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APRESENTAÇÃO

As Ciências Biológicas abrangem múltiplas áreas do conhecimento que se 
dedicam ao estudo da vida e dos seus processos constituintes, sejam elas relacionadas 
à saúde, biotecnologia, meio ambiente e a biodiversidade. Dentro deste contexto, 
o E-book “As Ciências Biológicas e a Interface com vários Saberes 2”, apresenta 
24 capítulos organizados resultantes de pesquisas, revisões de literatura, ensaios 
teóricos e vivências de diversos pesquisadores do Brasil. 

No capítulo “ASPECTOS MICROBIOLÓGICOS DE COMPOSTOS 
ORGÂNICOS PROVENIENTES DE COMPOSTAGEM DOMÉSTICA EM SÃO LUÍS 
- MA” Vasconcelos e colaboradores investigaram a presença de Samonella ssp. e de 
coliformes termotolerantes em compostos orgânicos provenientes de compostagem 
de resíduos domésticos de um bairro localizado na zona urbana de São Luís, 
Maranhão. Carvalho e colaboradores em “INCIDÊNCIA DE STREPTOCOCCUS 
AGALACTIAE EM CULTURA DE SWAB VAGINAL E ANORRETAL ANALISADAS 
EM LABORATÓRIO PARTICULAR DE BELÉM DO PARÁ” descreveram a incidência 
de Streptococcus agalactiae em amostras coletadas em sítios anais e vaginais de 
gestantes provenientes de um laboratório particular de Belém do Pará.  

Em “ASCARIDÍASE: UM GRAVE PROBLEMA DE SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL 
E NO MUNDO” Soares e colaboradores apresentam uma revisão sobre a parasitose 
causada por Ascaris lumbricoides discutindo seu modo de transmissão, sintomas, 
epidemiologia, tratamento e profilaxia. No capítulo “PERFIL EPIDEMIOLÓGICO DE 
DERMATOFITOSES EM PACIENTES ATENDIDOS EM UM LABORATÓRIO DA REDE 
PRIVADA DE MACEIÓ – AL” Calumby e colaboradores avaliaram a frequência de 
dermatofitoses em pacientes atendidos em um laboratório da rede privada de Maceió, 
Alagoas, e obtiveram dados epidemiológicos sobre a dimensão desta problemática, 
as quais podem servir como fonte de informações para órgãos públicos e para a 
comunidade científica.

Sobrinho e colaboradores no capítulo “PRINCIPAIS TÉCNICAS APLICADAS À 
DETECÇÃO DO PAPILOMAVÍRUS HUMANO (HPV) EM TUMORES ASSOCIADOS: 
BREVE REVISÃO DE LITERATURA” realizaram uma breve revisão de literatura sobre 
este tema, abordando os aspectos gerais da infecção por HPV, seus mecanismos de 
oncogênese e a reposta celular à presença do vírus. Também foram discutidos no 
capítulo os principais métodos utilizados na detecção do vírus, abordando as técnicas 
que se baseiam na detecção do genoma viral como a PCR (polymerase chain reaction) 
e a Captura Híbrida, e aqueles baseados na observação de alterações morfológicas 
induzidas pelo vírus como a detecção de coilócitos e a imuno-histoquímica. Em 
“CARCINOMA ORAL DE CÉLULAS ESCAMOSAS: RELATO DE CASO E REVISÃO 



DE LITERATURA” Castro e colaboradores trazem um relato de um caso clínico-
cirúrgico de carcinoma de células escamosas de língua, bem como, apresentam uma 
revisão literária explorando a caracterização clínica, sintomatologia, diagnóstico e 
tratamento da doença. 

Serpe e Martins no capítulo “POLÍMERO POLI-E-CAPROLACTONA 
ASSOCIADO A FÁRMACOS PARA CONTROLE DA DOR E INFECÇÃO: UMA 
REVISÃO DA LITERATURA” efetivaram uma revisão na literatura especializada 
sobre os sistemas de liberação controlada a base do polímero poli-ε-caprolactona 
(PCL), focando em seu uso associado aos anestésicos locais, antiinflamatórios não 
esteroidais (AINEs) e antibióticos. O capítulo de autoria de Fernandes e Suldofski 
“PREVALÊNCIA DE DOENÇA RENAL CRÔNICA E SUA RELAÇÃO COM O NT-
PRÓBNP EM PACIENTES DE UM HOSPITAL UNIVERSITÁRIO NO PARANÁ” trazem 
dados sobre a prevalência dos estágios de DRC em uma população de pacientes 
que realizaram dosagem de NT-PróBNP e estudaram a relação entre os níveis deste 
marcador e Taxa de Filtração Glomerular (TFG) calculada por CKD-EPI.

Tuono e colaboradores em “TERMOGRAFIA INFRAVERMELHA NO FUTEBOL 
FEMININO DE ELITE: ANÁLISE DE MEMBROS INFERIORES EM REPOUSO 
DURANTE AS FASES DO CICLO MENSTRUAL” analisaram a temperatura da pele 
dos membros inferiores, em repouso, de jogadoras de futebol de elite do Brasil, 
durante as diferentes fases do ciclo menstrual. Alves e colaboradores no capítulo 
“AVALIAÇÃO DA QUALIDADE DE VIDA ASSOCIADA À CRONOBIOLOGIA EM 
TRABALHADORES DE TURNO DE UM HOSPITAL UNIVERSITÁRIO DOS CAMPOS 
GERAIS” analisaram o perfil cronobiológico da equipe de enfermagem responsável 
pela clínica médica do Hospital Universitário Regional dos Campos Gerais (HURCG), 
visando correlacionar o cronotipo com a qualidade de vida dos indivíduos estudados.

No capítulo “A EXPOSIÇÃO AOS AGROTÓXICOS NA SAÚDE HUMANA” 
Tenório e colaboradores discutem sobre as implicações negativas que o contato direto 
e indireto com essas substâncias pode acarretar na saúde humana.  Em “EXTRATOS 
DE DALEA COMO POTENCIAL PARA FITO-INGREDIENTES: AVALIAÇÕES 
ANTIOXIDANTES, ANTITIROSINASE, ANTIFÚNGICA E CITOTOXICIDADE IN 
VITRO” Gaudio e colaboradores analisaram as propriedades químicas e biológicas 
de Dalea leporina, espécie sem estudo químico ou biológico, e a comparou com 
as espécies D. boliviana e D. pazensis  visando verificar a existência de atividade 
antioxidante, antitrosinase e antifúngica.

No capítulo “AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE DEGRADAÇÃO DE MATÉRIA 
ORGÂNICA DE EFLUENTES LÁCTEOS POR LEVEDURAS” Ribeiro e colaboradores 
avaliaram a capacidade de degradação da matéria orgânica presente no soro de 
ricota, que é um dos principais efluentes das indústrias de laticínios, e, analisaram 
a dosagem de açúcar redutor e proteínas totais antes e após a fermentação. De 



autoria de Pessoa, Mesch e Guzmán, o capítulo “ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE 
ÓLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS SOBRE ISOLADOS DE ALTERNARIA SOLANI, 
CAUSADOR DA PINTA PRETA NO TOMATEIRO” avaliaram o efeito antifúngico dos 
óleos de eucalipto (Eucalyptus globulus), melaleuca (Melaleuca quinquenerviano), 
citronela (Cymbopogon winterianus) e cravo-da-índia (Syzygium aromaticum) no 
controle do fungo causador da pinta preta do tomate em condições in vitro. 

O capítulo “DESCRIÇÃO ANATÔMICA DA CAVIDADE ORAL DE TUBARÃO-
MARTELO, SPHYRNA LEWINI” de autoria de Vargas e colaboradores apresenta um 
estudo morfológico detalhado da cavidade oral de Sphyrna lewinii e correlacionam 
o tamanho, as estruturas e formatos ao tipo de alimentação e hábito de forrageio 
desde animal. Silva e colaboradores em “MARCADORES MITOCONDRIAIS 
REVELAM BAIXA VARIABILIDADE GENÉTICA DE PROCHILODUS NO SISTEMA 
HIDROLÓGICO PINDARÉ-MEARIM” utilizaram sequências do genoma mitocondrial 
para identificar e estimar os níveis de variabilidade genética de Prochilodus na 
tentativa de esclarecer o status taxonômico de P. lacustris de ocorrência nas bacias 
hidrográficas Pindaré e Mearim do Maranhão.

Em “QUANTIFICAÇÃO DO ÁCIDO URSÓLICO PRESENTE EM EXTRATOS 
HIDROETANÓLICOS DE DIFERENTES PARTES DA NÊSPERA” Santos, Silva 
e Fante realizaram um estudo quantitativo do ácido ursólico presente em extratos 
de diferentes partes da nêspera. Gonçalves e colaboradores em “TOXICIDADE EM 
NÍVEL CELULAR DE PRODUTOS SANEANTES DE POLIMENTO DE UTENSÍLIOS 
DE ALUMÍNIO PRODUZIDOS E COMERCIALIZADOS NO BRASIL” investigaram 
por meio de meristemas de raízes de Allium cepa, em dois tempos de exposição 
e três concentrações/diluições, os potenciais citotóxicos e genotóxicos de produtos 
“brilha alumínios” produzidos e comercializados no país. No capítulo “QUALIDADE 
BIOLÓGICA DO SOLO EM ÁREAS CULTIVADAS COM CANA-DE-AÇÚCAR NO 
ESTADO DE GOIÁS” Faquim e colaboradores estudaram a influência da cultura 
da cana-de-açúcar nos atributos biológicos do solo, em duas regiões do estado de 
Goiás (Quirinópolis e Goianésia), em talhões de cana-de-açúcar com diferentes anos 
de implantação, de modo a identificar se há equilíbrio, sustentabilidade e possíveis 
modificações no solo em decorrência do cultivo da cana-de-açúcar. 

Pinheiro e Silva em “ELABORAÇÃO DE MATERIAL DIDÁTICO PARA AÇÕES 
DE EDUCAÇÃO E SAÚDE SOBRE CÂNCER DE PELE NA EJA NA COMUNIDADE 
PESQUEIRA DE PIAÇABUÇU/AL” descrevem o processo de construção e aplicação 
de um material didático desenvolvido para auxiliar na execução de ações de 
educação e saúde em uma escola da rede pública na modalidade EJA no município 
de Piaçabuçu, Alagoas. Pinto e colaboradores no capítulo “ANÁLISE DE CONCEITOS 
GEOCIÊNTÍFICOS ABORDADOS EM UM LIVRO DIDÁTICO DO 6º ANO UTILIZADO 
EM UMA ESCOLA MUNICIPAL NA CIDADE DO RIO DE JANEIRO” analisaram a 



eficiência do conteúdo de geociências em um livro didático em comparação com a 
Base Nacional Comum Curricular. 

O capítulo de autoria de Pozzebon e Lima “MANDALA SENSORIAL COMO 
RECURSO PEDAGÓGICO PARA INCLUSÃO DE ALUNOS COM NECESSIDADES 
ESPECIAIS NO ENSINO DE BOTÂNICA E EDUCAÇÃO AMBIENTAL” utilizaram-
se de uma Mandala Sensorial, construída na Universidade Tecnológica Federal do 
Paraná, para possibilitar a construção do conhecimento de Educação Ambiental e 
Botânica, além de promover a inclusão de alunos atendidos pela sala de recursos 
multifuncionais de um Colégio do município de Dois Vizinhos em Paraná. Em  
“ANÁLISE E AVALIAÇÃO DOCUMENTAL DAS ORIENTAÇÕES CURRICULARES 
PARA O ENSINO DE CIÊNCIAS NA EDUCAÇÃO INDIGENA: UM OLHAR PARA 
A BOTÂNICA” Marques e colaboradores realizaram uma análise documental e 
bibliográfica sobre o ensino indígena com foco no conteúdo de botânica, presentes 
nas orientações Curriculares nacionais e estaduais vigentes para o ensino de Ciências 
e Biologia. Pozzobon e Merli no capítulo “SUSTENTABILIDADE AMBIENTAL E 
BIOCOMBUSTIVEIS NO CONTEXTO EDUCACIONAL” investigaram na literatura 
especializada elementos que buscam sistematizar as discussões à temática ambiental 
e a produção de energia limpa dentro da área da educação, visto que estes devem 
ser trabalhados para o processo de socialização dos conhecimentos científicos e uma 
mudança de perfil socioambiental das gerações futuras.

Em todos esses trabalhos, percebe-se a linha condutora entre as Ciências 
Biológicas e suas interfaces com diversas áreas do saber, como a Microbiologia, 
Parasitologia, Anatomia, Biologia Celular e Molecular, Botânica, Zoologia, Ecologia, 
bem como, estudos envolvendo os aspectos das Ciências da Saúde, Ciências 
Ambientais, Educação em Ciências e Biologia. Espero que os estudos compartilhados 
nesta obra contribuam para o enriquecimento de novas práticas acadêmicas e 
profissionais, bem como possibilite uma visão holística e transdisciplinar para as 
Ciências Biológicas em sua total complexidade. Por fim, desejo à todos uma ótima 
leitura. 

Clécio Danilo Dias da Silva
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MARCADORES MITOCONDRIAIS REVELAM BAIXA 
VARIABILIDADE GENÉTICA DE Prochilodus NO 

SISTEMA HIDROLÓGICO PINDARÉ-MEARIM

Jordânia Letícia do Nascimento Silva
Universidade Estadual do Maranhão

CESC/UEMA
Caxias-MA

Elidy Rayane de Rezende França
Universidade Estadual do Maranhão

UEMA
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Universidade Estadual do Maranhão

CESC/UEMA
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Maria Claudene Barros 
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RESUMO: As espécies do gênero Prochilodus 
apresentam padrões morfológicos bastante 
similares, dificultando assim sua identificação 
gerando, portanto, incertezas quanto ao seu 
status taxonômico, inclusive para as espécies 
Prochilodus lacustris e Prochilodus nigricans. 
Diante disso, objetivou-se identificar e estimar os 
níveis de variabilidade genética de Prochilodus e 
assim esclarecer essa problemática taxonômica. 
Para isto, as coletas foram realizadas nas bacias 

Mearim e Pindaré, sendo ainda incluídas para 
as nossas análises amostras de P. nigricans 
da Amazônia. Posteriormente o DNA total 
foi extraído através do kit da Promega, a 
amplificação dos genes rRNA 16S, COI e Cyt 
b realizada via PCR e os produtos da reação 
purificados e sequenciados. As sequências 
obtidas foram alinhadas e editadas no programa 
Bioedit, as análises filogenéticas e as médias 
de divergências geradas no programa MEGA 
X e as análises populacionais realizadas nos 
softwares DNAsp, ARLEQUIN e NETWORK. Um 
total de 72 espécimes foram sequenciados para 
o gene rRNA 16S, 71 para gene COI e 51 para 
Cyt b, mostrando uma forte similaridade entre 
as amostras de P. lacustris e P. nigricans, com 
valores de divergência variando de 0 a 0,2%. 
As análises filogenéticas revelaram um clado 
fortemente suportado com 100% de bootstrap, 
entre os espécimes analisados. A AMOVA 
revelou para todos os genes valores de FST baixos 
quando analisados apenas os rios maranhenses, 
entretanto quando o grupo dos espécimes dos 
rios do sistema hidrológico Pindaré-Mearim 
e os da Amazônia foram analisados estes 
apresentaram valores de FST baixos para o gene 
rRNA16s (0,024), moderados para o Cyt b (0,238) 
e elevado para o gene COI (0,751). Assim, 
nossos resultados revelaram a alta similaridade 
genética entre os táxons P. lacustris e P. nigricans 
nas bacias estudadas, sugerindo a ocorrência de 
um único táxon e apontando, portanto, para uma 
revisão taxonômica para estas espécies.
PALAVRAS-CHAVE: Peixe, DNA Mitocondrial, 
Curimatá, Populacional.
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ABSTRACT: The species of the genus Prochilodus present very similar morphological 
patterns, thus making their identification difficult, thus generating uncertainties 
regarding their taxonomic status, including for the species Prochilodus lacustris and 
Prochilodus nigricans. Therefore, the objective was to identify and estimate the levels 
of genetic variability of Prochilodus and thus clarify this taxonomic problem. For this, 
the collections carried were out in the Mearim and Pindaré basins, and samples of P. 
nigricans of the Amazon. Subsequently, the total DNA was extracted using the Promega 
kit, the amplification of the 16S rRNA, COI and Cyt b genes performed via PCR and the 
reaction products purified and sequenced. The sequences obtained aligned were and 
edited in the Bioedit program, the phylogenetic analyzes, the means of divergences 
generated in the MEGA X program, and the population analyzes performed in the 
software DNAsp, ARLEQUIN and NETWORK. 72 specimens sequenced were for the 
16S rRNA gene, 71 for the COI gene and 51 for Cyt b, showing a strong similarity 
between P. lacustris and P. nigricans samples, with divergence values ranging from 
0-0.2%. Phylogenetic analyzes revealed a strongly supported clade with 100% 
bootstrap, among the analyzed specimens. AMOVA revealed low FST values for all 
genes when only the Maranhão rivers were analyzed, however when the group of 
river specimens from the Pindaré-Mearim hydrological system and those from the 
Amazon were analyzed, they presented low FST values for the rRNA16s gene (0.024), 
moderate for Cyt b (0.238) and high for the COI gene (0.751). Thus, our results revealed 
the high genetic similarity between P. lacustris and P. nigricans in the studied basins, 
suggesting the occurrence of a single taxon and therefore pointing to a taxonomic 
review for these species.
KEYWORDS: Fish, Mitochondrial DNA, Curimatá, Population.

1 | 	INTRODUÇÃO
Os Prochilodontidae (Characiformes) são amplamente distribuídos em águas 

doces neotropicais (GARCIA et al. 2009), sendo representado por três gêneros 
(Ichthyolephas, Semaprochilodus e Prochilodus) e cerca de 21 espécies válidas 
(CASTRO; VARI, 2004). Sendo o gênero Prochilodus o que possui maior número de 
espécies descritas com 13 representantes (CASTRO; VARI, 2003 e 2004). 

Dentre as espécies deste gênero, Prochilodus lacustris (Steindachner, 1907) 
endêmica das bacias hidrográficas Parnaíba, Mearim e Tocantins (PIORSKI, 2010; 
RAMOS et al., 2014; CARDOSO et al., 2019) e Prochilodus nigricans (Spix; Agassiz, 
1829) amplamente distribuída na bacia Amazônica e do Tocantins (CASTRO; VARI, 
2004; QUEIROZ et al., 2013; MACHADO et al., 2016) constituem importante recurso 
pesqueiro para suas regiões. Sendo suas distribuições ampliadas para outras bacias 
Maranhenses, sendo P. lacustris para a bacia do rio Itapecuru (BARROS et al., 2011; 
NASCIMENTO et al., 2016, ABREU et al., 2019) e P. nigricans descritas para as bacias 
Itapecuru, Mearim e Turiaçu (ABREU et al., 2019).

Entretanto devido a diferenciação morfológica muito sutil (MELO et al., 
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2018) e o seu comportamento migratório (SIVASUNDAR et al., 2001; (GODINHO; 
KYNARD, 2006; MELO et al., 2016) baixos níveis de variabilidade genética e estrutura 
populacional (SIVASUNDAR et al., 2001; RUEDA et al., 2013; FERREIRA et al., 2016) 
tem sido encontrado para estes peixes.

Além disso, trabalhos genéticos com filogenia molecular, vem revelando 
que estas espécies compreendem um dos complexos de espécies problemáticas 
(TURNER et al., 2004; FRABLE et al., 2016; MELO et al., 2016; FERREIRA et al., 
2016; MELO et al., 2018; SALES et al., 2018) sendo detectado pouca divergência 
genética entre estas linhagens (MELO et al., 2018).

Entre os marcadores mitocondriais utilizados, o gene mitocondrial Citocromo 
Oxidase Subunidade I (COI) com cerca de 645 pares de base (HERBET et al., 2003; 
HUBERT et al., 2008) vem se mostrado eficiente na identificação de várias espécies 
de peixes marinhos e de água doce com uma taxa de sucesso de mais 90% (PEREIRA 
et al., 2013).

O gene 16S rRNA faz parte da grande subunidade ribossomal do DNA 
mitocondrial (PALUMBI, et al., 1996) e também têm se mostrado um bom marcador 
para análises de diferenciação de peixes, como também em estudos comparativos 
intergenéricos e interespecíficos (CALCAGNOTTO et al., 2005; FRAGA et al., 2007; 
FRAGA et al., 2014). O uso desses genes tem sido utilizado com sucesso em estudos 
filogenéticos de diversos grupos de vertebrados, como em peixes, pois existe uma 
considerável variação em algumas espécies (CALCAGNOTTO et al., 2005). 

Outra região do DNA mitocondrial que tem sido amplamente estudada em 
peixes é o gene Citocromo b (Cyt b), sendo utilizado em análises de táxons que 
divergiram recentemente tais como populações e espécies (FARIAS et al., 2001; 
SANTOS et al., 2003; FRAGA et al., 2007).

Portanto, neste estudo sequências do genoma mitocondrial foram utilizadas 
para identificar e estimar os níveis de variabilidade genética de Prochilodus na 
tentativa de esclarecer o status taxonômico de P. lacustris de ocorrência nas bacias 
hidrográficas Pindaré e Mearim que apresenta forte similaridade genética com P. 
nigricans da bacia Amazônica. E dessa forma elucidar as incertezas taxonômicas que 
envolvem estas espécies.

2 | 	METODOLOGIA 

2.1	  Área de estudo e obtenção das Amostras
Os espécimes de P. lacustris foram coletados nas bacias Mearim e Pindaré, 

sendo ainda incluídas para nossas análises amostras de P. nigricans provenientes da 
bacia amazônica (Rios Xingu e Tapajós) (Figura 1). 
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Figura 1. Localização das bacias hidrográficas onde foram obtidos os espécimes.

As amostras foram coletadas utilizando apetrechos de pesca como rede 
de arrasto, malhadeira e tarrafas de diferentes aberturas (10 a 200 mm), sendo 
estas devidamente autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade 
e Conservação (ICMBIO) (ICMBIO n°. 46367-1 - Rio Pindaré e ICMBIO - MMA n° 
42.119-2 - Rio Mearim). 

Os espécimes coletados foram acondicionados em sacos plásticos e 
transportados em gelo ao Laboratório de Genética e Biologia Molecular (GENBIMOL) 
do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do Maranhão 
- CESC/UEMA. Os peixes coletados foram etiquetados, fotografados e amostras de 
tecido muscular retiradas. 

Os tecidos foram preservados em álcool 80% e mantidos sob refrigeração a 
-20ºC. Os exemplares foram fixados em formalina 10% e conservados em álcool 70%. 
A identificação dos espécimes foi realizada através de literatura específica (BRITSKI 
et al., 1999; SOARES, 2005; PIORSKI et al., 2007) e confirmada por especialista, 
sendo os espécimes de Prochilodus das bacias Pindaré-Mearim identificadas como 
P. lacustris. Exemplares testemunhos foram depositados no Museu de Zoologia da 
Universidade de São Paulo – MZUSP e na Universidade Estadual de Londrina – 
MZUEL.  As amostras de tecidos de P. nigricans provenientes da bacia amazônica 
encontravam-se depositados no banco de tecidos do Laboratório de Genética e 
Biologia molecular (GENBIMOL) do CESC/UEMA.

2.2	 Procedimentos genéticos 
O DNA total foi extraído usando o kit Wizard Genomic DNA Purification da 
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Promega seguindo as instruções do fabricante. O isolamento e amplificação das 
regiões genômicas rRNA 16S, COI e Cyt b foi realizado através da técnica de Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR) usando-se primers específicos para cada gene, 
para o gene COI:COIF1: ‘5-TCAACCAACCACAAAGACATTGCC-AC-3’; e COIR1: ‘5 
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’ como descrito por (WARD et al., 2005), 
para o gene  rRNA 16S– 16sL1: ‘5-GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC-3’ e 16SH2: 
‘5-CCGGTTCTGAACTCAGATCACGT-3’ como descrito por (PALUMBI et al., 1991) e 
para o gene Cyt b- L14725: ‘5-CGAAACTAATGAAAAACCACCCCGTTG-3’, e  MVZ16: 
‘5-AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT-3’ como descrito por (SANTOS et al. 2003 
e PATTON 1993).

Todos os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT® (USB 
Corporation) seguindo instruções dos fabricantes. Os produtos das PCRs purificados 
foram utilizados em uma reação de sequenciamento utilizando-se o Kit “Big Dye 
TMTerminator v 3.1 Cycle Sequencing Readyc Reaction” (Applied Biosystems). Após 
a precipitação os produtos foram submetidos à eletroforese em um sequenciador 
automático de DNA (ABI 3500).

2.3	 Análises dos dados
As sequências obtidas foram alinhadas e editadas manualmente no programa 

Bioedit (HALL, 1999). As sequencias dos quatros marcadores foram concatenadas 
no programa Seaview4 (GOUY et al., 2010), para se efetuar uma análise filogenética 
unificada do conjunto de dados. As analises filogenéticas foram realizadas apenas 
para os dados concatenados através dos métodos de análise de agrupamento de 
vizinhos (NJ) e máxima verossimilhança (ML) usado o programa MEGA X (KUMAR, 
et al., 2018), ambas usando, o modelo evolutivo de substituição nucleotídica Kimura-2 
parâmetros (KIMURA, 1980), com 1000 réplicas de bootstrap. FELSENSTEIN, 1985).

Foram utilizadas como grupo externo sequências para o gene rRNA16S 
Leporinus piau (HM015221) (ARDURA et al., 2010) e Hoplias malabaricus (HQ171346) 
(OLIVEIRA et al., 2011). Para o gene COI Leporinus piau (FJ418763) (ARDURA 
et al., 2010) e H. malabaricus (GU702203) (PEREIRA et al., 2011) e para Cyt b H. 
malabaricus (KF530815) (UTSUNOMIA et al., 2014) sendo estas obtidas do GenBank. 
Foi utilizado também para o gene Cyt b uma sequência de L. Piau proveniente da 
bacia do rio Pindaré.

As médias de distâncias genéticas foram geradas no programa MEGA 
X, utilizando o modelo Kimura-2-Parâmetros (K2P). As análises populacionais 
(Diversidade haplotípica, nucleotídica, sítios polimórficos e número de haplótipos) 
foram realizadas no software DNAsp 6.1 (ROZAS et al., 2018). A Análise Molecular de 
Variância (AMOVA) foi realizada no ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER et al., 2010), para 
verificar a existência de diferenciação populacional em diferentes níveis hierárquicos. 
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A divergência nucleotídica entre e dentro os haplótipos de cada rio/bacia foram 
determinados pela distância p não corrigida (rRNA 16S, COI e Cyt b).

 A relação entre os haplótipos foi inferida por meio da construção de uma rede 
de haplótipos não enraizada, obtida através do programa NETWORK 5.0.1.1 (http://
www.fluxus-engineering.com) usando o método de mediam-joining (BANDELT et al., 
1999). 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	  Análise do polimorfismo e Análise da diversidade genética
Os fragmentos sequenciados tiveram um total de 557pb para o gene rRNA 16S, 

625 para o COI e 790pb para Cyt b, um total de quatro haplótipos foram identificados 
para os genes analisados, com valores de diversidade haplotípica e nucleotídica de 
h=0,208 e π= 0,0005 para o gene rRNA16S, para o COI valores de h=0,362 e π= 
0,0007 e para o Cyt b, h=0,375 e π= 0,0001(Tabela 1). No trabalho de Silva et al. 
(2011) utilizando sequências de P. lacustris da bacia do Itapecuru em comparação 
com espécimes de P. nigricans da Amazônia através do gene mitocondrial rRNA 16S 
encontraram resultados maiores de diversidade haplotípica com valor de h= 0,502. 
Melo et al. (2018), analisando sequências do gênero Prochilodus através do gene 
COI, também encontrou índices maiores de diversidade haplotípica com valores de 
h = 0,951.

Populações/
Genes 

analisados N
P. 

lacustris
P. 

nigricans
Pares 

de 
bases NH S

Índice de 
Diversidade 
Molecular

h π

rRNA 16S 72 54 18 557 pb 4 3 0,208 0,0005

COI 71 56 15 625 pb 4 3 0,363 0,0007

Cyt b 51 35 16 790 pb 4 8 0,375 0,0001

Tabela 1. Diversidade genética nos espécimes de P. lacustris x P. nigricans baseado 
nos genes rRNA 16S, COI e Cyt b.

N = número amostral NH = número de haplótipos S = sítios polimórficos h = diversidade 
haplotípica e π = diversidade nucleotídica.

Dos quatros haplótipos encontrados para os genes analisados o haplótipo H1 
foi compartilhado entre as populações Pindaré, Mearim e Amazônia, sendo este o 
mais frequente, na qual revelou a formação de apenas um grande táxon formado 

http://www.fluxus-engineering.com
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por espécies do grupo P. nigricans da região da Amazônia e P. lacustris das bacias 
hidrográficas do Maranhão (Figura 2).

Figura 2. Redes de haplótipos gerada para P. lacustris x P. nigricans provenientes das 
bacias hidrográficas Pindaré, Mearim e Amazônia com base nos genes A-rRNA 16S, 

B-COI e C-Cyt b.

3.2	  Análises filogenéticas e distância genética 
As análises filogenéticas geradas revelaram a formação de um único grande 

agrupamento uma vez que as sequências obtidas dos espécimes de P. lacustris da 
bacia do Maranhão agruparam-se em único clado fortemente suportado com 100% de 
bootstrap com as sequências de P. nigricans do rio Amazonas, confirmando, portanto, 
a similaridade entre os espécimes analisados (Figura 3).
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 Figura 3.  Árvore haplotípica concatenada COI, rRNA 16S e Cyt b (1972 pb), obtida 
através dos métodos Máxima verossimilhança (MV) e Agrupamento de vizinhos (NJ) 
com 1000 réplicas de bootstrap, através do algoritmo Kimura 2-parâmetros. AMAZ-

Amazonas, TUR-Turiaçu, PER-pericumã, PIN-Pindare, PARNA-Parnaiba, TOC-
Tocantins, MEA-Mearim e PIN-Pindaré.

As matrizes de distância genética para os genes analisados, revelou baixos 
níveis de divergências entre as populações com índices variando de 0 a 0,2 %, 
quando relacionados com os provenientes dos rios da Amazônia (Tabela 2). Melo 
et al. (2018), analisando sequências do gênero Prochilodus através do gene COI, 
também encontrou distâncias genéticas baixas variando de 0,004 a 0,025%.

Tabela 2. Matriz de distância genética com baseados nos genes rRNA 16S, COI e Cyt b 
para as populações de P. lacustris x P. nigricans. provenientes das bacias hidrográficas 

Pindaré, Mearim e Amazônia.
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3.3	  Análise molecular de Variância (AMOVA)
Quando foram analisadas apenas o grupo do Maranhão com as bacias 

Mearim e Pindaré os testes de AMOVA mostraram que a maior variação ocorreu 
dentro as populações com valores de p significativos e índices estatísticos Fst de 
(0,017/0,010/0,019), quando analisados os grupos dos rios Maranhenses e Amazonas 
os testes da AMOVA mostraram que a maior variação ocorreu dentro das populações 
para os genes rRNA 16S e Cyt b e entre os grupos para o gene COI com valores de p 
significativos e índices estatísticos Fst de (0,024/0,751/0,238) (Tabela 3). 

De acordo com Wrigth (1965), valores entre 0 e 0,05 indicam baixo nível de 
diferenciação genética; valores entre 0,05 e 0,25 indicam diferenciação genética 
moderada e acima de 0,25 indicam elevada diferenciação. Nossos resultados assim 
permitiram verificar para ambas análises (Grupo - Mearim e Pindaré/ Grupo - rios 
Maranhenses e Amazonas) valores de Fst para em sua maioria baixos, ou seja, com 
baixa estruturação genética entre as populações, considerando-se os parâmetros 
adotados por Wrigth (1965).

Tabela 3.  Resultados da AMOVA para populações de P. lacustris x P. nigricans como 
dois grupos com base em sequências das regiões rRNA 16S, COI e Cyt b.

*Valores de P calculados com 1.023 permutações aleatórias.

Os baixos níveis de variabilidade observados em nosso estudo por meio dos 
marcadores mitocondriais (COI, rRNA16S e Cyt b) aparenta ser comum entre as 
espécies do gênero, uma vez que baixos índices de diferenciação foram retratados 
por outros autores utilizando diferentes tipos de marcadores moleculares, como nos 
trabalhos desenvolvidos por Turner et al. (2004); Frable et al. (2016); Melo et al. 
(2016); Ferreira et al. (2016); Melo et al. (2018); Sales et al. (2018).

Melo et al. (2018) analisando diversas espécies de Prochilodus de uma vasta 
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área da América do Sul, através do gene mitocondrial COI detectou em seu estudo 
pouca divergência genética entre as linhagens deste gênero. Evidenciando ainda que 
espécies de Prochilodus com distribuição distinta são pouco variáveis compreendendo 
apenas uma única linhagem mitocondrial.

Evidências substanciais relatam que os baixos níveis de estrutura populacional 
entre os procilodontídeos são resultados da migração (SIVASUNDAR et al., 2001; 
RUEDA et al., 2013; FERREIRA et al., 2017; MACHADO et al., 2017). Stanley (1979) 
sugeri que a migração e fluxo gênico influenciaram diretamente no estado morfológico 
conservado neste gênero levantando algumas questões sobre os padrões de 
migração que influenciaram a diversificação sem mudanças morfológicas. No entanto, 
não há estudos com o objetivo de detectar se as migrações de longa distância afetam 
a diversificação genética em nível de espécie em peixes de água doce neotropicais 
(MELO et al., 2018).

Vale ressaltar, que os peixes desta família exibem certa homogeneidade e 
conservação dos caracteres morfológicos adotados para a distinção das diferentes 
espécies (FRABLE et al., 2016). Além disso, alguns grupos de espécies do gênero 
Prochilodus têm diferenciação morfológica muito sutil, sendo as espécies discriminadas 
por faixas e valores merísticos e pela drenagem biogeográfica onde geralmente são 
endêmicas (CASTRO; VARI, 2004), inclusive P. lacustris e P. nigricans. 

Os baixos níveis de divergências genéticas encontrados entre as populações 
das bacias maranhenses (Mearim e Pindaré), se devem ao fato destas bacias 
possuírem certa conectividade e o fluxo gênico ser maior, uma vez que os rios Mearim 
e Pindaré formam um único sistema hidrológico que desemboca no rio Itapecuru na 
região do Golfão Maranhense (PIORSKI, 2010).

Assim nossos resultados utilizando os marcadores moleculares (rRNA16S, COI 
e Cyt b) para P. lacustris das bacias maranhenses e P. nigricans da bacia amazônica 
demostram que estes não apresentaram índices de divergência genética suficiente 
para discriminar cada espécie, revelando que estamos diante de um único táxon, e 
que deve ser feita uma revisão para este grupo.

4 | 	CONCLUSÃO
As populações estudadas apresentaram baixos níveis de variabilidade e 

distância genética, com os diferentes marcadores mitocondriais (rRNA 16S, COI e 
Cyt b), revelando portando apenas um único táxon entre as espécies de P. lacustris 
e P. nigricans sendo necessária uma revisão taxonômica entre estas espécies uma 
vez que a identificação correta das espécies é o primeiro passo para o sucesso de 
qualquer programa de manejo e conservação de recursos pesqueiros. 
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