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ESTRUTURA DE DISSERTACAO

Esta dissertacdo é composta por dois capitulos, com uma parte introdutéria e outra parte
em artigo cientifico. Este formato estd de acordo com o regimento em vigor do Programa de
Pds-Graduacao em Ecologia Aquatica e Pesca da Universidade Federal do Paréa.

A primeira parte (Capitulo 1) contém uma introdugdo geral onde é abordado um pouco
sobre a comercializagdo dos cefalopodes e dos outros recursos pesqueiros de forma geral, assim
como a importancia de utilizar métodos moleculares para identificacdo dos recursos pesqueiros.
Além disso, sdo apresentados os objetivos do trabalho e a sua justificativa. A segunda parte
(Capitulo 2) compreende a um artigo a ser submetido na revista Reviews in Fish Biology and
Fisheries visando revelar a identificagdo genética das espécies de cefalopodes rotulados de

forma incompleta em feiras e mercados da América Latina.
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RESUMO

Os cefalopodes sdo amplamente comercializados, principalmente as lulas onde as principais
espécies exploradas sdo membros da familia Loliginidae e Ommastrephidae, no entanto durante
as varias formas de comercializagdo, ocorrem o processamento do animal, que inclui a retirada
e a separacdo da cabeca do individuo, bragcos ou mesmo séo cortados em anéis, 0 que acaba
dificultando a identificagdo morfoldgica e facilitando substituicbes intencionais ou nao
intencionais, sendo necessario procedimentos mais eficientes para uma correta identificacao.
Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo demonstrar a eficacia do fragmento do
16S rDNA para identificar geneticamente as espécies de lulas comercializadas em mercados e
feiras da Ameérica Latina. Foram coletadas amostras de supermercado e diretamente de
pescadores em feiras. Cada sequéncia gerada foi submetida ao site Genbank para comparacao
molecular e incluidas no banco de dados para posterior identificagdo genética, principalmente
as amostras que estavam sendo vendidas processadas. Foram gerados um total de 552pb do
fragmento mitocondrial 16S rDNA de 181 lulas. A comparacdo das sequéncias por meio do
Blastn revelou a presenca de oito espécies que sdo amplamente comercializadas na regido
Latino Americana. Todas as sequéncias avaliadas no presente estudo, quando comparadas aos
dados do Genbank, obtiveram uma identificacdo a nivel de espécie com similaridade >98%. As
sequéncias identificadas no Blastn foram recuperadas em clados altamente suportados,
separando duas familias, sendo elas Loliginidae e Ommastrephidae, com cinco e trés espécies
identificadas, respectivamente. Nossos resultados indicam erro de rotulagem em algumas
amostradas do estado do Pard que continham a espécie Dosidicus gigas d’ Orbigny, 1823
encontradas somente no Oceano Pacifico, que estavam rotuladas genericamente como “Lula
Nacional”. As sequéncias que foram identificadas como Urouteuthis duvaucelii d” Orbigny,
1835 demonstraram indicios de forte estruturacdo de agrupamento diferentes com sequéncias
advindas do Genbank. Dessa forma, 0s nossos resultados demonstram a eficacia do fragmento
16S rDNA para a identificacdo de espécies e avaliacdo de erros de rotulagem, tais préaticas de
substituicdo e fraudes comerciais se tornaram uma problematica tanto na perspectiva econémica
como ambiental, que poderiam ser cessados no Brasil com leis mais rigorosas no qual se exijam
0 nome comum e cientifico das espécies, assim como mecanismos eficientes de identificacéo,

afim de se permitir uma negociacdo honesta com o consumidor.

Palavras-Chaves: Cefalépodes, Rotulagem, Substituicdo, Identificagdo molecular.



ABSTRACT

The cephalopods are widely commercialized, especially the squids where the main species
exploited are member of the Loliginidae and Ommastrephideae family. However for
commercialization, the species suffer the animal process which includes the removal and
separation of the animals head, arms or even sliced into rings, what implies difficulty for correct
identification and improves substitutions. This process demands additional procedures for
correct identification, like utilization of molecular methods. In this context, the present study
aims to demonstrate the efficacy of the 16S rDNA fragment to genetically identify the squid’s
species commercialized in markets and fish mongers in Latin America. Each sequence
generated was submitted to the GenBank site to molecular comparation and include in the
database to posterior generic identification of the samples, especially the samples that was being
sold processed. All sequences generated a total of 552 bp of the mitochondrial fragment 16S
rDNA from 181 squids, and the sequence comparison of the sequences by Blastn revealed the
presence of eight species that are widely commercialized in the Latin America regions at species
level with similarity >98%. All identified sequences on Blastn were recovered in highly
supported clades, separating two genetically distinct families, Loliginidae and
Ommastrephidae, with five and three species identified respectively. Our results indicate a
labeling error in some specimens from the Paré state that contained the species Dosidicus gigas
(d’Orbigny, 1823) found only in the Pacific Ocean that was generically labeled as “National
Squid”. The sequences that were identified as Uroteuthis duvaucelii (d’Orbigny, 1835) showed
evidence of strong structuration of different group with sequences coming from Genbank.
Therefore our results show an efficiency of the 16S rDNA fragment to the identification of
species and labeling errors validation, such practices of substitution and commercial fraud has
become a problem from both an economical and environmental perspective, which could be
assessed in Brazil with more rigorous laws in which require the common and scientific names
from the species, as well as efficient identification mechanisms, in order to enable the honest

negotiation with the consumer.

Keywords: Cephalopods; Labeling; Substitutions; Molecular Identifications.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. COMERCIALIZACAO DE RECURSOS MARINHOS PESQUEIROS

A producdo pesqueira tem mostrado um aumento constante nos dltimos tempos,
atingindo um recorde de 214 milhdes de toneladas, no valor de cerca US$ 424 bilhdes, no qual
a producdo de animais aquaticos em 2020 foi mais de 60% superior a média da década de 1990
(FAO, 2022). A comercializagdo engloba uma das etapas da cadeia produtiva, sendo uma das
acOes da atividade pesqueira que tem intensa importancia econémica e social, esta Gltima, em
virtude de grande parte das familias que trabalham com a atividade dependerem exclusivamente
da venda do pescado (Gass, 2022). Ainda se referindo ao ano de 2020, 225 estados e territorios,
apresentaram algum tipo de atividade ligados a comercializacdo de produtos de pesca, sendo a
China o maior produtor, exportador e processador mundial de recursos pesqueiros, no qual suas
exportacbes compreendem em grande parte de cefalépodes, camardes, tilapias, moluscos
bivalves e peixe branco processado (FAO, 2022).

Com o0 aumento da exploracdo dos recursos pesqueiros e o decaimento na abundancia
dos estoques das espécies alvos como camardes, lagostas, bacalhau e sardinhas, que sustentam
as pescarias industriais, os chamados ‘recursos marinhos nao convencionais’, dos quais os
cefalopodes fazem parte, comecaram a ganhar mais importancia e aumento em sua exploracéao
(Jereb et al., 2005). O aumento nos desembarques de cefalopodes nas ultimas décadas foi
devido a crescente demanda do mercado e consequentemente no esforco da pesca (Arkhipkin
et al., 2015). Diversas espécies de cefalopodes de médio e grande porte estdo sujeitas a
exploracdo em larga escala, onde um dos principais motivos da preferéncia dos consumidores
a estas espécies esta ligado a carateristicas fisiologicas de algumas espécies como corpos
musculares com sabor e textura aceitaveis para o consumo humano (Zlatanos et al., 2006; Jereb
& Roper, 2010; Wen et al., 2015).

A pesca de cefalopodes colabora com uma pequena porcentagem (2-5%) dos
desembarques globais de espécies marinhas em relacdo aos peixes durante os anos de 1960 a
2014. Contudo, sua contribuicdo para a producdo pesqueira mundial aumentou gradativamente
de 0,5 milhdes de toneladas em 1950 para 4,85 milhdes de toneladas em 2014 (FAO, 2019).
Em 2020, as exportacfes de cefalopodes totalizaram US$10,2 bilhdes, representando o

equivalente a 6,8% do valor total das exportagdes de produtos aquaticos, tendo China, Italia,
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Espanha, Japdo e a Republica da Coreia como um dos mercados mais importantes de
importacGes de cefalopodes (FAO, 2022).

O aumento de desembarques de cefalopodes foi relatado nas estatisticas de captura
marinha durante as Ultimas décadas (Caddy & Rodhouse, 1998; Rocha & Vega, 2003;
Doubleday et al., 2016). Esses desembarques aumentaram em 416% desde 1961, marcando um
recorde historico de quatro milhGes de toneladas (Ospina-Alvarez et al., 2022). No entanto, na
maioria das pescarias de grandes escalas, os cefalépodes sdo desembarcados como capturas
acessorias (Lishchenko et al., 2021). Como é o caso de Loligo vulgaris Lamarck,1798 que é
principalmente capturado por captura acesséria das pescarias de arrasto pelagicos e de fundo

durante todo o ano, no Atlantico e no Mediterraneo (Jereb et al., 2015).

1.2. CEFALOPODES DE IMPORTANCIA COMERCIAL: LULAS

O comércio global de cefalopodes envolve a pesca e a producdo de mais de dez espécies
de valor comercial, contribuindo também, para a subsisténcia econdmica de milhares de
comunidades costeiras em todo o mundo (Ospina-Alvarez et al., 2022). As espécies de maiores
interesses econdmicos pertencem a duas ordens distintas: Decapodiformes e Octopodiformes
(Arkhipkin et al.,2015) e apenas algumas espécies de cefalépodes séo pescadas comercialmente
em grande escala (Kreuzer, 1984), como as espécies de polvos que vem se tornando um dos
principais recursos pesqueiros com um alto valor comercial mundialmente (Teixeira, 2011).

Para a costa brasileira, especialmente nas regides Sudeste e Sul as principais espécies de
lulas capturadas e comercializadas s@o da familia Loliginidae Lesueur, 1821, sendo as espécies
mais capturadas em desembarques industriais e artesanais: Doryteuthis pleii Blainville, 1823 e
Doryteuthis sanpaulensis Brakoniecki, 1984. A espécie Lolliguncula brevis, Steenstrup, 1881
é regulamente capturada em pesca de camardo como fauna acompanhante, porém, é também
pescada e comercializada em Sao Paulo, onde é chamada de "lula-branca”. (Zaleski, 2010;
Sales et al., 2011; Tosadori, 2022).

Do ponto de vista da pesca industrial de cefalopodes, espécies da familia Ommastrephidae
Streenstrup, 1857, como o Illex argentinus Castellanos, 1960, é a espécie de cefalopodes mais
capturada na regido do Sul do Brasil e mundialmente a mais comercializada (Perez et al., 2009;
Jereb & Roper, 2010) havendo também participacdo nas pescarias industriais de D.
sanpaulensis e D. pleii, principalmente nos estados de S&o Paulo e Santa Catarina (Perez et al.,
2002, Gasalla et al., 2005a,b; Perez et al., 2005; Postuma, 2010).
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As capturas médias por viagem de Doryteuthis pleii pela frota artesanal em S&o Paulo
apresentou uma sazonalidade durante o periodo de novembro de 2002 a mar¢o de 2009, onde
as maiores capturas chegaram a 90kg no més de janeiro de 2002 e 120 kg em margo de 2004,
tendo uma queda para 45 kg em novembro de 2004, contudo, em fevereiro de 2009 foi
registrado a maior alta na pesca desses cefalopodes, chegando ao monte de 160 kg em fevereiro
daquele ano (Postuma, 2010). Nao existindo relatos de acompanhamento de estatistica de pesca
para cefaldpodes de outras partes da costa brasileira, devido ao fato da maioria das capturas
destes individuos nestas regides, ocorrem de forma acidental, muitas vezes associadas a fauna
acompanhante de camardes marinhos, sendo baixa a procura por estas espécies nestas outras
regides (Branco, Freitas-Junior & Christoffersen, 2015).

Entretanto, no estado do Par4, levantamentos moleculares prévios junto a frota pesqueira
indicam a ocorréncia de cinco espécies de lulas: Doryteuthis pealeii Le Sueur, 1821;
Doryteuthis pleii Blainville, 1823: Doryteuthis surinamensis Voss, 1974; Lolliguncula brevis
Blainville, 1823; Ommastrephes cylindraceus Le Sueur, 1821 (Araujo et al., 2008, Sales et al.,
2011), havendo algumas vezes a presenca destas espéecies vendidas para redes varejistas locais,

que reembalam os individuos e colocam para venda.

1.3. POR QUE UTILIZAR METODOS MOLECULARES PARA IDENTIFICACAO DE
PRODUTOS PESQUEIRQOS?

A importancia atual do comércio de pescado exige desenvolvimento tecnoldgico na
producdo, no manuseio, no processamento e na distribuicdo de alimento, a fim de garantir a
autenticidade e origem desses produtos pesqueiros (Gil., 2007; Rasmussen & Morrissey, 2008;
Di Pinto et al., 2013). A autenticacao de alimentos tornou-se muito importante com a crescente
procura dos produtos de pesca, devido a preocupacdo ndo apenas para a prevencdo de fraudes
comerciais, mas também para avaliacdo dos riscos de seguranca resultante da introducao de
ingredientes alimentares que possam oferecer riscos a saide humana (Rasmussan & Morrissey,
2008). Visto que, espécies que ndo declaradas nos rotulos podem causar riscos para pessoas que
possuem alergias, como no caso do Surimi (Kani-Kama) que sao feitos com cefalépodes, bem
como a ocorréncia de substituicdo com espécies que contém neurotoxinas como o peixe Baiacu
(e.g., Takifugu rubripes) (Guisti, Armani & Sotelo, 2017). A rotulagem incorreta contribui
também para a superexploracdo dos recursos estoques, ocasionando uma diminui¢do dos
recursos pesqueiros, implicando na possibilidade extingdo das espécies superexploradas que

sdo mais vulneraveis (Agnew et al., 2009; Pardo et al., 2018).
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A substituicdo de espécies pesqueiras de alta qualidade por espécies de qualidade
inferior € uma préatica cada vez mais comum porque oferece recompensas financeiras imediatas
(Di pinto et al., 2015). Normalmente, as especies utilizadas nas substituicbes possuem valores
inferiores aos que sdo declarados nos rétulos das embalagens, ou sdo uma forma de comércio
de espécies que foram capturadas (de forma acidental ou ndo) em alto mar que tem o seu status
de comercializagdo e captura proibidas pelas legislagdes vigentes, mas mesmo assim, sao
vendidas de forma processada sobre nomes vulgares “guarda-chuva” ocorrendo principalmente
com espécies de elasmobranquios (Palmeira et al., 2013; Feitosa et al., 2018; Rodrigues-Filho
et al., 2020).

Entretanto, nem sempre a substituicdo de espécies comerciais pode ser caracterizada
como fraude comercial, uma porc¢éo da rotulagem inadequada ocorre de forma néo intencional,
muito por conta dos caracteres morfologicos utilizados para a identificacdo de espécies que
podem ser facilmente equivocados. A troca também pode surgir devido ao fato de diferentes
espécies possuirem um nome vernacular em comum, ou por diferentes nomes vulgares em
diferentes regides, embora casos de fraudes também ocorram de forma intencional afim de se
obter maiores lucros (Pauly et al., 2005; Worm et al., 2006, Brito et al, 2015). Em geral, estes
produtos sdo apenas identificados por termos genéricos como “Lula nacional”, identificacao
esta que ndo oferece ao consumidor a informacdo de quais espécies estdo sendo
comercializadas, visto que o Brasil apresenta muitas espécies de lulas capturadas ao longo da
costa (Haimovici et al., 1994).

Os cefalopodes apresentam poucos caracteres morfologicos que sdo informativos em
nivel de espécie, fato este que geralmente pode causar problemas na correta identificacdo de
espécies proximamente relacionadas (Guzik et al., 2005). No caso das lulas, a forma de
consumo é extensa e diversificada, passando por varios tipos de processamento: os individuos
podem ser comercializados secos, enlatados, frescos, congelados ou inteiros (Chapela et al.,
2003), poréem, na maioria dos mercados sdo popularmente vendidos eviscerados, sem pele e
cortados em anéis, o que torna a identificacao da espécie que esta sendo comercializada bastante
desafiadora (Colombo et al., 2002; Chapela et al., 2003; Sales et al., 2011). Estas também
podem ser comercializados em forma de “salada”, comprometendo a identificacdo morfologica
e mascarando o numero de espécies e individuos processados, podendo conter mais de um
individuo em uma Unica bandeja (Figura 1).

A identificacdo de espécies inteiras de cefalopodes frescos pode ser realizada por
inspecdo visual de acordo com chaves morfoldgicas disponiveis. No entanto, isso requer um

alto nivel de especializacéo, por que os caracteres morfométricos podem ser influenciados por
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fatores ambientais (Martinez, et al., 2002). Além disto, em virtude do seu corpo mole 0s
cefalépodes podem ser facilmente danificados durante a coleta, tornando assim uma
identificacdo morfolégica completamente invidvel para produtos processados, onde as
caracteristicas anatdmicas foram removidas ou alteradas (Wen et al., 2017).

Essas modificacdes dificultam ou mesmo impedem a identificacdo, tornando mais
propicio a fraude econémica, onde as espécies altamente valorizadas como, por exemplo, as da

familia Loliginidae, sejam substituidas por aqueles de menor valor comercial como as da

familia Ommastrephidae, 0 que se torna uma preocupagdo para 0 mercado comercial
internacional (Johnson, 2007; Chapela et al., 2003).

Figura 1: Imagens ilustram as diferentes formas de comercializagcdo das lulas A) lulas em
formato de anéis B) lulas inteiras em bandeja C) “salada” D) lulas vendidas em feiras. Fonte:
arquivo pessoal.

A utilizacdo de técnicas moleculares tem colaborado significativamente para a
identificacdo de diversas espécies de cefalopodes, que representam similaridade morfologica
(Brierley et al.,1994; Sin et al., 2009; Sales et al., 2013; Jin et al., 2022). Numerosas técnicas
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que se baseiam na andlise de proteinas tém sido utilizadas para a identificacdo de espécies de
pescados (Asensio, 2007). No entanto, as proteinas sdo sensiveis ao calor, podendo ser
desnaturadas, por cozimento, fritura, ou exposi¢do prolongada ao ambiente (Asensio, 2007).
Para amostras processadas, cozidas ou degradadas, técnicas baseadas em DNA podem ser
usadas para fornecer suporte significativo para a autenticidade de espécies (Di Pinto et al.,
2013). Com o avanco de técnicas moleculares, houve um grande desenvolvimento e utilizagéo
do DNA, apresentando vantagens sobre técnicas que utilizam proteinas, pois 0 DNA apresenta
estabilidade a temperatura elevada, estd presente em todos os tipos de tecidos, além de
apresentar variacao intra e interespecifica (Mackie, 1996; Asensio, 2007).

Uma técnica amplamente utilizada atualmente é a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que se revelou uma ferramenta Util para a identificacdo de espécies, ajudando a
desvendar eventuais substituicdes, permitindo analisar pequenas quantias de amostras e que
foram submetidas a diferentes tipos de processamento como congelamento por periodos
prolongados, cozimento, fritura e mistura com outros tipos de tecido (Colombo et al., 2002;
Rasmussen & Morrissey, 2008). Quando auxiliados por métodos moleculares, as pesquisas de
mercado podem fornecer identificagdo precisa de espécies e estimativa do volume do comercio,
mesmo o0s produtos que s@o vendidos de formas processados (Clarke et al., 2006; Palumbi,
2007).

Dos diferentes marcadores utilizados para a identificacdo de pescados, 0 gene
originalmente proposto para ser o marcador mitocondrial especifico para animais, utilizado pela
iniciativa de cddigo de barras de DNA (DNA barcoding), é o gene citocromo oxidase
subunidade | (COI) (Hebert et al., 2003). Entretanto, existem criticas a aplicabilidade geral do
uso do gene COl, por causa da presenca de pseudogenes (Rubinoff, 2006). Sendo esta questao
um problema exclusivo para os moluscos, pois varios estudos demostraram algumas alterac6es
nos genomas mitocondriais, incluindo reorganizacao, duplicacdo e delecdo de genes (Boore &
Brown, 1995; Boore, 1999). Para a classe Cephalopoda, ja foram relatadas limitagcdes para o
uso do gene COI, com alguns membros da familia Ommastrephidae apresentando duas copias
do gene (Yokobori et al., 2004).

No entanto, outros genes mitocondriais tém sido eficientes como marcadores de cédigo
de barras, em particular o 16S rDNA, o qual faz parte da grande subunidade ribossomal, e que
tem sido amplamente utilizado em trabalhos de identificacdo de espécies devido a conservagado
estrutural de suas sequéncias, além da abundancia (devido a repeti¢do), sendo atil também na
amplificacdo de diversos tdxons como: bactérias, esponjas e mamiferos (Wainwright et al.,
1993; Colombo et al., 2002; Gomes, 2009; De Oliveira et al., 2013; Sales et al., 2013). Sendo
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usado para andlises filogenéticas de cefalépodes (Bonnaud et al., 1994; Warnke et al., 2004;
Sales et al., 2013), proporcionando assim, um bom conjunto de dados de referéncias, e esta
atualmente disponivel para identificacdo de espécies (Gomes, 2009; De Oliveira et al., 2013).
Para cefaldpodes, este gene se mostrou amplamente efetivo para filogenias intraespecificas,
sendo bastante utilizada para a diferenciacdo entre espécies (Bonnaud et al., 1994; Warnke et
al., 2004, Sales et al., 2013). O uso de ferramentas molecular também tem sido eficaz para o
auxilio na identificacdo de espécies ameacadas de extin¢do (Barbuto et al., 2010; Palmeira et
al., 2013; Brito et al., 2015).

2. JUSTIFICATIVA

Os cefalopodes sdo animais amplamente comercializados, sendo um importante
recurso pesqueiro ao redor do mundo, cujos desembarques tém aumentado rapidamente nas
ultimas décadas. Diversas espéecies de lulas de médio e grande porte estdo sujeitas a uma
exploracdo em larga escola por possuirem uma alta taxa proteica e baixo teor de gordura,
apresentando uma elevada preferéncia para o consumo humano. Esses animais podem ser
comercializados de diferentes maneiras, como produtos frescos ou congelados, inteiros ou
processados (anéis e bragos), onde 0 processamento muitas vezes remove ou prejudica as
caracteristicas diagndsticas, importantes para a identificacdo das espécies.

Desta forma, o produto acaba tornando-se alvo para as substituicbes de espécies
(intencionais ou ndo), onde as substituicdes intencionais ocorrem principalmente de espécies
com o valor comercial maior para alguns grupos, por espécies de valor comercial menor, o que
impossibilita o consumidor de fazer uma escolha consciente do produto que esta comprando.
Contudo, por ndo existir nenhuma legislacao especifica brasileira abrangente para as rotulagens
de espécies de cefalopodes ou mesmo uma lista com 0s nomes vernaculares e cientificos das
espécies comercializadas em feiras e mercados, este fato, associado a remocao dos caracteres
morfoldgicos devido ao processamento das espécies, podem levar o consumidor a adquirir a
compra de espécies que ndo seriam a alvo primario de compra. Nesse sentindo, buscou-se
utilizar o fragmento do gene 16S rDNA para identificar quais espécies de lulas estdo sendo
comercializadas, tanto na forma de bandejas contendo animais processados, como espécimes
vendidos inteiros, com o intuito de estimar se ha indicios de substituicdo intencional ou ndo na
comercializacdo de espécies de lulas em algumas regides da América Latina, através da

comparacdo de sequéncias do site Genbank.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral identificar geneticamente as espécies de
lulas comercializadas em mercados e feiras na América Latina por meio do gene mitocondrial
16S rDNA.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Inferir quais s&o as espécies mais frequentemente comercializadas em feiras e mercados
em algumas regides da América Latina.

e Avaliar se ha substituicdo ou ndo, bem como, a presenca de informacdes genéricas
acerca das espécies de lulas comercializadas em feiras e mercados dos locais

amostrados.
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Resumo

Nas ultimas décadas, a importancia comercial dos cefalopodes teve aumento consideravel,
sendo um importante recurso pesqueiro ao redor do mundo. No entanto, durante as etapas de
comercializacdo destas espécies, principalmente para as comercializadas em mercados, estes
passam pelo processo conhecido como finning que inclui a retirada e separacdo da cabeca, do
braco ou mesmo tendo a estrutura corporal cortada em anéis, o que acaba dificultando ou,
muitas vezes, impede a identificacdo das espécies, 0 que pode proporcionar substituicdes. Nesse
sentindo, o presente estudo tem como objetivo utilizar o gene 16S rDNA para identificar
geneticamente as espécies de cefalopodes comercializadas em mercados e feiras da América
Latina. Foram coletadas amostradas inteiras e processadas de supermercados e diretamente de
pescadores locais, o local aproximado da coleta. Cada sequéncia gerada foi submetida ao site
Genbank para comparag@o molecular e incluidas no banco de dados para posterior identificacdo
genetica. A comparacéo das sequéncias por meio do Blastn revelou a presenca de oito espécies
que s@o amplamente comercializadas na regido Latino Americana. Nossos resultados indicam
erro de rotulagem em algumas amostradas do estado do Para que continham a espéecie Dosidicus
gigas (d” Orbigny, 1823) encontradas somente no Oceano Pacifico que estavam rotuladas
genericamente como “Lula Nacional”. Ndo sendo encontrado nenhum tipo de substituicao entre
as amostras que estavam sendo comercializadas em feiras e mercados, apenas erro de
rotulagem. Dessa forma, os nossos resultados demonstram a eficacia do fragmento 16S rDNA

para a identificacdo de espécies e avaliacdo de erros de rotulagem.

Palavras-Chaves: Cefalépodes, Recursos Pesqueiros, Identificacdo de espécies, Rotulagem.
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Introducgéo

Nas Ultimas décadas, a importancia comercial dos cefalopodes cresceu notavelmente em
volume de comercializagdo (Caddy e Rodhouse 1998; Watson e Pauly 2001; Jereb e Roper,
2010). O numero de espécies de cefaldpodes que sdo alvos de pescarias comerciais tem crescido
nos ultimos tempos, onde essa expansao foi causada tanto pelo aumento e demanda de consumo,
bem como novas tecnologias e acesso a novas regides de pesca e aguas mais profundas (Vieites
et al 2019). E se tratando de valor comercial, os membros da familia Ommastrephidae
representam o maior volume de comercializagdo e importancia mundial (FAO 2016).
Loliginideos representam a segunda familia de interesse de capturas globais devido a sua
distribuicéo limitada a plataforma continental, em regides tropicais e temperadas ao redor do
mundo, bem como a alta qualidade da carne das especies (Jereb e Roper 2010; Sales et al. 2011),
tendo alto valor protéico, alta variedade de amino&cidos essenciais e indices de gordura
extremamente baixos, fazendo o consumo regular das espécies parte de dietas saudaveis e
balanceadas (Anfaco-Cecopesca 2018; USDA 2018).

Atualmente, os cefalépodes representam cerca de 2,5% da producéo de frutos do mar,
seus desembarques aumentaram desde 1961, atingindo um recorde de cerca de 4 milhdes de
toneladas em 2013 (Ospina-Alvarez et al. 2022). Em consumo dos cefalopodes, os paises
asiaticos, europeus, africanos e norte americano detém as dez maiores frotas pesqueiras do
mundo (FAO 2020), tendo Espanha, Italia e Japdo os maiores consumidores (FAO 2016; 2018).

Na America do Sul, Dosidicus gigas D’orbigny 1835 tem sido amplamente explorada,
sendo exportada pelo Peru para mais de 50 paises, onde varias tentativas estdo sendo realizadas
para diversificacdo de novos produtos feitos com as espécies dentre eles, enlatados, pré-cozidos,
assados e entre outros (Vieites et al. 2019). Esta alta demanda para exportacdo, faz com que, a
comercializacdo de espécies inteiras seja bastante reduzida ou dificultada, havendo muitas
vezes a necessidade de processamento o que acarreta maior tempo de validade dos produtos
derivados (Anfaco-Copesca 2018; USDA 2018).

Entretanto, o processamento na maioria das vezes remove ou danifica caracteristicas
diagnosticas que sdo importantes para uma identificacdo correta da espécie por meio de
caracteristicas taxonémicas tradicionais (Di pinto et al. 2013). No caso dos cefaldpodes, existe
a remocao dos intestinos, pele, bracos, tentaculos, nadadeiras e cabeca, onde as espécies muitas
vezes sdo cortadas em anéis ou tubos (Chapela et al 2003; Johnson 2007), desta forma,
removendo todas as caracteristicas morfologicas que sdo usadas para identificar as espécies

como sexo, ou maturidade sexual (Roper e Mangold 1998; Chapela et al. 2003).
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Essas modificagdes dificultam ou mesmo impedem a identificacdo, tornando mais
propicio a fraude econdmica onde as espécies altamente valorizadas como, por exemplo, as da
familia Loliginidae séo substituidas por espécies de menor valor comercial como as da familia
Ommastrephidae, 0 que se torna uma preocupacdo para 0 mercado comercial internacional
(Johnson 2007; Chapela et al. 2003), ou muitas vezes, a substituicdo ndo intencional, onde por
falta de conhecimento sisteméticos, os proprios fornecedores ndo conseguem identificar
corretamente as espécies, atribuindo a estas termos guarda-chuva que abrigam muitas espécies
diferentes (Cawthorn et al. 2013; Kroetz et al. 2020; Sharrad et al. 2023).

Os métodos moleculares vem sendo largamente empregados em primeiro ponto, para
identificacdo de novas espécies ou populagdes de espécies distintas, fornecendo assim, uma
complementacéo a estudos de sistematica pura, havendo sua aplicabilidade na identificacdo de
espécies ja consolidada em varios grupos taxonémicos distintos (Virgilio et al. 2010;
Hollingsworth et al. 2011, Gales et al. 2022; Rodrigues-Filho et al. 2023), especialmente
métodos de DNA barcodes (Hebert et al. 2003). Essa técnica se baseia na analise da
variabilidade de uma curta sequéncia de nucleotideos para avaliar as diferencas entre as
espécies (Hebert et al. 2003). O gene citocromo oxidase subunidade | (COI) foi inicialmente
proposto por Hebert et al. (2003), essa regido do mitogenoma inclui tanto sitios primarios e
conservados, quanto uma adequada sequéncia de variacdo que permite diferenciacdo entre
espécies (Hellberg et al. 2011).

Entretanto, existem muitas criticas a respeito da escolha do gene COI como regido de
cddigo de barras, como por exemplo, a presenca de pseudogenes (Rubinoff 2006; Rubinoff et
al. 2006). Para espécies de moluscos, este € um grande problema onde varios estudos ja tem
demonstrado a presenca de alteracbes no genoma mitocondrial, incluindo reogranizagdes,
duplicacdes génicas e delecbes (Boore e Brown 1995; Boore 1999), além de heranca bi parental
em espécies de bivalves (Hoeh et al. 1996). Para espécies de cefalépodes, as principais
limitacdes da aplicacdo do gene COIl encontra-se na familia Ommastrephidae devido a varias
espécies apresentarem duas copias deste gene (Yokobori et al. 2004), fazendo que sua aplicacédo
como ferramente de DNA barcoding para este grupo seja inadequada. A regido ribossomal
grande rrL (tambem conhecida como 16S rDNA) € uma alternativa adequada para ser utilizada
como regido molecular para identificacdo de espécies, devido a sua natureza conservada, e
grande numero de copias nas mitocéndrias, j& tendo sido usada amplamente na resolucéo de
analises filogenéticas em espécies de cefalopodes (Bonnaud et al. 1994; Warnke et al. 2004;
Sales et al. 2013; Sales et al. 2019; Costa et al. 2021).
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Dentre as principais vantagens na utilizacdo de métodos moleculares na identificacao
de produtos pesqueiros esta o fato da facilidade de amplificacdo de regides alvo, bem como
poder ser utilizado qualquer por¢do do corpo de um espécime ou individuos provenientes de
processos de preparo como cozimento, frituras, enlatamento (Teletchea et al. 2005; Villanueva-
Zaya et al. 2021; Mottola et al. 2022). Desta forma, a aplicabilidade de métodos moleculares
pode auxiliar na correta identificacdo da espécie que estd sendo comercializada, podendo
revelar, ndo apenas perdas econdmicas por substituicdes, bem como identificar
comercializacdes de espécies que podem acarretar riscos de saude (VVon der Hayden et al. 2010)
ou a presenca de espécies ameacgadas de extingdo com status de captura e pesca proibidos,
tornando-se necessario o uso de ferramentas adequadas para confirmar a rotulagem dos
produtos e evitar fraudes comerciais (Barbuto et al. 2010).

Quando auxiliados por métodos moleculares, as pesquisas de mercado podem oferecer
uma identificacdo precisa de espécies, mesmo para produtos que foram abatidos e processados
antes da venda (Palumbi 2007). Técnicas usando DNA tem sido largamente usada para analises
forenses de produtos alimentares porque eles fornecem um eficiente, informativo, sensivel e
estimulo especifico de identificacdo e por conta do fato deles poderem ser aplicados para
produtos alimenticios altamente processados (Hebert et al. 2003; Rasmussen e Morrissey 2008).

Visto que, no Brasil as leis de comércio para cefalépodes ndo exigem que todos 0s
produtos contenham nos rotulos das embalagens o nome comum e o nome cientifico das
espécies que estdo sendo comercializadas, estes fatores promovem as substitui¢fes de produtos
pesqueiros de forma intencional fato este que pode provocar prejuizos econdémicos aos
consumidores. No entanto, a Unido Europeia na tentativa de buscar solucGes para diminuigédo
de fraude comercial instituiu regulamentacbes (EC 104/200; EC 2065/2001) que exigem que
0s paises membros disponibilizem listas oficiais com nomes cientificos, comuns e comerciais
das espécies de pescados que estdo sendo comercializados, assim como exigem que nos rétulos
dos produtos também esteja bem informado (Brito 2013).

Levando em consideracdo toda a problematica exposta referente a comercializacdo de
cefalopodes, bem como a auséncia de legislacdo oficial de rotulagem destes produtos que sdo
comercializadas no Brasil, o0 presente estudo teve como objetivo utilizar o fragmento do gene
16S rDNA para identificar quais espécies de lulas estdo sendo comercializadas, tanto na forma
de bandejas contendo animais processados, como espécimes vendidos inteiros nos mercados e
feiras de peixes em alguns paises da Ameérica Latina com o intuito de delimitar se ha indicios

de substitui¢Bes intencionais ao comércios das espécies de cefalopodes.

27



155

156

157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168

169
170

171
172

Material & Métodos
Amostragem

Para o presente estudo, tanto lulas inteiras como processadas foram coletadas
diretamente de pescadores ou de redes de supermercado em diferentes regides do Brasil,
Suriname, México e Guiana Francesa. Para algumas amostras, o local de origem (pesca) e
compra era diferente, sendo todas as informagdes referentes a estes casos, também devidamente
registradas (amostras compradas em Fortaleza-CE, possuiam a identificacdo de origem, sendo
provenientes da Argentina e outro pacote comprado em Belém-PA também identificava a
procedéncia do conteido como Chile (Figura 1). Posteriormente, foi retirado de cada amostra
um pequeno pedacgo de tecido muscular e armazenado em eppendorf contendo alcool 70%,
subsequentemente depositado em freezer a -4°C até o momento da extracdo de DNA. Com
relacdo as amostras compradas na forma processada, cada anel contido na embalagem, foi
considerado como uma amostra diferente. Cada etiqueta com o nome genérico de identificacdo

atribuido, bem como nome do distribuidor e empresa de pesca foi registrado.
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Fig. 1. Mapa com as localidades elaborado no Qgis, onde foram obtidas as amostras de lulas
do presente estudo. Os circulos demostram as localidades associadas as suas respectivas cores.
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Os nomes das localidades com (*) indicam os locais de origem das lulas de alguns pontos
amostrados conforme detalhado na Tabela 1. Abreviagdes representam o nome de cada pais,
sendo: AG=Argentina; BR=Brasil; CH=Chile; GF=Guiana Francesa; MX=México;
SR=Suriname. Shapefile com projecdo WGS84. Edicéo feita no programa Photoshop Cc2023.
Fonte: Shapefile IBGE.

Extracdo, PCR e Sequenciamento de DNA

O DNA total foi extraido a partir do tecido muscular utilizando o protocolo de extracdo
de DNA CTAB (Doyle e Doyle 1987). O fragmento do gene 16S rDNA foi isolado e
amplificado por reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os iniciadores: L1987 (5°-
GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC-3") e H2609 (5’- CGGTCTGAACTCAGATCACGT-3")
(Palumbi et al. 1991). As reacdes foram realizadas contendo um volume final de 15 pul, com 2,4
pl de dNTP (1,25mM), 1,5 pl de solucdo tampdo (10X), 0,8 ul de MgCl2 (50 mM), 0,6 pl de
cada iniciador, 0,12 pl de Tag DNA polimerase (5 U/ul), 1 pl de DNA genémico (200 ng/ul),
e agua ultrapura para completar o volume final da reacéo.

As reacOes foram realizadas de acordo com Sales et al. (2013), cujo protocolo consiste
em: desnaturacdo inicial de 94°C durante 2 min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C
durante 30 s, hibridizacdo a 51°C durante 1 min e extensdo a 72°C durante 2 min, com a etapa
de extensdo final de 72°C no periodo de 7 min. A qualidade e o tamanho do produto de PCR
foram verificados usando eletroforese em gel de agorose a 2%. Para o sequenciamento dos
fragmentos obtidos, as PCR’s foram previamente purificadas usando isopraponol 65% e etanol
70%, e as reacOes de sequenciamento foram realizadas com reagentes do Kit BigDye
Terminator V3.1 Cycle e entdo sequenciadas no sequenciador SeqStudio Genetic Analyzer

(Applied Bioystems).

Anélise de Dados

As sequéncias de DNA geradas foram alinhadas com a ferramenta de alinhamento
automatico CRUSTAL W (Thompson et al. 1997) implementada no programa Bioedit v7.0.9.1
(Hall 1999). Posteriormente as sequéncias passaram por inspecdao visual para eventuais
correcdes do alinhamento automatico, principalmente na regido hiper variavel do gene 16S
rDNA.

Nos utilizamos dois métodos de validacao para identificacdo molecular das amostras do

presente estudo. No primeiro momento, a ferramenta Blastn, disponivel no site Genbank
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(https://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/) foi usada adotando um critério de similaridade

genética de 98% para a assinatura taxondmica especifica a cada sequéncia. Com base no
resultado da analise de similaridade genética (Blastn), foram agregadas sequéncias disponiveis
do NCBI para as inferéncias filogenéticas subsequentes com as seguintes espécies: Doryteuthis
pleii Blainville, 1823; Doryteuthis pealeii Lesueur, 1821; Doryteuthis sanpaulensis
Brakoniecki, 1984; Lolliguncula brevis Blainville, 1823; lllex argentinus Castellanos, 1960;
Dosidicus gigas d’ Orbigny, 1835; Nototodarus sloanii Gray, 1849; Uroteuthis duvaucelii d’
Orbiny, 1835. O nimero de sequéncias geradas neste estudo com o codigo de acesso, bem como
as sequéncias baixadas do Genbank estdo disponiveis no material suplementar 1.
Adicionalmente, para a delimitacdo de espécie como segundo método de identificagdo, o
modelo evolutivo TIM+F+G4, estimado pelo software ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al.
2017), melhor se adequou ao nosso banco de dados. Posteriormente, uma arvore filogenética
de Méaxima Verossimilhanca com bootstrap Ultrafast Bootstrap (Hoang et al. 2018) baseadas
em 1000 pseudorréplicas foi implementada com pacote do programa 1Q-tree v2.2.0 (Minh et
al. 2020). O software Figtree v1.4.4 (Rambaut 2010) foi utilizado para edicdo da arvore
filogenética. Para a visualiza¢do dos dados, foram gerados Barplot e PieDonut no Software R

(R Core Team 2022), utilizando o pacote “ggplot2” e “webr”, respectivamente.
Resultados

Identificacdo molecular

Foram gerados um total de 552pb do fragmento do gene mitocondrial 16S rDNA de 181
amostras de lulas. A comparacdo das sequéncias por meio do Blastn revelou a presenca de oito
espécies que sdo amplamente comercializadas ao longo da regido latino-americana, sendo elas:
D. pleii, D. pealeii, D. sanpaulensis, L. brevis, I. argentinus, D. gigas, N. sloanii, N. gouldi e
U. duvalcelii. (Tabela 1).

Todas as sequéncias avaliadas no presente estudo, quando comparadas aos dados do
Genbank, obtiveram uma identificacdo a nivel de espécie com similaridade >98%. Das 181
amostras identificadas, 18 amostras apresentaram similaridade de 100% com D. pleii (n=13),
D. pealeii (n=2) e L. brevis (n=3), das seguintes localidades respectivamente: Braganca,
Florianopolis, Buzios, Campeche e Curitiba. O restante das amostras identificadas (47)
apresenta um valor minimo de similaridade de 99.80% com D. pleii (n=9), L. brevis (n=28), D.
sanpaulensis (n=5) e D. pealeii (n=5), das respectivas localidades: Sdo Luis, Imbituba, Santos,
Cabo Norte e Suriname.
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Além disso, 11 amostras mostraram um valor minimo de similaridade de 99.79% com
I. argentinus (n=5) e D. pleii (n=6) advindas de Santa Catarina, Argentina e Suriname. E 34
amostras mostraram um valor de similaridade de 99.59% com as espécies D. pleii (n=8) e D.
pealeii (n=26) de Salvador, Fortaleza, Vitdria e Cabo Norte respectivamente. Dentre as
amostras de Guiana Francesa e Belém, 11 amostras apresentaram um valor minimo de
similaridade de 99.43% com as seguintes espécies, U. duvaucelii (n=6), D. pleii (n=4) e D.
gigas (n=1). Por ultimo, 36 amostras obtiveram um valor de 99.41% de similaridade para D.
gigas, do Chile (n=9) e Castanhal (n=27). E oito amostras identificadas apresentaram uma
similaridade de 99.39% com D. pleii, advindo do Cabo Norte. Dentre as amostras de
Floriandpolis, seis apresentaram um valor minimo de 99.21% de similaridade com |I.
argentinus, enquanto 10 amostras restantes da Guiana Francesa apresentaram um valor de
98.88% para N. sloanii. De acordo com 0s nossos resultados, ndo foi encontrada nenhum tipo

de substituicdo com as amostras analisadas no presente estudo.

Tabela 1. Espécies de lula identificadas indicando a localidade, identifica¢do do rotulo, tipo de
processamento e valor minimo de similaridade genética. Os numeros sobrescritos em algumas
localidades indicam o local de origem das amostras: 1 — Santa Catarina; 2 — Argentina; 3 —
Chile. A tabela estendida com os resultados do Blastn individualizados estdo disponiveis no

material suplementar 1.

Localidade Identificacdo do Tipo de Blastn ID Identificacao
Rétulo processamento/ (%) Molecular
Local de Venda
Braganca —PA - Inteira (Feira) 100 D. pleii (n=2)
Florianopolis —  Lula Nacional Inteira 100 D. pleii (n=6)
SC (Supermercado)
Lula Inteira >99.21 1. argentinus (n=6)
(Supermercado)
Salvador-BA - Inteira (Feira) >99.59 D. pleii (n=4)
Fortaleza-CE! Lula Brasileira Inteira (Feira) >99.79 L argentinus (n=3)
Fortaleza-CE? Lula Inteira (Feira) >99.79 1 argentinus (n=2)
Vitoria-ES Lula Inteira (Feira) >99.59 D. pleii (n=4)
Buzios-RJ Lula Inteira (Feira) 100 D. pleii (n=35)
Sao Luis-MA Lula Inteira (Feira) >909.8 D. pleii (n=35)
Imbituba-SC Lula Inteira (Feira) >99.8 D. pleii (n=4)
Campeche-Mx  Lula Inteira (Feira) 100 D. pealeii (n=2)
Santos-SP Lula Inteira (Feira) 99.8 L. brevis (n=1)
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Lula Inteira (Feira) 99.8 D. sanpaulensis
(n=5)
Belem-PA3 Lula Nacional Processada >09.41 D. gigas (n=9)
(Supermercado)
Cabo norte-AP  Lula Inteira (Feira) >99.39 D. pleii (n=8)
Lula Inteira (Feira) >99.59 D. pealeii (n=26)
Lula Inteira (Feira) >99.80 L. brevis (n=27)
Castanhal-PA Lula Nacional Processada >09.41 D. gigas (n=27)
(Supermercado))
Suriname-SR - Inteira (Feira) >99.79 D. pleii (n=6)
- Inteira (Feira) >99.80 D. pealeii (n=35)
Curitiba-PR - Inteira (Feira) 100 L. brevis (n=3)
Guiana Calmars marinés  Processada >08.88 N. sloanii (n=10)
Francesa-GF (Supermercado)
Petits Calmars Processada >09.43 U. duvaucelli (n=6)
marinés (Supermercado)
Belém-PA Lula G Inteira Inteira >99.80 D. pleii (n=4)
(Supermercado)
Lula em Anéis Processada 99.79 D. gigas (n=1)
(Supermercado)

Foram adicionadas 29 sequéncias provenientes do Genbank, baixadas com base no grau
de similaridade das sequencias previamente identificadas, sendo 27 delas relativas as espécies
identificadas com Blastn e trés sequencias da espécie N. gouldi, resultando em um alinhamento
final de 210 sequencias. Todas as sequéncias anteriormente identificadas no Blastn foram
recuperadas em clados altamente suportados, separando duas familias geneticamente distintas,
sendo elas Loliginidae e Ommastrephidae, com cinco e trés espécies identificadas,
respectivamente. Os resultados encontrados com a arvore de Maxima Verossimilhanca foram
concordantes com a analise de similaridade genética (NCBI-Blast), exceto em alguns casos
referentes as estruturacdes dentro de algumas espécies (Fig. 2).

Dentro da familia Loliginidae foram recuperados trés géneros, Lolliguncula,
Doryteuthis e Uroteuthis, totalizando 123 individuos identificados. A espécie mais abundante
foi D. pleii com 48 individuos formando um ramo com 78% de suporte associadas a diferentes
regides (Tabela 1, Figura 2). D. pealeii corresponde ao tdxon com a segunda maior abundéancia
entre os Loliginideos somando 33 sequéncias identificadas formando dois clados com valores

de suporte 96% e 78% respectivamente. L. brevis (n=31) formou um agrupamento junto as
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sequencias baixadas do Genbank de acordo com o respectivo taxon com o valor de suporte de
97%, ndo formando estruturacdes dentro do clado. U. duvaucelii (n= 6) foi recuperado com alto
valor de suporte (99%), no entanto havendo indicios de forte estruturacfes de agrupamento
distintos com sequéncias provenientes do Genbank. D. sanpaulensis (n=5) formou um
agrupamento com 100% de valor de suporte com uma estruturagdo estabelecida entre
sequéncias provenientes de Santos-SP.

Para a familia Ommastrephidae também foram recuperados trés géneros, Dosidicus,
Illex e Nototodarus com um total de 58 individuos identificados. A espécie mais abundante para
essa familia foi o D. gigas com 37 individuos formando um ramo com 99% de valor de suporte.
I. argentinus (n=11) formou um clado com 98% de suporte e mais uma estruturagdo com 87%
de suporte com sequencias provenientes de Florianopolis-SC. No caso das sequencias de N.
sloanii (n=10) o valor de suporte de 97% separou-as de N. gouldi, demostrando também um
valor de suporte de 99% que evidencia essa diferenca entre as sequéncias, visto que 0
agrupamento com N. sloanii ficou com o valor de 97% junto com as sequéncias provenientes
do Genbank. Na analise anterior, algumas sequéncias obtiveram similaridade genética alta com
N. goulgi, no entanto, foi possivel observar a separacdo com valor de bootstrap elevado entre

0S congeéneres presentes no banco de dados.
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Fig. 2: Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca das espécies de lulas identificadas no
presente estudo a partir do fragmento do gene ribossomal 16S rDNA. As ilustracGes foram
geradas de acordo com o shape de cada espécie, as cores associadas aos individuos sdo: D. pleii
— Marrom; D. pealeii — Laranja; D. sanpaulensis — Rosa; L. brevis — Amarelo; D. gigas —
Vermelho; U. duvalcelii — Roxo; N. sloanii — Azul e I. argentinus — Verde. Edicdo da imagem
a posteriori foi realizada utilizando o programa Photoshop Cc2023. As formas tracejadas
indicam o posicionamento das sequéncias provenientes do Genbank associadas aos clados das

respectivas espécies.

Formas de comercializacao

De acordo com 0s nossos resultados, 71% das amostras estavam sendo vendidas de
forma inteira e 29% de forma processada (Fig. 3a). A maioria dos individuos comercializados
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compreende a familia Loliginidae, especialmente individuos que estavam sendo
comercializados de forma inteira nas feiras. A espécie mais frequente encontrada foi D. pleii
(Fig. 3b) do Atlantico Sul Ocidental distribuida entre os estados do Amap4, Para, Maranhé&o,
Bahia, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Santa Catarina, todos as amostras estavam sendo
vendidas na forma inteira em supermecado e feiras.

A segunda espécie com maior frequéncia encontrada D. gigas compradas no estado do
Para. No caso desta espécie, os individuos estavam sendo comercializados de forma processada
(cortado em anéis), contendo nas rotulagens informacdes genéricas de “Lula Nacional”, “Lula
Brasileira”, ou somente “Lula”. Observa-se a ocorréncia de erro de rotulagem em 100% dos
produtos, onde estas amostras sdo advindas das cidades de Belem-PA e Castanhal-PA. Somente
uma amostra que estava sendo comercializada em supermercado em Bélem-PA encontrava
sendo vendida sem informacéo nenhuma no rétulo do produto, contento informagéo unicamente
na etiqueta do freezer do supermercado como “Lula em anéis”.
b)

Doryteuthis pleii

Dosidicus gigas

Doryteuthis pealeii

Lolliguncufa brevis

Illex argentinus

Molecular Identification

Nototodarus sloanii

Uroteuthis duvaucelii

Doryteuthis sanpaulensis

0 10 20 30 40 50
Samples

Fig. 3. Graficos demonstrando os resultados quantificados do presente estudo. a) PieDonut
indicando as amostras identificadas com base no tipo de processamento e local de
comercializacdo das lulas. b) Barplot sumarizando a abundancia das espécies de lulas

comercializadas.

A terceira espécie mais encontra foi a D. pealeii proveniente do Amapa e do México.
Outra espécie frequente foi L. brevis, senda esta proveniente de duas localidades Cabo Norte-
AP e Santos-SP, sendo mais encontra no estado Amapa com (n=27) amostras, todos 0s
individuos estavam sendo comercializados em feiras de forma inteira.

Dentre as espécies comercializadas com menos frequéncia identificada neste estudo
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foram 1. argentinus, encontradas tanto em feiras de peixe na cidade de Fortaleza-CE, porém
tendo como local de origem no rétulo a Argentina, e redes de supermecado de Santa Catarina
de forma inteira. A espécie N. sloanii tambeém foi identificada com menor frequencia, sendo
comercilizada na Guiana Francesa de forma processada (saladas) em supermecado, seguida de
U. duvaucelii que também foi comercializada na Guiana Francesa de forma processada
(saladas), seguida de D. sanpaulensis e D. pealeii do Norte do Atlantico Sul, linhagem
geneticamente distinta de D. pealeii do Atlantico Norte (Sales et al. 2013).

Discussao

Rétulos incorretos acabam prejudicando a escolha consciente do consumidor,
representando alguns riscos pontenciais a saude (Tartre 2016), bem como gerando perdas
financeiras aos consumidores (Van Der Heuden et al. 2010). Adicionalmente, do ponto de vista
da conservacao, “mascaram” a comercializagdo de espécies com status de pesca proibido
(Palmeira et al. 2013; Zeng et al. 2019) ou, quando comercializados ao longo de todo o ano,
espécies que estejam passando por periodo de defeso reprodutivo acabam sendo capturadas,
acarretando desta forma, possiveis impactos futuros em seu recrutamento e estoque
populacional (Stawitz et al. 2016).

O processamento muita das vezes remove ou danifica caracteristicas diagnosticas que
sdo importantes para a identificacdo de espécies por meio da taxonomia convencionais (Barbuto
et al. 2010; Di pinto et al. 2013) o que acaba coloborando para as possiveis substituicGes de
espécies de maior valor comercial por outras de valor inferior. Os resultados gerados no presente
estudo indicam que, quantidade de erro de rotulagem ocorreu em produtos que tinham
espécimes vendidos em 2015 de forma processada, em anéis de lula comercializados com o
nome genérico de “Lula Nacional”, ou seja, nome que sugere ao consumidor que o produto é
pescado no Brasil. Todas as amostras compradas desta forma foram identificadas geneticamente
como D. gigas, uma espécie de lula que ocorre apenas no Oceano Pacifico e ndo em aguas
brasileiras (Markaida et al. 2005; Jereb e Roper 2010). Uma Unica amostra que estava sendo
vendida de forma processada no supermecado em Belém, com a identificacdo no freezer de
“Lula em anéis” em junho de 2022 que também foi identicada como D. gigas, ndo estava de
acordo com a Portaria SDA N° 544, de 14 de marco de 2022, artigo 16° no paragrafo 1°, onde
a mesma enfatiza que “Para produtos da espécie D. gigas é obrigatério a inclusdo de
nomenclatura cientifica, como o aposto explicativo & denominag&o de venda de produto”. Sendo

esta a Unica espécie de cefalépodes a qual existe uma portaria que regulamenta a
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comercializacdo em territorio brasileiro.

Entretanto, nem sempre a substituicdo de espécies comerciais pode ser caracterizada
como fraude comercial intencional. Uma porc¢éo da rotulagem inadequada ocorre de forma néo
intencional, muito por conta dos caracteres morfoldgicos utilizados para a identificacdo de
espécies que podem ser facilmente equivocados, ou simplesmente quando se usa nomes
vernaculares que sdo comuns a mais de duas espécies. Até certo nivel, a rotulagem errada pode
ser resultado de dificuldade de identificacdo de espécies, 0 que ocorre principalmente em grupos
com poucos caracteres morfolégicos informativos e com amplo historico de espécies cripticas
como membros da familia Loliginidae (Sales et al. 2013; Cheng et al. 2014; Costa et al. 2021)
e Ommastrephidae (Fernandez-Alvarez et al. 2020). A confusdo também pode surgir devido ao
fato de diferentes espécies possuirem um nome vernacular, ou por diferentes nomes vulgares
em diferentes regides para a mesma espécie (Brito et al. 2015). Entretanto, normalmente
as substituicdes de espécies que sempre caracterizam fraude comercial, tem por objetivo
obtecédo de lucro maior (Pauly et al. 2005; Worm et al. 2006).

Com relacéo as espécies compradas inteiras provenientes de feiras no norte do Atlantico
Sul que foram identificadas no presente estudo, algumas consideracGes devem ser feitas. A
fauna de lulas proposta para estas regides € muito similar a relatada para a algumas regides da
Costa Norte do Brasil (Jereb e Roper, 2010). A presenca de D. pleii, L. brevis e D. pealeii nestas
localidades esta de acordo com o porposto por revisdes moleculares recentes com espécimes
oriundos da Costa norte do Brasil (Sales et al. 2011; 2013; 2014; 2017; Costa et al. 2021). Como
as duas espéecies de Doryteuthis identificadas no presente estudo apresentam uma elevada
importancia comercial, tanto no Brasil, quanto na América do Norte (Herke e Foltz 2002; Jereb
e Roper 2010; Postuma e Gasalla 2015) é importante esclarecer que a linhagem de D. pleii
comercializada no Brasil, corresponde a espécie de fato (Sales et al. 2017), enquanto que a
linhagem explorada na América do Norte corresponde a uma espécie que até 0 momento nao
foi descrita. A mesma delimitacdo especifica tambem é feita para L. bevis (Sales et al. 2014) e,
embora esta nao tenha importancia comercial (Good et al. 2023), na costa Norte do Brasil,
existe consumo pelos pescadores. Para D. pealeii, 0 padrdo é o oposto, sendo a linhagem que
ocorre no Brasil, uma nova espécie ainda nao descrita (Sales et al. artigo em reviséo).

De acordo com 0s nossos resultados, a maioria das amostras estavam de acordo com a
fauna encontrada na costa brasileira (Haimovici et al. 2009), indicando que as espécies que
estavam sendo comercializados em feiras sé@o provenientes da pesca artesanal, o que colabora

para a falta de fiscalizacdo pelos orgdos responsaveis, o que dificulta a verficacdo das
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ocorrencias de fraude. A auséncia de subtuicdo entre os produtos que foram utilizados no
presente estudo denota a dificuldade que € verificar a ocorréncia de substituicdo para as
amostras que sdo comercializadas no Brasil, por conta da auséncia de informacéo no rotulo,
como 0 nome da espécie que esta sendo vendido para o consumidor, desse modo, tornando
dificil rastrear a substituicdo de uma espécie de lula por outra do mesmo género, ou familia.

Para as espécie do presente estudo em relacdo as outras espécies vendidas em mercados
do Brasil e em paises da América Latina obtidos, ndo se constatou caso de fraude comercial,
mas sim erro de rotulagem, visto que os espécimes eram comercializados apenas como “Lula”.
As sequéncias que foram identificadas como U. duvaucelli demostraram indicios de forte
estruturacdes de agrupamento diferentes com sequéncias advindas do Genbank. Este resultado
esta em concordancia com outros estudos previos que ja indicavam a presenca de multiplas
linhagens dentro de U. duvaucelli.

U. duvaucelii, apresenta um relevante polimorfismo morfoldgico e génetico dentro de
uma area geografica mais ampla (Sin et al. 2009). A espécie apresenta importancia comercial
na regiao asiatica, sendo principalmente pescada ainda de forma artesanal, mas ja constitui um
volume elevado de exportacdes principalmente da Tailandia para outros paises. Para a India, a
especie representa 68% das espécies de cefalopodes exportadas pelo pais (Jereb e Roper 2010).
O clado formado na arvore de Maxima Verosimilhanca (ML) reforcam esse achado, no entando,
a identificacdo por Blastn reitera que todas as sequéncias geradas correspondem ao taxon em
questdo. Diferentes formas de U. duvaucelii sdo reconhecidos pela pesca comercial, contendo
uma forma relativamente grande e outra menor do Golfo de Aden e do Mar Arabico (Nesis
1987), e outras duas outras formas, uma mais robustas e uma mais esbelta do Pacifico Oriental
(Okutani 2005). Nesse sentindo, a diversidade do grupo pode estar submestimada, implicando
significativamente no manejo e na conservacdo da espécie. Os resultados de revisdes
moleculares realizadas nos ultimos anos reforcam a presenca de diferentes espécies dentro de
U. duvaucelli (Sales et al. 2013; Krishnan et al. 2022). Um dos grandes problemas do ponto de
vista de manejo pesqueiro e exploracdo de recursos, decorre justamente quando uma
determinada espécie alvo de exploracdo possui uma espécie criptica, pois do ponto de vista de
manejo e exploracdo comercial, ndo seria uma Unica especie sob exploracdo, mas duas ou
multiplas a0 mesmo tempo, 0 que pode acarretar a reducdo do estoque populacional destas
linhagens, ja que possivelmente, o periodo reprodutivo e area de reproducdo muitas vezes sdo
distintos entre elas (Avise 1996)

Por fim, as sequéncias de N. sloanii ficaram bem separadas na arvore filogenética,
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porém, para algumas sequéncias o Blastn indicou uma similaridade elevada com N. gouldi, no
entanto, na mesma topologia, N. sloanii e N. gouldi formaram clados distintos com alto valor
de suporte. Uma justificativa para explicar esse alto nivel de similaridade entre as espécies é
que antes N. gouldi era considerada como uma subespécie de N. sloanii. De acordo com as
informacdes contidas no rétulo da embalagem que essas amostras vieram, a aréa de pesca da
FAO era 81, Pacifico, cuja mesma condiz com a area de distribuicdo da espécie. Vale ressaltar
que as amostras identificadas como N. sloanii eram proveniente da Guiana Francesa e estavam
sendo comercializadas processadas em supermercados, contendo todas as informacdes
referentes a rotulagem descrita pela Unido Européia na regularmentacdo “EC 104/200; EC
2065/2001”. Os dados obtidos na FAO indicam que as capturas globais para essa espécie teve
uma diminuigdo no ano de 2021, chegando a um volume de 29.832 toneladas, dados inferiores
aos anos de 2020 e 2019 que tiveram um volume de 41.928 e 43.795 de toneladas,
respectivamente.

Devido ao fato das espécies de cefalépodes apresentarem plasticidade morfologica, a
utilizacdo de ferramentas moleculares se torna necessaria para uma correta identificacdo e
rotulagem das especies comercializadas. Visto que, ndo existe uma legislacdo brasileira
abragente para cefalépodes que exija nos rotulos o nome comum e cientifico de todas as
espécies comercializadas, ndo existindo também uma lista oficial contendo os nomes comuns,

comerciais ou cientificos das espécies vendidas no pais.
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Conclusao

Com base nos resultados do presente estudo, as amostras identificadas como D. gigas
que estavam sendo comercializadas de forma processadas (cortadas em anéis) em
supermercados, foram consideradas rotulagem incorretas, visto que estavam sendo vendidas
como “Lula Nacional”, “Lula” ou “Lulas em Anéis”. Todas as outras espécies identificadas
no presente estudo, ndo foram encontradas nenhuma ocorréncia de substitui¢do intencional ou
ndo intencionl. Devido ao fato das espécies de cefalépodes apresentarem alta plasticidade
morfoldgica, a utilizacdo de ferramentas moleculares se torna necesséria para uma correta
identificacdo e rotulagem das espécies que estdo comercializadas. Com os elevados niveis de
rotulagens incorretas registradas, o presente estudo mostra a importancia de utilizar métodos
moleculares que auxiliem na identificacdo de espécies de lulas que sdo comercializadas. A
falta de uma legislacdo brasileira especifica sobre rotulagem para todos os produtos de
cefalopodes da fauna brasileira, pode favorecer as substituicdes intencionais e néo

intencionais, trazendo problematicas como fraude econdmica, ou substituicdes de espécies.
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suporte.
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