferece uma
identificacdo sem ambiguidade. Essa percentagem corresponde a 281 espécies, sendo que 26 delas
foram alocadas em BINs com sequéncias de um sé estudo e 15 delas foram alocadas em dois ou mais
BINs mas os mesmos sao concordantes. Estas 15 Ultimas espécies apresentam entdo uma separacdo
dos espécimes em mais que um BIN. Essa diferenciacdo esteve na maior parte dos casos associada a
sua localizacdo geografica. Das espécies analisadas, 13 delas apresentaram baixa quantidade de
sequéncias (menos de 3 amostras). Encontram-se ainda 51 espécies com ambiguidade taxonédmica na
biblioteca de referéncia. Todas essas espécies foram alocadas em BINs discordantes, que continham
amostras de mais do que uma espécie. Em todos esses casos o BIN era partilhado por amostras de
mais de que uma espécie mas todas do mesmo género. A tabela 4 discrimina a frequéncia de cada

categoria bem como numero de espécies que representa.

Tabela 4 - Atribuicao de categorias as sequéncias das 345 espécies de peixes marinhos europeus

Categoria Frequéncia N (Espécies)
A 69% 239
B 8% 26
C 5% 16
D 4% 13
E 14% 51
100% 345

3.4 Analise das distancias genéticas

A distancia média intraespecifica foi de 0,68%, com a distancia minima de 0% a distancia maxima
de 19,10%, registada na espécie Sporpaena notata. A distancia congenérica mais baixa foi de 0,39%,
registada no género Alosa (entre as espécies Alosa alosa e Alosa fallax) e a maxima de 23,80% entre as
espécies M. boscanion e M. ocellatus do género Microchirus. A distancia maxima confamiliar é de
31,28%, que corresponde a familia Macrouridae. A familia Triglidae foi a que registou uma divergéncia

confamiliar menor, apenas de 2,97% (Tabela 5).
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Tabela 5 — Divergéncias médias, minimas e maximas intraespecifica, congenérica e confamiliar de peixes
marinhos europeus, calculadas segundo o modelo K2P.

Tipo de
divergéncia
Intraespecifica
Congeneérica

Confamiliar

N° de comparacoes

42634
28615
174810

Distancia Minima

0%
0,39%
2,97%

Valor médio Disfé.n cia
Maxima
0,68% 19,10%
8,88% 23,80%
16,51% 31,28%

3.5 Casos de distancia intraespecifica comparativamente elevada

A analise das espécies que foram anteriormente classificadas como sendo da categoria C (16

espécies) mostra que a distancia entre diferentes BINs é sempre superior a 2%. Nestas espécies figuram

algumas comercialmente importantes como o robalo, o peixe-agulha, o sargo, o linguado e duas espécies

de solha. Na maior parte dos casos as espécies foram divididas em dois BINs, separando as sequéncias

de acordo com a sua origem geografica. A espécie Eifmopterus annularis nao estava presente na base

de dados BOLD e a mesma nao consta na tabela 6.

Tabela 6 - Lista de espécies com distancias intraespecificas elevadas (excepto Etmopterus annularis) e que
foram alocadas em mais que um BIN.

Espécies

Belone belone
Chaunax pictus
Dicentrarchus labrax

Diplodus annularis
Lepidorhombus
whiffiagonis
Microchirus ocellatus

Molva molva
Pegusa lascaris
Sarda sarda
Scorpaena notata

Scorpaena scrofa

Spicara maena
Sponadyliosoma
cantharus

Zeus faber

14 Espécies

Nome comum

Peixe-agulha
Sapo-mole
Robalo

Sargo-alcorraz

Solha da fundura

Solha linguado

Maruca
Linguado-da-areia
Sarrajao
Rascasso-escorpiao

Rascasso-vermelho
Trombeiro-choupa

Choupa

Peixe Galo

Distancia entre
BINs (K2P)

1,3-4,3%
8,0%
6,0%

1,9 - 5%

2,6%

3,4%

9,8%
14,7%
2,0%
18,5%

1,1-6,3%
7,4%
3,6%

6,8%

Regido (n° de BINs)

Atlantico (2) Mediterraneo oriental (2)
Atlantico (2)
Atlantico (1) Mediterraneo oriental (1)

Atlantico (1), Mediterraneo ocidental e
Mediterraneo oriental (1), Mediterraneo oriental
(1)

Atlantico (1) Mar do Norte (1)

Mediterraneo ocidental (1) Mediterraneo oriental
(1)

Atlantico (1) Mar do Norte (1)

Atlantico (2)

Atlantico (1) Mediterraneo oriental (1)

Atlantico e Mediterraneo ocidental (2)

Mediterraneo ocidental (2) Mediterraneo oriental
(2)
Atlantico (1) Mediterraneo ocidental (1)

Atlantico (1) Mediterraneo oriental (1)

Atlantico e Mar do Norte (1) Mediterraneo
oriental (1)
34 BINS
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Estas espécies foram alocadas em 38 BINs (incluindo Cenftroscyllium fabricii € Etmopterus
annularis). Das 14 espécies analisadas, 8 foram alocadas em BINs de regides geograficas diferentes
com maior prevaléncia na diferenca entre o Atlantico e o Mediterraneo oriental (4 espécies), seguida da
diferenca entre o Atlantico e o Mar do Norte (2 espécies) e entre o Mediterraneo ocidental e oriental (2
espécies). Trés das espécies foram divididas em 2 BINs da mesma regido, todas elas do Atlantico. As
restantes espécies foram divididas em um ou mais BINs geograficamente heterogéneos.

A espécie Belone belone é dividida em quatro BINs. Na arvore filogenética (Figura 4) é possivel
verificar a separacdo mais evidente das amostras de Turquia do restante das amostras e de seguida a
diferenciacdo das amostras do Mar do Norte e da costa portuguesa. As amostras da Turquia foram de
facto divididas em dois BINs com distancia entre os mesmos de 1,28% (K2P). As sequéncias do Mar do
Norte e uma da costa sul de Portugal agruparam num BIN e a outra amostra da costa portuguesa ficou
alocada num BIN com apenas a sua sequéncia. A distancia entre estes dois BINs é de 2,25% e a distancia
maxima dentro desta espécie é de 4,3%. O robalo (Dicentrarchus labrax) apresenta dois grupos bem
definidos na arvore filogenética (Figura 4). Esses dois grupos correspondem aos dois BINs atribuidos a
espécie e a distancia entre os dois é de 6% (K2P) em média e a distancia dentro destes ndo ultrapassa
de 0,5% (K2P). Cada BIN esta associado a uma regido geografica distinta, ocorrendo a separacdo das
amostras da Turquia e as do Reino Unido. As amostras de sargo-acorraz (Diplodus annularis) foram
alocadas em 4 BINs (Figura 4). Neste caso a separacdo ndo seguiu uma logica geografica. A distancia
maxima entre sequéncias desta espécie é de 6,6% (K2P) entre o BIN com amostras de Sicilia e Turquia
e 0 BIN que contem amostras da costa sul de Portugal. Os outros dois BINs contém apenas sequéncias
da Turquia e a distancia entre os mesmos é de 1,93% (K2P). A espécie Lepidorhombus whiffiagonis ou
solha-da-fundura foi alocada em 2 BINs. Registou-se de novo uma separacdo de amostras por regiao
geografica (Figura 4). Um dos BINs contem amostra do Mar do Norte enquanto o outro BIN contem uma
amostra do sul de Portugal e uma do Mar Mediterraneo (Malta). A distancia genética média entre estes

dois grupos & de 2,57%, ja as distancias dentro dos grupos nao ultrapassa os 0,5%, nos dois casos.
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Figura 4 — Partes da arvore NJ nucleotidica das espécies Belone belone, Lepidorhombus whiffiagonis,
Diplodus annularis, Dicentrarchus labrax. A legenda de cada nédulo representa a distribuicao geografica, o
namero de espécimes

3.6 Reconstrucao da filogenia por inferéncia bayesiana

A reconstrucdo da filogenia por inferéncia bayesiana (Figura 5) da biblioteca mostra a clara

separacao das 3 classes de peixes representadas.

- Holocephali

Figura 5 — Inferéncia bayesiana das sequéncias da bibliteca de referéncia. As cores interiores representam
as trés classes de organismos. A coloracio exterior pretende representar as diferentes ordens dentro das

respetivas classes

. Elasmobranchii . Actinopterygii
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A separacdo das ordens dentro das classes ja ndo é tdo evidente, pelo menos na classe
Actinopterygii, onde algumas ordens com apenas uma ou duas espécies aparecerem entre ordens muito
melhor representadas, tanto a nivel de espécies como de sequéncias. Na classe Elasmobranchii a
separacao das ordens é perfeita, no entanto o niumero de ordens nesta classe (8) é inferior comparado

com a classe Actinopterygii (25).

3.7 Analise da composicao e variabilidade nucleotidica

Na tabela 7 ¢é possivel verificar que as sequéncias apresentam diferentes padrdes no que toca ao
contetido em GC (Guanina-Citosina) presente nas amostras. A média geral é de 46,86%, no entanto as
diferentes posicdes do codao apresentam valores diferentes. A primeira posicdo regista uma média de
56,51%, a segunda posicao 42,75% e a terceira posicdo 41,11%. E possivel também verificar pela figura
6 que a variabilidade é bastante diferente se tivermos em conta a posicao no codao. A segunda posicao
apresenta muito baixa variabilidade entre as amostras, com valores de conteido em GC minimos de
39,9% e maximos de 45,10%. Comparativamente, a terceira posicdo do coddo apresenta a maior
variabilidade com os valores de contetido em GC a oscilar entre 17,55% e 59,25%. Por sua vez a primeira
posicao do codao apresenta um valor intermédio de variabilidade com valores maximos de contetido em

GC de 60,74% e minimos de 46,49%
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Figura 6 — Composicao em GC de todas as posicdes dos codoes das sequéncias da biblioteca de referéncia
(A) e apenas da primeira (B), segunda (C) e terceira (D) posi¢coes dos coddes das sequéncias nucleotidicas
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Tabela 7 - Valores de percentagem de conteiido em GC na totalidade da sequéncia e nas diferentes posicoes

dos codoes para todos os espécimes presentes na biblioteca de referéncia.

Minimo Valor Médio Maximo Erro Padréao
GC % 36.48 46.86 53.07 0.04
GC % Posicao 1 46.49 56.51 60.74 0.03
GC % Posicao 2 39.9 42.75 45.10 0.01
GC % Posicdo 3 17.55 41.11 59.25 0.11

A mesma analise realizada separadamente para as duas classes mais abundantes revelou
diferencas nos contetdos em GC (Tabela 8 e 9). A média geral para a classe Actinopterygii foi de 47,16%
e para a classe Elasmobranchii de 43,36%. A variabilidade foi semelhante para os dois grupos mas a
classe Elasmobranchii apresenta uma distribuicao com duas modas, enquanto a outra classe apresenta

uma distribuicdo normal (Figura 7).

Tabela 8 - Valores de percentagem de conteiido em GC na totalidade da sequéncia e nas diferentes posicoes
dos codoes para todos os espécimes da classe Actinopterygii

Minimo Valor Médio Maximo Erro Padrao
GC % 39.14 47.19 53.07 0.04
GC % Posicao 1 46.49 56.81 60.74 0.02
GC % Posicao 2 39.9 42.74 45.1 0.01
GC % Posicao 3 21.63 41.82 59.25 0.11

Tabela 9 - Valores de percentagem de conteiido em GC na totalidade da sequéncia e nas diferentes posicdes
dos codoes para todos os espécimes da classe Elasmobranchii

Minimo Valor Médio Maximo Erro Padrao
GC % 37.48 43.59 47.49 0.14
GC % Posicao 1 47.8 53.53 56.51 0.07
GC % Posicao 2 41.56 42.84 44,58 0.02
GC % Posicao 3 17.55 34.05 46.08 0.38
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Figura 7 — Representacao grafica dos valores de percentagem de conteiido em GC nas duas classes de
peixes mais abundantes da biblioteca de referéncia. Os espécimes estao representados em percentagem da
sua representacao na respetiva classe.

As diferencas entre as duas classes expressou-se mais na primeira posicao e terceira posi¢ao
do codao. Na primeira posicao a diferenca entre as médias foi de 3,28%, sendo que o contetido em GC
a variacao dos valores foi maior para a classe Actinopterygii (valores entre 46,49% e 60,74%). Na terceira
posicao registou-se a maior diferenca entre as duas classes, tanto na média dos valores como da
dispersao dos mesmos (Figura 8 e 9). A classe Actinopterygii apresentou valores médios de contetido
em GC de 41,82% e uma distribuicdo normal enquanto a classe Elasmobranchii apresentou valores
medios de 34,05% e uma distribuicado com duas modas (Figura 9 “D"). Ja na segunda posicdo a média
foi semelhante, 42,74% para a classe Actinopterygii (com os valores a oscilar entre 39,9% e 45,1%) e

42,84% para a classe Elasmobranchii (com os valores a oscilar entre 41,56% e 44,58%).
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Figura 8 — Composicdo em GC de todas as posicoes dos codoes das sequéncias da classe Actinopterygii (A)
e apenas da primeira (B), segunda (C) e terceira (D) posicoes dos codoes das sequéncias nucleotidicas
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Figura 9 — Composicao em GC de todas as posicoes dos coddes das sequéncias da classe Elasmobranchii
(A) e apenas da primeira (B), segunda (C) e terceira (D) posicoes dos coddes das sequéncias nucleotidicas
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4. DISCUSSAO

4.1 Fiabilidade da biblioteca de referéncia para peixes marinhos europeus

A biblioteca compilada neste estudo confirma a utilidade do DNA barcoding, mais especificamente
da regido mitocondrial COI-5P, na identificacdo de espécies de peixes marinhos. A identificacao
morfoldgica correspondeu a identificacdo por unidades taxondmicas operacionais moleculares (MOTUs)
em mais de 3% das espécies amostradas. Estes resultados vao de encontro a estudos anteriormente
realizados para 0 mesmo tipo de organismos, na Europa (Landi ef a/, 2014; Knebelsberger et al, 2014;
Costa et al., 2012) ou até mesmo noutros continentes (Ward et a/, 2005). Apesar da quantidade de
espécies presentes nesta biblioteca com elevada fiabilidade taxondmica ser satisfatoria quando
comparada com estudos semelhantes, a percentagem de espécies aqui representadas corresponde a
menos de 30% das espécies de peixes marinhos reportadas para a Europa. Note-se que, devido ao facto
dos espécimes terem sido recolhidos ao longo das costas dos paises, a maioria das espécies de aguas
profundas e dos Arquipélagos atlanticos estdo em falta neste estudo e consequentemente nas bases de
dados publicas.

As analises automatizadas disponibilizadas na base de dados BOLD constituem um primeiro passo
importante para curar estas bibliotecas. Facultam um primeiro diagndstico sobre o conjunto de dados,
especialmente o relatério de discordancia de BINs, que mostra a potencialidade da identificacdo de
espécimes através de DNA barcodes ao agrupar as sequéncias em unidades taxonomicas operacionais
moleculares (Ratnasingham e Hebert, 2013). No entanto, o relatério gerado neste estudo revelou um
numero elevado de BINs discordantes, com quase 40% dos BINs a conterem sequéncias de mais do que
uma espécie. Este nimero notoriamente elevado, e que a confirmar-se comprometeria a fiabilidade da
biblioteca de referéncia na sua globalidade, desceu consideravelmente apos revisao individual de cada
BIN. Nesse processo evidenciaram-se varios artificios que podem provocar uma sobrestimacao das
discordancias dos BINs, que nao sao passiveis de detecéo pelo algoritmo que realiza o agrupamento das
sequéncias, como por exemplo erros de sintaxe nos nomes das espécies, ou falhas operacionais como
a contaminacdo de amostras. Estas insuficiéncias dos métodos automatizados de atribuicao de
sequéncias a espécies, confirmam a absoluta necessidade de intervencdo humana na revisao e anotacao
das bibliotecas de referéncia (Costa efal, 2012). O método BIN também podera em certos casos falhar
nao por razoes externas, mas por insuficiéncia da capacidade de resolucdo do proéprio algoritmo. Um

caso particular desta incapacidade de resolucao foi observado com o género 7rachurus, onde um BIN
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continha trés espécies desse mesmo género. No entanto, uma analise mais aprofundada da arvore
filogenética mostrou que as espécies se agrupam em ramos monofiléticos bem delimitados, nao existindo
em consequéncia ambiguidade na sua diferenciacao através dos respetivos DNA barcodes. Nestes casos
de distancia congenérica comparativamente baixa, o algoritmo ndo foi capaz de discriminar as trés
espécies em trés BINs diferentes (Ratnasingham e Hebert, 2013). Outro artefacto encontrado na reviséo
dos BINs foi de espécies que foram agrupadas em dois ou mais BINs internamente concordantes, mas
com distancias genéticas entre os mesmos de 1,1% até 18,5% (K2P). Isto ocorre porque o critério de
concordancia do relatorio apenas requer que um BIN s6 contenha sequéncias de uma espécie (1 BIN =
1 espécie). No entanto, em 15 ocasides uma espécie continha sequéncias em mais que um BIN (1 BIN
=1 espécie mas 1 espécie = 2 ou mais BINS). Esta inspecdo pormenorizada permitiu revelar estes casos
de diversidade anteriormente oculta no resultado do relatério de discordancia de BINs. Foram
encontrados também erros de identificacao, que sao de facil identificacdo mas podem facilmente induzir
em erro o usuario final da base de dados. A presenca de sindnimos, mas classificacdes e/ou
identificacdes também afetam o resultado do relatorio. Nestes casos, os BINs sdo classificados
discordantes no relatorio de discordancia, devido a presenca de sequéncias de mais de uma espécie,
mas uma analise detalhada da taxonomia mostrou que em muitos desses casos a simples correcao de
sintaxe ou detecdo de sindbnimos e nomes nao aceites permite a retificacdo da classificacdo dada ao BIN.
Estes erros ocorrem principalmente na fase pré barcode e para evitar estas situacdes é essencial a
criacdo de ferramentas de correcdo taxonomica dentro das proprias bases de dados, de forma a auxiliar
o aperfeicoamento das mesmas. Apesar de mais de ¥ das espécies desta biblioteca apresentarem
fiabilidade taxondmica elevada subsistiram ainda 51 espécies com ambiguidade na sua identificacao.
Estas incertezas taxondmicas podem ser eficazmente enderecadas com a continua revisdo e anotacao,

incluindo a atribuicdo de graus de fiabilidade taxondémica (Costa ef a/,, 2012).

4.2 Divergéncia intraespecifica comparativamente elevada

Neste estudo ficou patente a importancia deste tipo de compilacao pois, apesar de nao ter gerado
qualquer contributo direto em novos DNA barcodes, so através do cruzamento de dados de origem
multipla foi possivel detetar diversos casos pertinentes de ambiguidade nas identificacdes de espécies
de peixes, ou no seu estatuto taxonomico. Neste ambito merecem particular apreco as 15 espécies que
apresentam distancias intraespecificas comparativamente elevadas, tendo por referéncia o padrao tipico

de variabilidade determinado a partir do enorme volume de sequéncias de COI-5P disponiveis para
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animais, incluindo numerosos peixes marinhos (Ward e Holmes, 2007; Costa e Carvalho, 2010). De
facto, ficou evidenciado que os diferentes grupos de investigacdo de diferentes paises tipicamente
produzem bibliotecas de referéncia para uma determinada regido geografica e interpretam isoladamente
os dados gerados localmente (Moura et a/, 2008; Straube et a/, 2010; Luchetti ef a/, 2011; Serra-
Pereira et al,, 2011; Martins ef al, 2012; Ardura et al., 2013; Keskin and Atar, 2013; Lynghammar et
al, 2014). Ao compilar e anotar dados gerados a nivel regional foi possivel identificar espécies com
distancias intraespecificas atipicas e que previamente se julgavam dentro dos padrdes de variabilidade
habituais. Um destes exemplos é a espécie Lepidorhombus whiffiagonis que no estudo referente aos
peixes marinhos do Mar do Norte (Knebelsberger ef al, 2014) e da costa portuguesa (Costa et a/, 2012)
apresentam distancias intraespecificas menores que 0,5% entre os seus respetivos espécimes. No
entanto quando os dados foram analisados em conjunto foi possivel verificar distancias até 3,0% entre
0s espécimes das duas regides.

Podemos identificar trés tipos de padroes de separacdo em diferentes BINs das linhagens
intraespecificas: BINs de regides geograficas diferentes; BINs da mesma regido; e BINs geograficamente
heterogéneos. Das 14 espécies analisadas, 8 foram divididas em dois BINs e em metade desses casos
a divisdo geografica ocorreu entre o oceano Atlantico e o Mediterraneo oriental. A existéncia de uma
barreira filogeografica entre o Mar Mediterraneo e o oceano Atlantico, foi revista num estudo de Patarnello
et al. (2007) em que, a partir de varios marcadores moleculares, se avalia a existéncia de divergéncias
genéticas pronunciadas entre populacdes de espécies amostradas nos dois lados do estreito de Gibraltar.
O trabalho aqui realizado reforca o papel desta barreira filogeografica na estruturacdo genética de um
numero consideravel de espécies de peixes.

Os padrbes de diferenciacdo genética entre regides sdo em alguns casos muito distintos. As
sequéncias da espécie Zeus faber foram distribuidas por dois BINs, um com amostras do oceano
Atlantico e do Mar do Norte e outro com as amostras do Mediterraneo oriental. Numa analise
pormenorizada foi possivel ainda verificar que as amostras do Mediterraneo oriental estao presentes num
BIN composto por amostras dos oceanos indico e Pacifico, contendo amostras desde a Africa do Sul, até
a Australia, China e Japéao. Isto sugere que estes espécimes de Zeus faber capturados no Mediterraneo
oriental (Turquia) so resultado da migracdo de populacdes provenientes do oceano indico através do
canal do Suez, como ja foi sugerido em estudos anteriores (Castro, 2013; Landi ef a/, 2014). No seu
conjunto, as espeécies com diversidade intraespecifica comparativamente elevada, cujos espécimes
foram divididos em dois ou mais BINs, constituem casos de possiveis espécies cripticas ou, no minimo,

unidades evolutivas significantes (i.e. ESU - Evolutionarily Significant Units) que exigem um tratamento
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diferenciado num quadro de gestdo de mananciais pesqueiros ou de conservacdo da biodiversidade.
Devem por esse motivo ser alvo de estudos pormenorizados para que a sua taxonomia, ecologia e histéria

evolutiva seja compreendida.

4.3 Padroes de variabilidade genética

A inferéncia bayesiana permitiu demonstrar a capacidade de descriminacdo do DNA barcoding,
ndo sé ao nivel da espécie mas também ao nivel de faxa mais elevados, como ordens e classes. A
estimacao da filogenia com base em dados moleculares mostrou ser capaz de descriminar 0s espécimes
por espécie e compreender a sua estrutura e complexidade. Esta estrutura intraespecifica € mais evidente
guanto maior o numero e a dispersao geografica das amostras e esta biblioteca de referéncia é a situacéo
ideal para encontrar essas evidéncias. A analise das distancias intraespecifica, congenérica e confamiliar
vao de encontro ao que se tem verificado em estudos anteriores (Landi ef a/, 2014; Knebelsberger et
al., 2014; Costa et al., 2012; Steinke et a/, 2009; Ward et a/., 2005). Algumas espécies desviam-se da
maioria, seja pela enorme divergéncia intraespecifica ou baixa divergéncia congenérica. Os casos das
espécies com distancia intraespecificas elevadas, onde se verifica a separacdo notéria de duas
populacdes, evidéncia a presenca de espécies cripticas (Hubert ef a/, 2012). Alguns géneros com baixa
divergéncia entre as suas espécies, como é exemplo o género Alosa e o género Trachurus, demonstram
duas caracteristicas genéticas e populacionais que podem fazer com que o DNA barcoding falhe na
discriminacdo correta das espécies. O género Alosa é representado nesta biblioteca por duas espécies
(Alosa alosa e Alosa fallax) que hibridam frequentemente (Alexandrino 1996; Marques, 2011). Essa
caracteristica, aliada a transmissdo unilateral do genoma mitocondrial faz com que seja possivel a
identificacdo morfologica de um espécime de Alosa alosa com genoma mitocondrial de Alosa fallax. No
caso da biblioteca aqui compilada foi possivel verificar a presenca de espécimes das duas espécies no
mesmo BIN, confirmando a possibilidade anterior. As espécies do género 7rachurus neste estudo
representadas (7rachurus trachurus, Trachurus mediterraneus e Trachurus picturatus) apresentaram
entre si distancias interespecificas inferiores a 1,5%. No entanto as trés espécies apresentam clados
monofiléticos na filogenia estimada por inferéncia bayesiana e a identificacdo de espécimes a partir de
DNA barcodes nao ficou comprometida. Este caso evidencia a presenca de um género com taxas de
substituicao nucleotidica comparativamente baixa, uma vez que a hipotese de ser um género com histéria

evolutiva recente foi rejeitada anteriormente (Cardenas et a/., 2005). Estas evidéncias sao de inegavel
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importancia uma vez que estas espécies de carapau (7rachurus) apresentam um enorme interesse
economico.

Uma das vantagens da compilacao de dados com grande amplitude geografica e taxonémica é a
possibilidade de descobrir padrées que nao ocorrem quando 0s mesmos sao analisados apenas a nivel
regional. A amplitude taxondmica permitiu observar que o contetldo em GC revelou padrdes diferentes
nas duas classes mais abundantes da biblioteca. Os resultados obtidos nesta dissertacdo acompanham
0s que foram obtidos no estudo de DNA barcoding dos peixes da Australia (Ward ef a/, 2005), onde
estdo representadas 207 espécies de um trabalho de amplitude continental. Foi consistente a observacao
de um erro padrdo maior na terceira posicdo dos coddes, independentemente da classe. Isto reflete o
facto das mutacdes sindnimas ocorrerem mais nessa posicdo, seguida da primeira posicao do coddo.
Na segunda posicdo ndo ocorrem mutacdes sinonimas, e o erro padrdo e média do contetudo em GC foi
idéntico nas duas classes, mostrando a conservacao nucleotidica ao longo dos varios grupos

taxondmicos.

4.4 Importancia e utilidade da biblioteca de referéncia

A biblioteca compilada neste estudo constitui um recurso valioso para a comunidade cientifica e
utilizadores finais, nas mais diversas aplicacdes. O proposito mais relevante serd no auxilio ao
conhecimento da diversidade da ictiofauna marinha europeia. A informacdo aqui compilada permite a
detecdo de diversidade que de outra forma estaria oculta. Esta compilacdo é uma oportunidade para
padrdes que de outra forma nao seriam percetiveis, como é o exemplo das variacdes do contetido em
GC e a diferenciacado geografica de 15 espécies. Os dados da biblioteca evidenciam que essas espécies
apresentam uma diversidade acima dos valores habituais para este grupo taxonémico extensamente
estudado (Ward e Holmes, 2007). Essa diversidade nem sempre estard associada ao aumento do
numero de espécies conhecidas mas pode também identificar populacdes diferenciadas de uma
determinada espécie. O conhecimento dessas dinamicas das espécies torna-se pertinente na gestao e
conservacao das mesmas. A facilidade em identificar larvas ou mesmo ovos pode facilitar a identificacéo
de zonas e épocas de postura das espécies, que pode ser uma informacdo importante na gestao
conservacao das mesmas. Os resultados sugerem que espécies com valores de divergéncia elevados,
que posteriormente se refletem na distribuicdo das mesmas, podem ter populacdes com pouca ou

nenhuma interacao. Uma compilacdo com esta amplitude geografica pode também auxiliar a apurar
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areas de distribuicdo das espécies e mesmo barreiras de dispersao, particularmente quando sao
encontradas espécies com grande divergéncia entre populacdes geograficamente proximas. Estes
resultados sugerem que, pelo menos para algumas espécies, possam existir barreiras geograficas
significativas ao fluxo genético, previamente insuspeitas. Nos casos de espécies comercialmente
importantes a informacado sobre a diferenciacdo populacional torna-se ainda mais importante e deve ter
sido em conta quando se estabelecem unidades de gestao de mananciais pesqueiros e respetivas quotas
de pescas numa comunidade integrada como a europeia. A ineficiente gestao das diferentes populacdes
de uma destas espécies pode levar ao aumento de pressdo ou mesmo perda de uma delas (FAO, 2012).
Isso teria implicacdes na conservacdo das mesmas pois significaria a possivel perda de haplotipos do
pool genético da espécie. Mesmo quando essa gestdo diferenciada das populacdes de uma espécie é
efetuada de forma eficiente, a falta de controlo das capturas pode anular o esforco anterior (Cawthorn et
al, 2014). Esta biblioteca pode também ser usada nesse controlo de pescas, na correta identificacédo
dos produtos pescados, podendo também ser importante no controlo de pescas ilegais. Sao varios os
exemplos do uso de métodos moleculares e especialmente do DNA barcoding no controlo de pescas
ilegais e ndo reportadas em que os resultados mostram a utilidade dessas ferramentas para o auxilio na
identificacao e autenticacédo de produtos de pesca (Nicole ef al, 2012; Torres et al,, 2013; Helyar et al,
2014). Para além do controlo do que é pescado, a biblioteca pode auxiliar a controlar o que é vendido
provando a autenticidade dos produtos, tanto nos mercados como na restauracdo, sendo varios os
exemplos do uso do DNA barcoding para este fim. O estudo sobre a substituicdo de espécies em
mercados de Italia (Filonzi et a/,, 2010) conclui que mais de 30% da etiquetagem dos peixes € incorreta
e gue na maioria dos casos ocorria fraude economia e nutricional. Apenas com a informacao molecular
foi possivel identificar algumas das substituicdes, ja que o estudo também se focou em filetes de peixe
ja processados. Este tdpico € emergente e faz com que seja essencial encontrar solucdes para resolver
as fraudes que ocorrem nao s6 na Europa (Mendes e Silva, 2015; Kappel e Schroder, no prelo) como no
Canada (Hanner et al, 2011) e no Brasil (Carvalho et al, 2015). A publicacdo de Carvalho e
colaboradores (2015) utiliza o DNA barcoding como ferramenta legal de avaliacdo da autenticidade de
produtos de pesca. Apenas uma biblioteca devidamente anotada e validada pode servir todos estes usos

de uma forma confiavel.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Apenas através da integracdo destes dados dispersos, obtidos por diferentes grupos de
investigacdo de varios paises, e pela revisdo e anotacao desta biblioteca de escala continental, foi possivel
desvendar casos pertinentes de ampla divergéncia intraespecifica e incertezas taxonémicas em mais de
60 espécies de peixes marinhos europeus. Sao essas as que precisam de uma atencdo redobrada em
estudos futuros, de forma a conseguir aprimorar estas bibliotecas de referéncia de grande escala. E
também importante o continuo processo de revisao e anotacao destas bibliotecas. Note-se que a
biblioteca € um trabalho em progresso, sempre em mudanca com a introducdo de novas espécies e de
novos espécimes. S6 com essa continuidade é possivel que esta seja usada com confianca pelo utilizador
final. Este estudo permitiu também mostrar que, entre as espécies de peixes marinhos europeus aqui
examinadas, mais de ¥ destas podem ser identificadas com elevada fiabilidade através dos respectivos
DNA barcodes existentes na biblioteca de referéncia. Contudo, o volume de dados gerados pelos estudos
ja realizados cobre apenas cerca de 30% das espécies reportadas para a Europa, facto que deixa bem
patente o enorme esforco de preenchimento da biblioteca de referéncia que ainda devera ser envidado..

O desenvolvimento de novas ferramentas bioinformaticas e o aperfeicoamento das bases de
dados publicas podem permitir que esta biblioteca seja considerada um produto que possa ser usado
por qualguer pessoa, evocando as bases com que o DNVA barcodingfoi idealizado e concebido por Hebert
e colaboradores, em 2003. Estas bibliotecas ja mostraram ser capazes de auxiliar no conhecimento da
diversidade e ecologia das espécies, principalmente em grupos bem estudados como € o caso dos peixes.
A correta identificacdo da biodiversidade, a detecdo de zonas de postura e acompanhamento do
recrutamento e reconhecimento de barreiras filogeograficas sdo as principais valéncias da metodologia.
Pelo facto deste grupo de organismos ter uma importancia social e econémica elevada as aplicacdes do
DNA barcoding sao ainda mais extensas e mostram ser pertinentes no controlo e gestao das pescas € a
tudo a isso associado, desde detecao de pesca ilegal, autenticacdo de produtos pescadas pela avaliacao
da etiquetagem e a gestdo dos mananciais pesqueiros pela correta identificacdo das espécies e
respetivas populacdes. Apenas uma biblioteca devidamente anotada, validada e atualizada pode servir

todos estes usos de uma forma confiavel e segura.
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ANEXO |

Tabela 10 — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da biblioteca de
referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao
Acantholabrus palloni

Acilpenser gueldenstaedtii

Acipenser nudiventris

Acipenser stellatus

Aculeola nigra

Agonus cataphractus

Alburnus tarichi

Alepocephalus rostratus
Alosa alosa
Alosa fallax

Amblyraja hyperborea
Amblyraja radiata

Ammoadytes marinus
Ammoadytes tobianus
Anarhichas lupus
Anguilla anguilla

N¢ de acesso GenBank
JQ774957 - JQ774958
KJ768197 - KJ768199
JQ623904

KC500088 - KC500102
JQ623905

KC500103 - KC500118
JQ623906

KC500105

KC500119 - KC500132
GU130678.1

GU130703.1 GU130704.1

KJ204628 - KJ204645
KJ205264 - KJ205266
KJ205339

J0623908

KC500153 - KC500172
KJ768201

KC500173 - KC500192
KJ204646 - KJ204654
KJ768202

KF604118 - KF604127
JN312484

KF604140

KF604162

KF604165

KF604168

KF604175

KF604184

KF604199

KF604204

KF604207

KJ204655 - KJ204669
KJ205340 - KJ205343
KJ204670 - KJ204693
FCFBS032-07*
KJ204694 - KJ204697
J0623910

KC500193 - KC500212
KJ768203

Identificacao
Anthias anthias

Antigonia capros
Aphanius fasciatus

Aphia minuta

Apristurus longicephalus
Argentina silus

Argentina sphyraena

Argyrosomus regius

Arnoglossus imperialis

Arnoglossus laterna
Arnoglossus rueppelii
Arnoglossus thori
Atherina boyeri
Atherina hepsetus

Aulopus filamentosus

Auxis rocheri rochei

N¢ de acesso GenBank
JQ774769

JQ774959

KJ709462

KJ709463

KJ768204

KJ768205

KJ709464 - KJ709474
KJ204698 - KJ204702
KM077806 - KM077815
GU130672.1
KJ204703 - KJ204704
JQ774570 - JQ774571
JQ774770-JQ774773
JQ774960 - JQ774964
KJ204705 - KJ204721
KJ205267 - KJ205268
KJ205344

KJ709476

KJ709687 - KJ709693
KJ768206

JQ623911

KC500213 - KC500232
JQ774774 - Q774775
JN312467 - JN312470
JQ774776 - JQ774780
JQ774965 - JQ774968
KJ204722 - KJ204728
KJ205269 - KJ205272
KJ709694 - KJ709697
JQ774781 - JQ774785
JQ774969 - JQ774973
KJ709698 - KJ709702
KJ709477

JQ623913 - KC500272
KJ709481 - KJ709482
KJ768210

KJ709483

KJ768211
MLFPI355-14*

41



Tabela 10 (continuacido) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da
biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao
Auxis thazard

Balistes capriscus

Balistes capriscus

Bathyraja spinicauda

Bathysolea profundicola
Belone belone

Benthodesmus simonyi
Beryx decadactylus
Blennius ocellaris

Boops boops

Bothus podas
Brama brama

Brosme brosme
Buenia jeffreysii

Buglossidium luteumn

Callionymus lyra

Callionymus maculatus

42

N¢ de acesso GenBank
JQ623915

KC500273 - KC500292
JQ623916

KC500293 - KC500312
KJ709484 - KJ709486
KJ768212

KF604208 - KF604217
KJ768213 - KJ768215
JQ623917

JQ774572

KC500313 - KC500332
KJ204729 - KJ204731
KJ768216

JQ774573 - JQ774574
KJ768217

JQ774786 - JQ774790
JQ774983

KJ205273

KJ205345

KJ709487 - KJ709489
KJ709703 - KJ709707
KJ768218

JQ623918

JQ774575 - JQ774579
JQ774791 - JQ774793
JQ774984 - JQ774987
KC500333 - KC500352
KJ709490 - KJ709491
KJ709708 - KJ709712
KJ709492

KJ204732

KJ768224 - KJ768225
KJ204733

KM077816 - KM077819
JN312471 - UN312474
KJ204734 - KJ205348
JQ774580 - JQ774582
JQ774794 - JQ774796
JQ774988

KJ204742 - KJ204756
KJ205349 - KJ205351

JQ774797

Identificacao

Capoeta capoeta

Capros aper

Centracanthus cirrus
Centrolophus niger

Centrophorus granulosus

Centrophorus squamaosus

Centroscyllium fabricii
Centroscymnus coelolepis
Centroscymnus owstoni
Centroscymnus plunketi
Centroselachus crepidater
Cepola macrophthalma
Chauliodus sloani

Chaunax pictus

Cheilopogon heferurus
Chelidonichthys cuculus

Chelidonichthys lucerna

N¢ de acesso GenBank
JQ623921

KC500353 - KC500372
JQ774583 - JQ774802
JQ774989 - JQ774993
KJ204774

KJ709493 - KJ709494
KJ709713 - KJ709720
MLFPI088-09*

KJ709721
EU003893.1 -
EU003894.1

JQ774505
EU003895.1 -
EU003897.1

EU003896.1

GU130701.1
GU130705.1 -
GU130708.1
EU003883.1 -
EU003885.1
EU003886.1 -
GU130695.1

GU130696.1
GU130694.1
JQ774589 - JQ774997
KJ205352 - KJ205358
KJ709722 - KJ709726
KJ709495

KJ709727

JQ774506 - JQ774507
MLFPI077-09*
MLFP1062-09*
JQ623912

JQ774974 - JQ774982
KC500233 - KC500252
KJ204775 - KJ204780
KJ205359

KJ709496

KJ709728 - KJ709732
JN312483

JQ623923

JQ774803 - JQ774807
JQ774998 - JQ775001



Tabela 10 (continuacido) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da
biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao

Chelidonichthys obscurus

Chelon labrosus
Chimaera monstrosa

Chimaera opalescens

Chlorophthalmus agassizi

Ciliata mustela

Citharus linguatula

Clarias gariepinus

Clupea harengus

Coelorinchus caelorhincus

Conger conger

Coris julis
Coryphaena hippurus
Crystallogobius linearis

N¢ de acesso GenBank
JQ774999

JQ775000

KC500373 - KC500392
KJ204781 - KJ709498
JQ774508

JQ774594 - JQ774595
JQ774808 - JQ774812
JQ775002 - JQ775003
KJ768226 - KJ768227
JQ774509

JQ774596 - JQ774599
EFBC005-09*
EFBC006-09*
EFBC007-09*
EFBC008-09*
EFBC001-09*
EFBC002-09*
EFBC003-09*
EFBC004-09*
JQ774510-JQ774514
KF714757

KJ709499

KJ204791 - KJ204807
JQ623924

JQ774600 - JQ774602
JQ774813 - JQ774816
KC500393 - KC500412
KJ709500 - KJ709501
KJ709734 - KJ709738
JQ623925

KC500413 - KC500432
KJ204808 - KJ204816
KJ205361 - KJ205365
JQ774515 - JQ774516
KJ709502 - KJ709503
JQ774603 - JQ774607
JQ774817 - JQ774821
JQ775004 - JQ775007
KJ709504

KJ709739 - KJ709742
KJ709505 - KJ709510
KJ709744

KJ204817 - KM077825

Identificacao
Ctenolabrus rupestris
Cyclopterus lumpus

Cyfttopsis rosea
Dactylopterus volitans
Dalatias licha

Deania calcea

Deania profundorum
Dentex dentex

Dentex macrophthalmus

Diaphus holti
Diaphus metopoclampus

Dicentrarchus labrax

Dicologlossa cuneata

Diplodus annularis

Diplodus bellottii

Diplodus cervinus

Diplodus puntazzo

Diplodus sargus

Diplodus vuigaris

Dipturus batis

N¢ de acesso GenBank
KJ204821

JN311799

JN311800 - JN311803
JN311801

JN311802

KJ204822 - KJ204830
JQ774518 - JQ774524
KJ709511 - KJ709512
GU130676.1
GU130699.1
JQ774525 - JQ774528
JQ623927

KC500453 - KC500472
JQ623928

KC500473 - KC500492
KJ709513

KJ709745 - KJ709748
KJ709514

KJ709515

KJ709749 - KJ709750
KC500493 - KC500512
KJ205274 - KJ205275
JQ775008

JQ623930

JQ774608 - JQ774609
KC500513 - KC500532
KJ709516 - KJ709517
MLFPI128-10*
MLFPI336-13*
JQ623931

KC500533 - KC500552
JQ623932

KC500553 - KC500572
JQ623933

JQ775009

KC500573 - KC500592
JQ623934

KC500593 - KC500612
KJ709519 - KJ709521
MLFPI196-10*
MLFPI197-10*
JQ774529
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Tabela 10 (continuacido) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da

biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao

Dipturus linteus
Dipturus nidarosiensis

Dipturus oxyrinchus

Dussumieria elopsoides

Echelus myrus
Echiichthys vipera

Flectrona risso
Enchelyopus cimbrius

Engraulis encrasicolus

Entelurus aequoreus
Epigonus telescopus
Epinephelus aeneus

Epinephelus caninus
Epinephelus costae
Epinephelus marginatus

Etmopterus baxteri

Etmopterus bigelowi

Etmopterus brachyurus

Etmopterus dianthus

44

N¢ de acesso GenBank
KJ204831
KF604231
KF604234

KF604239 - KF604243
HMO043215.1 -
HMO043218.1

JQ774530

KF604244 - KJ709754
J0623935

KC500613 - KC500632
KJ709755

JQ775010 - JQ775014
KJ204832 - KJ204839
KJ205276 - KJ205279
KJ205366

KJ709523

KJ204840 - KJ204849

KJ205367 - KJ205371
HM480814.1 -
HM480816.1

JN007762.1 - JNOO7768.1

J0623936
J0774610 - JQ774611
10774823

10774826
JQ775015 - JQ775020
KC500633 - KC500652
KJ204850 - KJ204859
KJ709524
KJ205372 - KJ205375
KJ709756

J0623937
KC500653 - KC500672
KJ709526

KJ709527

KJ709528

J0623938
KC500673 - KC500692
GU130737.1
GU130690.1

GU130723.1
GU130716.1 -
GU130718.1

GU130693.1

Identificacao
Etmopterus dislineatus
Etmopterus fusus
Etmopterus gracilispinis
EFtmopterus granulosus

Etmopterus lucifer

Etmopterus molleri

Etmopterus polli

Etmopterus princeps

Etmopterus pseudosqualiolus

Etmopterus pusillus

Etmopterus schultzi
Etmopterus sentosus

Etmopterus sheikoi

Etmopterus spinax

Etmopterus unicolor
Etmopterus virens
Euthynnus alletteratus

Eutrigla gurnardus

N¢ de acesso GenBank
GU130681.1
GU130687.1
GU130724.1

GU130679.1
GU130736.1 -
GU130738.1
GU130682.1 -
GU130683.1
GU130711.1-
GU130714.1

GU130710.1
GU130715.1
GU130742.1
GU130727.1
GU130686.1

EU869807 - EU869810
GU130688.1 -
GU130689.1
GU130721.1 -
GU130722.1

JQ774531

GU130719.1
GU130720.1
GU130680.1
GU130709.1

GU130691.1
GU130725.1 -
GU130726.1

JQ774532
JQ774612 - JQ774616

KJ709757 - KJ709759
GU130739.1 -
GU130741.1

GU130743.1
JQ623941

KC500733 - KC500752
KJ709529

JN312463 - IN312466
JN312479 - IN312482
JQ775021 - JQ775023
KJ204860 - KJ204863
KJ205377

KJ709530

KJ709760



Tabela 10 (continuacido) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da
biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao
Facciolella oxyrhyncha

Gadliculus argenteus

Gadomus longifilis
Gadus morhua

Gaidropsarus mediterraneus
Gaildropsarus vulgaris
Galeorhinus galeus

Galeus atlanticus
Galeus melastomus

Gasterosteus aculeatus

Glyptocephalus cynoglossus

Gobiosoma bosc

Gobius niger

Gobiusculus flavescens
Grammicolepis brachiusculus
Halobatrachus didactylus
Helicolenus dactylopterus

Heptranchias perlo

Hippoglossoides platessoides

Hippoglossus hippoglossus

Hoplostethus mediterraneus

N¢ de acesso GenBank
JQ774533 - JQ774535
JQ774617

JQ774618 - JQ775028
KJ204864 - KJ204873
KJ709531 - KJ709532
KJ709761

KJ768230 - KJ768232
KJ204874 - KJ204885
KJ205378 - KJ205380
JQ774626

KJ709762 - KJ709764
KJ204886 - KJ204889
KJ204890 - KJ204892
JQ774627 - JQ774837
JQ774633 -JQ774634
JQ774838 - JQ774841
KJ709765 - KJ709769
KJ204893 - KJ204898
KJ204899 - KJ204915
KJ205381 - KJ205382
KM077826 - KM077829
JQ623942

KC500753 - KC500772
KJ204916

KJ205280 - KJ205281
KJ768236

KM077836 - KM077839
KM077830 - KM077835
KJ768237

JQ774635

JQ774636 - JQ775038
KJ204917 - KJ204918
KJ709533

KJ709770 - KJ709774
EU869819

KJ709775

KJ709776

JN312184 - JN312191
KJ204919 - KJ204921
KJ205383

KJ204922 - KJ204925

EU869820 - EU869821

Identificacao

Hygophum benoiti
Hymenocephalus italicus
Hyperoplus immaculatus
Hyperoplus lanceolatus
Hyporthodus haifensis
Isurus oxyrinchus
Labrus merula

Labrus mixtus

Lagocephalus lagocephalus
Lampanyctus crocodilus
Lepadogaster lepadogaster
Lepidocybium flavobrunneum
Lepidopus caudatus

Lepidorhombus boscii

Lepidorhombus whiffiagonis

Lepidotrigla cavillone

Lepidotrigla dieuzeidei

Leucoraja circularis

Leucoraja fullonica

Leucoraja naevus

N¢ de acesso GenBank
KJ709777 - KJ709780
KJ768238 - KJ768239
KJ709536

KJ709781 - KJ709783
KJ204926 - KJ204933
JQ775039 - JQ775043
KJ709537 - KJ709539
EUB69822

KJ709540 - KJ709541

JQ775044

KJ768240 - KJ768243
MLFPI331-13*
KJ709784 - KJ709788
KJ768244 - KJ768246
KJ768247

EU869827 - EU869832
KJ709542 - KJ768251
MLFPI367-14*
JQ774842 - JQ775048
KJ709793

JQ774536

KJ204934 - KJ204942
KJ709794

JQ774639 - JQ774643
JQ774848 - JQ774849
KJ709795 - KJ709800
JQ774644 - JQ775054
KJ709801

KJ768252 - KJ768253
HM043205.1 -
HM043206.1

JQ774537
KF604254
KF604256

KF604257 - KF604259
HMO043211.1 -
HMO043214.1

JQ774853
KF604260 - KF604263

KJ204943 - KJ204956
KJ205282 - KJ205384
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Tabela 10 (continuacido) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da
biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao

Lichia amia

Limanda limanda

Liparis liparis
Lithognathus mormyrus
Liza aurata

Liza carinata

Liza ramada
Lobianchia dofleini
Lobianchia gemellarii

Lobotes surinamensis

Lophius budegassa

Lophius piscatorius

Lumpenus lampretaeformis

Macroramphosus scolopax

Malacocephalus laevis

Maurolicus muelleri

Melanogrammus aeglefinus

Merlangius meriangus

46

N¢ de acesso GenBank
JQ623944

KC500773 - KC500792
JN312159 - UN312162
JN312180 - JN312183
KJ204957 - KJ204963
KJ205385 - KJ205387
KJ204964 - KJ204977
JQ623945

KC500793 - KC500812
KJ709548 - KJ709549
JQ623946

KC500813 - KC500832
JQ623947

KC500833 - KC500852
JQ775055 - JQ775059

KJ709550

KJ709802

J0623948

KC500853 - KC500872
JQ774651 - JQ774652

KJ204978 - KJ204981

KJ709551 - KJ709552

KJ709803 - KJ709806

J0623950

KC500873 - KC500892
KJ204982 - KJ204994

KJ205284 - KJ205287

KJ709553

KJ709807

KJ204995 - KJ205000

KJ205388 - KJ205390

KJ205389

JQ774653 - JQ775070
KJ709554 - KJ709556

KJ709808 - KJ709812

JQ774539

KJ768255 - KJ768256

KJ709557 - KJ709558

KJ205001 - KJ205013

KJ205288 - KJ205391

J0623954

KC500893 - KC500911

Identificacao

Merluccius meriuccius

Microchirus azevia
Microchirus boscanion
Microchirus ocellatus

Microchirus variegatus

Micromesistius poutassou

Microstomus kitt

Mola mola
Molva molva

Mugil cephalus

Mullus barbatus

N¢ de acesso GenBank
KC500912 - KJ205026
KJ205393 - KJ205396
JQ623955

JQ774659 - JQ774668
JQ774859 - JQ774863
JQ775071 - JQ775075
KC500913 - KC500932
KJ205027 - KJ205034
KJ709559 - KJ709560
KJ709813 - KJ709816
JQ774669 - JQ774672
JQ774673 - JQ774677
KJ709561

KJ768258

MLFPI212-11*
JQ774678 - JQ774681
10774864 - JQ774866
JQ775076 - JQ775080
KJ205035 - KJ205042
KJ205291

KJ205397 - KJ205400
KJ768259

JQ774682 - JQ774686
JQ774868 - JQ774871
JQ775081 - JQ775086
KJ205043 - KJ205045
KJ709817 - KJ709821
IN312167 - JN312170
KJ205046 - KJ205058
KJ205401 - KJ205405
JQ775087 - JQ775088
10774540

KJ205059 - KJ205066
KJ768260

10623956

KC500933 - KC500952
10623957

10774687

KC500953 - KC500972
KJ709562 - KJ709568



Tabela 10 (continuacido) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da
biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao

Mullus surmuletus

Muraena helena

Mustelus asterias

Mustelus mustelus
Mustelus punctulatus

Mycteroperca rubra
Myctophum punctatum

Myliobatis aquila
Myoxocephalus scorpioides

Myoxocephalus scorpius

Neogobius melanostomus

Neoraja iberica
Nettastoma melanurum

Nezumia sclerorhiynchus

Notacanthus bonaparte

Oblada melanura

Odontaspis ferox

N¢ de acesso GenBank
KJ709822 - KJ709827
KJ768261 - KJ768263
JQ623958

JQ774872 - JQ774876
KC500973 - KC500992
KJ205067 - KJ205295
KJ709828

KJ768264

KJ205082 - KJ205091
KJ205296

KJ205407

KJ709829 - KJ709832
KJ709833 - KJ709836
KJ768265 - KJ768266
KJ709837

KJ709569

KJ709570

KJ709838 - KJ709839
KJ709571 - KJ709572
FCFBS033-07*
FCFBS034-07*
FCFBS035-07*
FCFBS036-07*
JN312475 - JN312478
KJ205092 - KJ205103
KJ205408 - KJ205410
JO623961

KC500993 - KC501012
KM077840 - KM077846
FCFBS010-07*

FCFBS011-07*
HMO043186.1 -
HMO043191.1

KJ709840 - KJ709841
KJ768267

JQ774541 - JQ774544
KJ709842 - KJ709843

KJ709844 - KJ709846

KJ768268 - KJ768269

J0623963

KC501013 - KC501032
GU130673.1

Identificacao
Ophisurus serpens
Osmerus eperlanus
Oxynotus paradoxus
Pagellus acarne

Pagellus bogaraveo
Pagellus ervthrinus

Pagrus auriga

Pagrus pagrus

Pegusa impar
Pegusa lascaris

Peristedion cataphractum

Petromyzon marinus
Pholis gunnellus

Phrynorhombus norvegicus
Phycis blennoides

Phycis phycis

Platichthys flesus

N¢ de acesso GenBank
MLFPI366-14*
KJ205104 - KJ205109
GU130674.1
JQ774690 - JQ774691
JQ774877 - JQ774881
JQ775089 - JQ775093
KJ709573 - KJ709574
KJ768270 - KJ768272
JQ623965

JQ774882 - JQ774886
KC501033 - KC501052
MLFPI274-11%
MLFPI275-11*
MLFPI279-11%
MLFPI280-11*
JQ623966

KC501053 - KC501072
KJ768273

JQ623967

KC501073 - KC501092
KJ709847 - KJ709850
KJ768274 - KJ768275
KJ709575

KJ205297 - KJ205298
KJ205411

KJ768276

JQ774692 - JQ774693
KJ709577 - KJ709581
KJ709851 - KJ709855
KJ768277
MLFPI230-11*
KJ205110 - KJ205118
KJ205299

KJ205119 - KJ205121
JQ774545 - KJ709860
KJ768278 - KJ768279
JQ623970

JQ775094 - JQ775096
KC501093 - KC501112
KJ205122 - KJ205132
KJ205300 - KJ205302

47



Tabela 10 (continuacido) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da
biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao

Pegusa impar
Pegusa lascaris

Peristedion cataphractum

Petromyzon marinus
Pholis gunnellus

Phrynorhombus norvegicus
Phycis blennoides

Phycis phycis

Platichthys flesus

Pleuronectes platessa

Pollachius pollachius
Pollachius virens
Polymetme corythaeola
Polyprion americanus
Pomadasys incisus
Pomatomus saltatrix

Pomatoschistus lozanoi

Pomatoschistus marmoratus

Pomatoschistus microps

Pomatoschistus minutus

48

N¢ de acesso GenBank
KC501073 - KC501092
KJ709847 - KJ709850
KJ768274 - KJ768275
KJ709575

KJ205297 - KJ205298
KJ205411

KJ768276

JQ774692 - JQ774693
KJ709577 - KJ709581
KJ709851 - KJ709855
KJ768277
MLFPI230-11*
KJ205110 - KJ205118
KJ205299

KJ205119 - KJ205121
JQ774545 - KJ709860
KJ768278 - KJ768279
JQ623970

JQ775094 - JQ775096
KC501093 - KC501112
KJ205122 - KJ205132

KJ205300 - KJ205302
KJ768280

JN312163 - JN312179
KJ205133 - KJ205134
KJ205412 - KJ205413
KJ205135 - KJ205137
KJ205138 - KJ205149
JQ774548 - JQ774549
KJ768281

KJ768282 - KJ768284
J0623971

KC501113 - KC501132
JQ775029 - JQ775033
KMQ077847 - KM077849
KJ709583 - KJ709584
KJ768285 - KJ768287
KMO077850 - KMO77856
FCFBS012-07*
KMQ077857 - KMO77866
FCFBS014-07*
FCFBS015-07*

Identificacao

Pomatoschistus norvegicus
Pomatoschistus pictus
Pomatoschistus tortoneser
Ponticola kessleri

Pontinus kuhlii

Prionace glauca

Prterois miles

Raja brachyura

Raja clavata

Raja maderensis

Raja microocellata

Raja miraletus

Raja montagui

N¢ de acesso GenBank
FCFBS017-07*

FCFBS018-07*
FCFBS019-07*
FCFBS020-07*
FCFBS021-07*
FCFBS022-07*
KMO077867 - KM077874
KMO77875 - KMO77878
KJ709585 - KJ709586
JQ623973

KC501133 - KC501152
JQ774695 - JQ774696
EU869837
MLFPI321-12*
MLFPI322-12*
MLFPI324-12*

KJ709587 - KJ709588
HMO043201.1 -
HM043203.1

JQ774887 - JQ775098
KF604264 - KF604267
KJ205303

KJ768288 - KJ768290
HMO043193.1 -
HMO043196.1

JQ774697 - JQ775101
KF604268 - KF604277
KJ205150 - KJ709867

HMO043185.1
HMO043197.1 -
HM043200.1

KJ205305 - KJ205308
HM043182.1 -
HMO043184.1

JQ774701 - JQ774704
JQ774892 - JQ774894
KJ709590 - KJ709592
KJ709868 - KJ709872

HM043204.1
HM043207.1 -
HM043210.1

JQ774705 - JQ774707
JQ774895



Tabela 10 (continuacido) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da

biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao

Raja polystigma

Raja undulata
Rajella Hillae

Ranzania laevis
Rostroraja alba
Salmo ohridanus
Salmo trutta trutta

Sarda sarda

Sardina pilchardus

Sargocentron rubrum

Sarpa salpa

Saurida undosquamis

Schedophilus medusophagus
Scomber colias

Scomber japonicus

Scomber scombrus

N¢ de acesso GenBank
KF604279 - KF604282
KJ205152 - KJ205155
KJ205416

KJ709593 - KJ709594
HMO043219.1
HMO043222.1

KF604283 - KF604292

KJ768291
HM043192.1
KJ709597

J0623976
KC501153 - KC501172
KJ709598 - KJ709600
10623978
KC501193 - KC501212
KJ709601
KJ768292 - KJ768295
J0623979
JQ774708 - JQ774712
JQ774897 - JQ775107
KC501213 - KC501232
KJ205156 - KJ205158
KJ768296 - KJ768297
J0623980
KC501233 - KC501252
0623981
KC501253 - KC501272
KJ709602 - KJ709604
J0623982
KC501273 - KC501292
KJ709605
JQ774713 - JQ774719
JQ775108 - JQ775114
KJ709606 - KJ709608
KJ709873 - KJ709877
KJ768298

10623984

KC501313 - KC501332
HM480797.1 -
HM480799.1

HM480819.1
JNO07745.1 - INOO7777.1

Identificacao

Scomberesox saurus

Scomberomorus commerson

Scombrolabrax heterolepis

Scophthalmus maximus

Scophthalmus rhombus

Scorpaena notata

Scorpaena porcus

Scorpaena scrofa

Scorpaenodes arenai

Scyliorhinus canicula

Scyliorhinus stellaris

N¢ de acesso GenBank
JQ623985

JQ774720 - JQ774725
JQ774901 - JQ774905
JQ775115-JQ775118
KC501353 - KC501372
KJ205159 - KJ205163
KJ205417 - KJ205420
KJ709609

KJ768300 - KJ768302

KJ768299

JQ623986

KC501333 - KC501352
KJ768303

JQ623987

KC501373 - KC501392
KJ205164 - KJ205173

KJ205421 - KJ205427

KJ205174 - KJ205179

KJ205428

KJ768304

JQ774726 - JQ774727

JQ774906 - JQ774910

KJ709610 - KJ709612

KJ709878

KJ768305 - KJ768308

JQ623988

KC501393 - KC501412
JQ623989

KC501413 - KC501432
KJ709879 - KJ709890

KJ709613

JQ774728 - JQ774732

JQ774911 - JQ775126
KJ205180 - KJ205190

KJ205309 - KJ205313

KJ205429

KJ709614 - KJ709620

KJ709891 - KJ709898

KJ205314

KJ205430

KJ709621 - KJ709622
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Tabela 10 (continuacadao) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da
biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao

Scymnodon ringens
Seriola dumerili

Serranus cabriflla

Serranus hepatus

Serranus scriba

Solea aegyptiaca

Solea senegalensis

Solea solea

Somniosus microcephalus
Sparisoma crefense

Sparus aurata

Sphoeroides pachygaster

Sphyraena sphyraena

Spicara maena

Spicara smaris

50

N¢ de acesso GenBank
KJ709899 - KJ709900
GU130697.1
JQ623993

KC501433 - KC501452
JQ623994

KC501453 - KC501472
KJ709623 - KJ709630
KJ709901 - KJ768309
JQ774733 -JQ774737
JQ774916 - JQ774917
KJ709631

KJ709909 - KJ709913
JQ623995

KC501473 - KC501492
KJ709632

KJ709633

JQ775127

KJ768310

JQ623997

JQ774918 - JQ774922
KC501513 - KC501532
KJ205191 - KJ205196
KJ205431 - KJ205432
GU130677.1
JQ623998

KC501533 - KC501552
JQ623999

KC501553 - KC501572
KJ709635

EU869841 - EU869843
KJ709636

KJ709914 - KJ709918
KJ768311

J0624000

KC501573 - KC501592
KJ709637 - KJ709638
JQ774738 - JQ774742
KJ709919

KJ768312

J0624001

KC501593 - KC501612
KJ709639 - KJ709640

Identificacao

Spondyliosoma cantharus

Sprattus sprattus

Squaliolus aliae

Squalus acanthias

Squalus blainville

Squalus megalops
Squatina squatina

Stomias boa

Stromateus fiatola
Symbolophorus veranyi
Symphodus bailloni
Symphodus tinca
Symphurus nigrescens
Synaphobranchus kaupii
Synchiropus phaeton

Syngnathus acus
Syngnathus rostellatus

Taurulus bubalis

Tetrapturus belone
Thunnus alalunga

Thunnus thynnus

Torpedo marmorata

N¢ de acesso GenBank
KJ709921 - KJ709922
JQ624002

JQ774743 - JQ774747
JQ774923-JQ775133
KC501613 - KC501632
KJ205433

JQ624003

KC501633 - KC501652
KJ205197 - KJ205205
KJ205434
GU130675.1
KJ205206 - KJ205210

KJ709641
KJ709923 - KJ709926
GU130698.1
0624004
KC501653 - KC501672
KJ709927 - KJ709928
MLFPI020-09*
KJ709643
MLFPI091-09*
KJ709644
JQ774554 - JQ774555
10774748

JQ774556
JQ774749 - JQ774751
KJ709646 - KJ709650
KJ205211 - KJ205221
KJ205222

KJ205315

KJ709929
JN007752.1 - JN0OO7761.1
10624006
KC501673 - KC501692
KJ709651

0624007
KC501693 - KC501712
KJ709930
JQ774752 - JQ774753
KJ709652

KJ768313



Tabela 10 (continuacidao) — Numero de acesso do GenBank de todas as sequéncias da

biblioteca de referéncias para peixes marinhos europeus. *BOLD-ID

Identificacao
Torpedo nobiliana
Torpedo torpedo
Trachinotus ovatus

Trachinus draco

Trachinus radiatus

Trachurus mediterraneus

Trachurus picturatus

Trachurus trachurus

Trachyrincus scabrus
Trachyrincus scabrus
Trigla lyra

Trigloporus lastoviza

Trigonognathus kabeyai

Trisopterus capelanus

Trisopterus esmarkif

Trisopterus luscus

N¢ de acesso GenBank
JQ774557
MLFPI341-13*
JQ624009

KC501733 - KC501752
KJ768314

JQ774754

JQ774928 - JQ774932
KJ205435

KJ709931 - KJ709936
KJ709937 - KJ709939
JQ624010

KC501753 - KC501772
KJ709654 - KJ709657
KJ768315 - KJ768316

JQ774755 - JQ774759
JQ774933 - JQ775146
KJ709658 - KJ709659
J0624011

JQ774760 - JQ774766
JQ774938 - JQ775151
KC501773 - KC501792
KJ205223 - KJ709944
KJ768317 - KJ768319
JQ774558 - JQ774559
JQ774560 - JQ774562
J0624012

JQ774767 - JQ774768
JQ774943 - JQ774946
JQ775152 - JQ775153
KC501793 - KC501812
KJ709661 - KJ709662
KJ709945 - KJ709947
JQ774948 - JQ774951
KJ205439

KJ709664 - KJ709665
GU130702.1
KJ709666 - KJ709672
KJ709948 - KJ709949
KJ205233 - KJ205240
JQ774952 - JQ774956
JQ775154 - JQ775158
KJ205241 - KJ205244

Identificacao

Trisopterus minutus

Umbrina cirrosa

Upeneus moluccensis

Uranoscopus scaber

Vinciguerria attenuata

Vinciguerria poweriae

Xenodermichthys copei

Xiphias gladius

Xyrichtys novacula

Zenion hololepis

Zenopsis conchifer
Zeus faber

Zoarces viviparus

N¢ de acesso GenBank
KJ205440 - KJ205443
JQ775159 - JQ775163
KJ205245 - KJ205257
KJ205316 - KJ205321
KJ205444

JQ624013

KC501813 - KC501832
JQ624014

KC501833 - KC501852
KJ709673

KJ709950

KJ768320

KJ709674

KJ709675

JQ774563 - JQ774568

JQ624016

KC501873 - KC501892
KJ709676

KJ709951

KJ709677 - KJ709679
JF718831 - JF718835
KJ768321

KJ768322

EU869849 - EU869870
JQ624017

KC501893 - KC501912
KJ205258 - KJ205262
KJ709680

KJ709952

KJ768323 - KJ768324
MLFPI359-14*
MLFPI360-14*
MLFPI361-14*
MLFPI362-14*
KJ205263
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