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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas abrangem multiplas areas do conhecimento que se
dedicam ao estudo da vida e dos seus processos constituintes, sejam elas relacionadas
a saude, biotecnologia, meio ambiente e a biodiversidade. Dentro deste contexto,
o E-book “As Ciéncias Biologicas e a Interface com vérios Saberes 2", apresenta
24 capitulos organizados resultantes de pesquisas, revisdes de literatura, ensaios
teoricos e vivéncias de diversos pesquisadores do Brasil.

No capitulo “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DE COMPOSTOS
ORGANICOS PROVENIENTES DE COMPOSTAGEM DOMESTICA EM SAO LUIS
- MA” Vasconcelos e colaboradores investigaram a presenga de Samonella ssp. e de
coliformes termotolerantes em compostos organicos provenientes de compostagem
de residuos domésticos de um bairro localizado na zona urbana de Sédo Luis,
Maranhdo. Carvalho e colaboradores em “INCIDENCIA DE STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE EM CULTURA DE SWAB VAGINAL E ANORRETAL ANALISADAS
EM LABORATORIO PARTICULAR DE BELEM DO PARA” descreveram a incidéncia
de Streptococcus agalactiae em amostras coletadas em sitios anais e vaginais de
gestantes provenientes de um laboratério particular de Belém do Para.

Em“ASCARIDIASE: UM GRAVE PROBLEMADE SAUDE PUBLICANO BRASIL
E NO MUNDOQO” Soares e colaboradores apresentam uma revisao sobre a parasitose
causada por Ascaris lumbricoides discutindo seu modo de transmisséo, sintomas,
epidemiologia, tratamento e profilaxia. No capitulo “PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE
DERMATOFITOSES EM PACIENTES ATENDIDOS EM UM LABORATORIO DA REDE
PRIVADA DE MACEIO — AL” Calumby e colaboradores avaliaram a frequéncia de
dermatofitoses em pacientes atendidos em um laboratorio da rede privada de Maceio,
Alagoas, e obtiveram dados epidemiol6gicos sobre a dimensao desta problematica,
as quais podem servir como fonte de informagdes para érgédos publicos e para a
comunidade cientifica.

Sobrinho e colaboradores no capitulo “PRINCIPAIS TECNICAS APLICADAS A
DETECCAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM TUMORES ASSOCIADOS:
BREVE REVISAO DE LITERATURA” realizaram uma breve revisdo de literatura sobre
este tema, abordando os aspectos gerais da infeccao por HPV, seus mecanismos de
oncogénese e a reposta celular a presencga do virus. Também foram discutidos no
capitulo os principais métodos utilizados na deteccao do virus, abordando as técnicas
que se baseiam na deteccéo do genoma viral como a PCR (polymerase chain reaction)
e a Captura Hibrida, e aqueles baseados na observagéo de altera¢cdes morfoldgicas
induzidas pelo virus como a deteccdo de coilocitos e a imuno-histoquimica. Em
“CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS: RELATO DE CASO E REVISAO



DE LITERATURA” Castro e colaboradores trazem um relato de um caso clinico-
cirtrgico de carcinoma de células escamosas de lingua, bem como, apresentam uma
revisdo literaria explorando a caracterizagéo clinica, sintomatologia, diagnostico e
tratamento da doenca.

Serpe e Martins no capitulo “POLIMERO POLI-E-CAPROLACTONA
ASSOCIADO A FARMACOS PARA CONTROLE DA DOR E INFECCAO: UMA
REVISAO DA LITERATURA” efetivaram uma revisdo na literatura especializada
sobre os sistemas de liberagdo controlada a base do polimero poli-e-caprolactona
(PCL), focando em seu uso associado aos anestésicos locais, antiinflamatérios nao
esteroidais (AINEs) e antibiéticos. O capitulo de autoria de Fernandes e Suldofski
“PREVALENCIA DE DOENGCA RENAL CRONICA E SUA RELACAO COM O NT-
PROBNP EM PACIENTES DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO NO PARANA” trazem
dados sobre a prevaléncia dos estagios de DRC em uma populacdo de pacientes
que realizaram dosagem de NT-ProBNP e estudaram a relacé@o entre os niveis deste
marcador e Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) calculada por CKD-EPI.

Tuono e colaboradores em “TERMOGRAFIA INFRAVERMELHA NO FUTEBOL
FEMININO DE ELITE: ANALISE 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 capitulo
“AVALIACAO DA QUALIDADE DE VIDA ASSOCIADA A CRONOBIOLOGIA EM
TRABALHADORES DE TURNO DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DOS CAMPOS
GERAIS” analisaram o perfil cronobiologico da equipe de enfermagem responsavel
pela clinica médica do Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais (HURCG),
visando correlacionar o cronotipo com a qualidade de vida dos individuos estudados.

No capitulo “A EXPOSICAO AOS AGROTOXICOS NA SAUDE HUMANA”
Tenbrio e colaboradores discutem sobre as implicagcdes negativas que o contato direto
e indireto com essas substancias pode acarretar na salde humana. Em “EXTRATOS
DE DALEA COMO POTENCIAL PARA FITO-INGREDIENTES: AVALIACOES
ANTIOXIDANTES, ANTITIROSINASE, ANTIFUNGICA E CITOTOXICIDADE IN
VITRO” Gaudio e colaboradores analisaram as propriedades quimicas e biolégicas
de Dalea leporina, espécie sem estudo quimico ou biol6gico, e a comparou com
as espécies D. boliviana e D. pazensis visando verificar a existéncia de atividade
antioxidante, antitrosinase e antifungica.

No capitulo “AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DEGRADACAO DE MATERIA
ORGANICA DE EFLUENTES LACTEOS POR LEVEDURAS” Ribeiro e colaboradores
avaliaram a capacidade de degradacdo da matéria organica presente no soro de
ricota, que &€ um dos principais efluentes das industrias de laticinios, e, analisaram

a dosagem de acuUcar redutor e proteinas totais antes e ap6s a fermentagcé@o. De



autoria de Pessoa, Mesch e Guzman, o capitulo “ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE
OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS SOBRE ISOLADOS DE ALTERNARIA SOLANI,
CAUSADOR DA PINTA PRETA NO TOMATEIRQO” avaliaram o efeito antifiungico dos
Oleos de eucalipto (Eucalyptus globulus), melaleuca (Melaleuca quinquenerviano),
citronela (Cymbopogon winterianus) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) no
controle do fungo causador da pinta preta do tomate em condigbes in vitro.

O capitulo “DESCRIGAO ANATOMICA DA CAVIDADE ORAL DE TUBARAO-
MARTELO, SPHYRNA LEWINI” de autoria de Vargas e colaboradores apresenta um
estudo morfolégico detalhado da cavidade oral de Sphyrna lewinii e correlacionam
o tamanho, as estruturas e formatos ao tipo de alimentacéo e habito de forrageio
desde animal. Silva e colaboradores em “MARCADORES MITOCONDRIAIS
REVELAM BAIXA VARIABILIDADE GENETICA DE PROCHILODUS NO SISTEMA
HIDROLOGICO PINDARE-MEARIM” utilizaram sequéncias do genoma mitocondrial
para identificar e estimar os niveis de variabilidade genética de Prochilodus na
tentativa de esclarecer o status taxondémico de P. lacustris de ocorréncia nas bacias
hidrogréficas Pindaré e Mearim do Maranh&o.

Em “QUANTIFICACAO DO ACIDO URSOLICO PRESENTE EM EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE DIFERENTES PARTES DA NESPERA” Santos, Silva
e Fante realizaram um estudo quantitativo do acido ursoélico presente em extratos
de diferentes partes da néspera. Gongalves e colaboradores em “TOXICIDADE EM
NIVEL CELULAR DE PRODUTOS SANEANTES DE POLIMENTO DE UTENSILIOS
DE ALUMINIO PRODUZIDOS E COMERCIALIZADOS NO BRASIL” investigaram
por meio de meristemas de raizes de Allium cepa, em dois tempos de exposi¢ao
e trés concentrag¢des/diluicbes, os potenciais citotoxicos e genotoxicos de produtos
“prilha aluminios” produzidos e comercializados no pais. No capitulo “QUALIDADE
BIOLOGICA DO SOLO EM AREAS CULTIVADAS COM CANA-DE-ACUCAR NO
ESTADO DE GOIAS” Faquim e colaboradores estudaram a influéncia da cultura
da cana-de-agUcar nos atributos bioldgicos do solo, em duas regides do estado de
Goiéas (Quirinopolis e Goianésia), em talhdes de cana-de-aclUcar com diferentes anos
de implantagcéo, de modo a identificar se ha equilibrio, sustentabilidade e possiveis
modificagcdes no solo em decorréncia do cultivo da cana-de-acgUcar.

Pinheiro e Silva em “ELABORACAO DE MATERIAL DIDATICO PARA ACOES
DE EDUCACAO E SAUDE SOBRE CANCER DE PELE NA EJA NA COMUNIDADE
PESQUEIRA DE PIACABUCU/AL” descrevem o processo de construcdo e aplicagéo
de um material didatico desenvolvido para auxiliar na execucdo de acgbes de
educacao e saude em uma escola da rede publica ha modalidade EJA no municipio
de Piagabugu, Alagoas. Pinto e colaboradores no capitulo “ANALISE DE CONCEITOS
GEOCIENTIFICOS ABORDADOS EM UM LIVRO DIDATICO DO 6° ANO UTILIZADO
EM UMA ESCOLA MUNICIPAL NA CIDADE DO RIO DE JANEIRO” analisaram a



eficiéncia do contetdo de geociéncias em um livro didatico em comparagédo com a
Base Nacional Comum Curricular.

O capitulo de autoria de Pozzebon e Lima “MANDALA SENSORIAL COMO
RECURSO PEDAGOGICO PARA INCLUSAO DE ALUNOS COM NECESSIDADES
ESPECIAIS NO ENSINO DE BOTANICA E EDUCACAO AMBIENTAL” utilizaram-
se de uma Mandala Sensorial, construida na Universidade Tecnol6gica Federal do
Parana, para possibilitar a construgdo do conhecimento de Educagcdo Ambiental e
Botanica, além de promover a inclusédo de alunos atendidos pela sala de recursos
multifuncionais de um Colégio do municipio de Dois Vizinhos em Parana. Em
“ANALISE E AVALIACAO DOCUMENTAL DAS ORIENTACOES CURRICULARES
PARA O ENSINO DE CIENCIAS NA EDUCACAO INDIGENA: UM OLHAR PARA
A BOTANICA” Marques e colaboradores realizaram uma anéalise documental e
bibliografica sobre o ensino indigena com foco no conteudo de botanica, presentes
nas orientacdes Curriculares nacionais e estaduais vigentes para o ensino de Ciéncias
e Biologia. Pozzobon e Merli no capitulo “SUSTENTABILIDADE AMBIENTAL E
BIOCOMBUSTIVEIS NO CONTEXTO EDUCACIONAL” investigaram na literatura
especializada elementos que buscam sistematizar as discussdes a tematica ambiental
e a producdo de energia limpa dentro da area da educacao, visto que estes devem
ser trabalhados para o processo de socializagdo dos conhecimentos cientificos e uma
mudanca de perfil socioambiental das geracdes futuras.

Em todos esses trabalhos, percebe-se a linha condutora entre as Ciéncias
Bioldgicas e suas interfaces com diversas areas do saber, como a Microbiologia,
Parasitologia, Anatomia, Biologia Celular e Molecular, Botanica, Zoologia, Ecologia,
bem como, estudos envolvendo os aspectos das Ciéncias da Saude, Ciéncias
Ambientais, Educagdo em Ciéncias e Biologia. Espero que os estudos compartilhados
nesta obra contribuam para o enriquecimento de novas praticas académicas e
profissionais, bem como possibilite uma visdo holistica e transdisciplinar para as
Ciéncias Bioldgicas em sua total complexidade. Por fim, desejo a todos uma 6tima
leitura.

Clécio Danilo Dias da Silva
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CAPITULO 16

MARCADORES MITOCONDRIAIS REVELAM BAIXA
VARIABILIDADE GENETICA DE Prochilodus NO
SISTEMA HIDROLOGICO PINDARE-MEARIM

Data de aceite: 23/09/2020

Jordania Leticia do Nascimento Silva
Universidade Estadual do Maranhéao
CESC/UEMA

Caxias-MA

Elidy Rayane de Rezende Franca
Universidade Estadual do Maranh&o
UEMA

Sao Luis -MA

Fernanda da Conceicao Silva
Universidade Estadual do Maranhéao
CESC/UEMA

Caxias-MA

Maria Claudene Barros
Universidade Estadual do Maranhao
CESC/UEMA

Caxias-MA

Elmary da Costa Fraga
Universidade Estadual do Maranhéao
CESC/UEMA

Caxias-MA

RESUMO: As espécies do género Prochilodus
apresentam padrdes morfoloégicos bastante
similares, dificultando assim sua identificagéo
gerando, portanto, incertezas quanto ao seu
status taxondmico, inclusive para as espécies
Prochilodus lacustris e Prochilodus nigricans.
Diante disso, objetivou-se identificar e estimar os
niveis de variabilidade genética de Prochilodus e
assim esclarecer essa problematica taxonémica.
Para isto, as coletas foram realizadas nas bacias
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Mearim e Pindaré, sendo ainda incluidas para
as nossas andlises amostras de P. nigricans
da Amazbnia. Posteriormente o DNA total
foi extraido através do kit da Promega, a
amplificacdo dos genes rRNA 16S, COIl e Cyt
b realizada via PCR e os produtos da reagao
purificados e sequenciados. As sequéncias
obtidas foram alinhadas e editadas no programa
Bioedit, as analises filogenéticas e as médias
de divergéncias geradas no programa MEGA
X e as analises populacionais realizadas nos
softwares DNAsp, ARLEQUIN e NETWORK. Um
total de 72 espécimes foram sequenciados para
o gene rRNA 16S, 71 para gene COIl e 51 para
Cyt b, mostrando uma forte similaridade entre
as amostras de P. lacustris e P. nigricans, com
valores de divergéncia variando de 0 a 0,2%.
As analises filogenéticas revelaram um clado
fortemente suportado com 100% de bootstrap,
entre o0s espécimes analisados. A AMOVA
revelou para todos os genes valores de F; baixos
quando analisados apenas os rios maranhenses,
entretanto quando o grupo dos espécimes dos
rios do sistema hidrolégico Pindaré-Mearim
e os da AmazlOnia foram analisados estes
apresentaram valores de F baixos para o gene
rRNA16s (0,024), moderados para o Cyt b (0,238)
e elevado para o gene COIl (0,751). Assim,
nossos resultados revelaram a alta similaridade
genética entre os taxons P. lacustris e P. nigricans
nas bacias estudadas, sugerindo a ocorréncia de
um unico taxon e apontando, portanto, para uma
revisao taxonémica para estas espécies.
PALAVRAS-CHAVE: Peixe, DNA Mitocondrial,
Curimata, 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, COIl 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 Maranhé&o 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, Curimata, Population.

11 INTRODUGAO

Os Prochilodontidae (Characiformes) sdo amplamente distribuidos em aguas
doces neotropicais (GARCIA et al. 2009), sendo representado por trés géneros
(Ichthyolephas, Semaprochilodus e Prochilodus) e cerca de 21 espécies vélidas
(CASTRO; VARI, 2004). Sendo o género Prochilodus o que possui maior nUmero de
espécies descritas com 13 representantes (CASTRO; VARI, 2003 e 2004).

Dentre as espécies deste género, Prochilodus lacustris (Steindachner, 1907)
endémica das bacias hidrogréficas Parnaiba, Mearim e Tocantins (PIORSKI, 2010;
RAMOS et al., 2014; CARDOSO et al., 2019) e Prochilodus nigricans (Spix; Agassiz,
1829) amplamente distribuida na bacia Amazénica e do Tocantins (CASTRO; VARI,
2004; QUEIROZ et al., 2013; MACHADO et al., 2016) constituem importante recurso
pesqueiro para suas regides. Sendo suas distribuicdes ampliadas para outras bacias
Maranhenses, sendo P. lacustris para a bacia do rio ltapecuru (BARROS et al., 2011;
NASCIMENTO et al., 2016, ABREU et al., 2019) e P. nigricans descritas para as bacias
Itapecuru, Mearim e Turiagu (ABREU et al., 2019).

Entretanto devido a diferenciacdo morfolégica muito sutil (MELO et al,,
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2018) e o seu comportamento migratério (SIVASUNDAR et al., 2001; (GODINHO;
KYNARD, 2006; MELO et al., 2016) baixos niveis 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 problematicas
(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 divergéncia
genética entre estas linhagens (MELO et al., 2018).

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

O gene 16S rRNA faz parte da grande subunidade ribossomal do DNA
mitocondrial (PALUMBI, et al., 1996) e também tém se mostrado um bom marcador
para analises de diferenciacdo de peixes, como também em estudos comparativos
intergenéricos e interespecificos (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
consideravel variacao em algumas espécies (CALCAGNOTTO et al., 2005).

Outra regido do DNA mitocondrial que tem sido amplamente estudada em
peixes € o gene Citocromo b (Cyt b), sendo utilizado em analises de taxons que
divergiram recentemente tais como populacdes e espécies (FARIAS et al., 2001;
SANTOS et al., 2003; FRAGA et al., 2007).

Portanto, neste estudo sequéncias do genoma mitocondrial foram utilizadas
para identificar e estimar os niveis de variabilidade genética de Prochilodus na
tentativa de esclarecer o status taxondmico de P. lacustris de ocorréncia nas bacias
hidrogréaficas Pindaré e Mearim que apresenta forte similaridade genética com P.
nigricans da bacia Amazénica. E dessa forma elucidar as incertezas taxondémicas que

envolvem estas espécies.

21 METODOLOGIA

2.1 Area de estudo e obtencio das Amostras

Os espécimes de P. lacustris foram coletados nas bacias Mearim e Pindaré,
sendo ainda incluidas para nossas andlises amostras de P. nigricans provenientes da
bacia amazénica (Rios Xingu e Tapajos) (Figura 1).
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Figura 1. Localizagéo das bacias hidrograficas 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 Conservacao (ICMBIO) (ICMBIO n°. 46367-1 - Rio Pindaré e ICMBIO - MMA n°
42.119-2 - Rio Mearim).

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

Os tecidos foram preservados em alcool 80% e mantidos sob refrigeracéo a
-20°C. Os exemplares foram fixados em formalina 10% e conservados em alcool 70%.
A identificacdo dos espécimes foi realizada através de literatura especifica (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 Sdo Paulo — MZUSP e na Universidade Estadual de Londrina —
MZUEL. As amostras de tecidos de P. nigricans provenientes da bacia amazdnica
encontravam-se depositados no banco de tecidos do Laboratério de Genética e
Biologia molecular (GENBIMOL) do CESC/UEMA.

2.2 Procedimentos genéticos

O DNA total foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA Purification da
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Promega seguindo as instru¢cdes do fabricante. O isolamento e amplificacédo das
regides gendmicas rRNA 16S, COl e Cyt b foi realizado através da técnica de Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) usando-se primers especificos 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 instrugbes dos fabricantes. Os produtos das PCRs purificados
foram utilizados em uma reacdo de sequenciamento utilizando-se o Kit “Big Dye
TMTerminator v 3.1 Cycle Sequencing Readyc Reaction” (Applied Biosystems). Ap6s
a precipitagdo os produtos foram submetidos a eletroforese em um sequenciador
automatico de DNA (ABI 3500).

2.3 Analises dos dados

As sequéncias 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 andlise filogenética
unificada do conjunto de dados. As analises filogenéticas foram realizadas apenas
para os dados concatenados através dos métodos de analise de agrupamento de
vizinhos (NJ) e maxima verossimilhanca (ML) usado o programa MEGA X (KUMAR,
et al.,, 2018), ambas usando, 0 modelo evolutivo de substituicdo nucleotidica Kimura-2
parametros (KIMURA, 1980), com 1000 réplicas de bootstrap. FELSENSTEIN, 1985).

Foram utilizadas como grupo externo sequéncias 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 sequéncia de L. Piau proveniente da
bacia do rio Pindaré.

As médias de distancias genéticas foram geradas no programa MEGA
X, utilizando o modelo Kimura-2-Parametros (K2P). As analises populacionais
(Diversidade haplotipica, nucleotidica, sitios polimérficos e nimero de haplétipos)
foram realizadas no software DNAsp 6.1 (ROZAS et al., 2018). A Analise Molecular de
Variancia (AMOVA) foi realizada no ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER et al., 2010), para

verificar a existéncia de diferenciacéo populacional em diferentes niveis hierarquicos.
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A divergéncia nucleotidica entre e dentro os haplétipos de cada rio/bacia foram

determinados pela distancia p néo corrigida (rRNA 16S, COl e Cyt b).

A relagéo entre os haplétipos foi inferida por meio da construgéo de uma rede

de haplétipos ndo 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).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do polimorfismo e Analise da diversidade genética

Os fragmentos sequenciados tiveram um total de 557pb para o gene rRNA 16S,

625 para o COl e 790pb para Cyt b, um total de quatro haplétipos foram identificados

para os genes analisados, com valores de diversidade haplotipica e nucleotidica de
h=0,208 e m= 0,0005 para o gene rRNA16S, para o COI valores de h=0,362 e 1=
0,0007 e para o Cyt b, h=0,375 e 1= 0,0001(Tabela 1). No trabalho de Silva et al.
(2011) utilizando sequéncias de P. lacustris da bacia do Itapecuru em comparagéao

com espécimes de P. nigricans da Amaz0nia através do gene mitocondrial rRNA 16S

encontraram resultados maiores de diversidade haplotipica com valor de h= 0,502.

Melo et al. (2018), analisando sequéncias do género Prochilodus através do gene

COl, também encontrou indices maiores de diversidade haplotipica com valores de

h=0,951.
B indice de
Po%ulagoes/ P P Padres Diversidade
enes i iari e Molecular
analisados N  lacustris  nigricans bases NH . -
rRNA 16S 72 54 18 557 pb 4 0,208 0,0005
COl 71 56 15 625 pb 4 0,363 0,0007
Cytb 51 35 16 790 pb 4 0,375 0,0001

Tabela 1. Diversidade genética nos espécimes de P. lacustris x P. nigricans baseado

nos genes rRNA 16S, COl e Cyt b.

N = nimero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade

haplotipica e m = diversidade nucleotidica.

Dos quatros haplétipos encontrados para os genes analisados o haplétipo H1

foi compartilhado entre as populagbes Pindaré, Mearim e Amazdnia, sendo este o

mais frequente, na qual revelou a formacdo de apenas um grande taxon formado
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por espécies do grupo P. nigricans da regidao da Amazénia e P. lacustris das bacias
hidrogréficas do Maranhao (Figura 2).

H_ . MEARIM

O AMAZONIA

O riNDARE

. MEARIM

O AMAZONIA

O rinparE

D) e

. MEARIM

QO AMAZONIA

QO rinnare

Figura 2. Redes de haplétipos gerada para P. lacustris x P. nigricans provenientes das
bacias hidrogréaficas Pindaré, Mearim e Amazoénia com base nos genes A-rRNA 16S,
B-COl e C-Cyt b.

3.2 Analises filogenéticas e distancia genética

As analises filogenéticas geradas revelaram a formag&o de um Unico grande
agrupamento uma vez que as sequéncias obtidas dos espécimes de P. lacustris da
bacia do Maranh&o agruparam-se em unico clado fortemente suportado com 100% de
bootstrap com as sequéncias de P. nigricans do rio Amazonas, confirmando, portanto,
a similaridade entre os espécimes analisados (Figura 3).
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Figura 3. Arvore haplotipica concatenada COI, rRNA 16S e Cyt b (1972 pb), obtida
através dos métodos Maxima verossimilhanga (MV) e Agrupamento de vizinhos (NJ)
com 1000 réplicas de bootstrap, através do algoritmo Kimura 2-pardémetros. AMAZ-

Amazonas, TUR-Turiagu, PER-pericuma, PIN-Pindare, PARNA-Parnaiba, TOC-

Tocantins, MEA-Mearim e PIN-Pindaré.

As matrizes de distancia genética para os genes analisados, revelou baixos

niveis de divergéncias entre as populagdes com indices variando de 0 a 0,2 %,

quando relacionados com os provenientes dos rios da Amazénia (Tabela 2). Melo
et al. (2018), analisando sequéncias do género Prochilodus através do gene COlI,

também encontrou distancias genéticas baixas variando de 0,004 a 0,025%.

% DIVERGENCIA GENETICA

rRNA 165

1 2 3
1. Mearim 0,1
2. Pindareé 0 0
3.Amazdnia 0.1 0 0,1
col

1 2 3
1. Mearim 0
2. Pindaré 0 1]
3.Amazbnia 0,2 0,2 0,1
Cyth

1 2 3
1. Mearim 0,2
2. Pindaré 0.1 0
3.Amazdnia 0.2 0.1 0,1

Tabela 2. Matriz de distancia genética com baseados nos genes rRNA 16S, COl e Cyt b
para as populagdes de P. lacustris x P. nigricans. provenientes das bacias hidrograficas
Pindaré, Mearim e Amazénia.
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3.3 Analise molecular de Variancia (AMOVA)

Quando foram analisadas apenas o grupo do Maranhdo com as bacias
Mearim e Pindaré os testes de AMOVA mostraram que a maior variagdo ocorreu
dentro as populagdes com valores de p significativos e indices estatisticos 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 variagéo ocorreu dentro das populacoes
para os genes rRNA 16S e Cyt b e entre os grupos para o gene COIl com valores de p
significativos e indices estatisticos Fst de (0,024/0,751/0,238) (Tabela 3).

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

Genes %total de variacao Fsr P’
Estatistico
Grupo Maranh&o (Mearim e Pindaré)
Entre as Dentre as
populagdes populacdes
rRNA 16s 1,77 98,23 0.017
COl 1,09 98,91 0.010 <0,0001
Cyth 1,96 98,04 0.019
Grupo (Rios Maranhenses e Amazonas)
Entre os Entre as Dentro das
grupos populagoes populacoes
(Dentro dos
grupos)

rRNA 16s 0,77 1,71 97,51 0.024
col 75,58 -0,46 24,88 0.751
Cytb 22.13 1,76 76,11 0.238 <0.,0001

Tabela 3. Resultados da AMOVA para populagées de P. lacustris x P. nigricans como
dois grupos com base em sequéncias das regides rRNA 16S, COl e Cyt b.

*Valores de P calculados com 1.023 permutacges aleatérias.

Os baixos niveis de variabilidade observados em nosso estudo por meio dos
marcadores mitocondriais (COIl, rRNA16S e Cyt b) aparenta ser comum entre as
espécies do género, uma vez que baixos indices de diferenciacéo 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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area da América do Sul, através do gene mitocondrial COI detectou em seu estudo
pouca divergéncia genética entre as linhagens deste género. Evidenciando ainda que
espécies de Prochilodus com distribuicéo distinta sé&o pouco variaveis compreendendo
apenas uma Unica linhagem mitocondrial.

Evidéncias substanciais relatam que os baixos niveis de estrutura populacional
entre os procilodontideos séo resultados da migracao (SIVASUNDAR et al., 2001;
RUEDA et al., 2013; FERREIRA et al., 2017; MACHADO et al., 2017). Stanley (1979)
sugeri que a migracao e fluxo génico influenciaram diretamente no estado morfolégico
conservado neste género levantando algumas questbes sobre os padroes de
migracao que influenciaram a diversificagdo sem mudangas morfologicas. No entanto,
nao ha estudos com o objetivo de detectar se as migragdes de longa distancia afetam
a diversificacdo genética em nivel de espécie em peixes de agua doce neotropicais
(MELO et al., 2018).

Vale ressaltar, que os peixes desta familia exibem certa homogeneidade e
conservacao dos caracteres morfolégicos adotados para a distincao das diferentes
espécies (FRABLE et al., 2016). Além disso, alguns grupos de espécies do género
Prochilodustém diferenciagcdo morfol6gica muito sutil, sendo as espécies discriminadas
por faixas e valores meristicos e pela drenagem biogeografica onde geralmente sao
endémicas (CASTRO; VARI, 2004), inclusive P. lacustris e P. nigricans.

Os baixos niveis de divergéncias genéticas encontrados entre as populagoes
das bacias maranhenses (Mearim e Pindaré), se devem ao fato destas bacias
possuirem certa conectividade e o fluxo génico ser maior, uma vez que os rios Mearim
e Pindaré formam um Unico sistema hidrolo6gico que desemboca no rio ltapecuru na
regido do Golfdo 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 amazbnica
demostram que estes ndo apresentaram indices de divergéncia genética suficiente
para discriminar cada espécie, revelando que estamos diante de um Unico taxon, e

que deve ser feita uma revisdo para este grupo.

41 CONCLUSAO

As populagcbes estudadas apresentaram baixos niveis de variabilidade e
distancia genética, com os diferentes marcadores mitocondriais (rRNA 16S, COIl e
Cyt b), revelando portando apenas um anico taxon entre as espécies de P. lacustris
e P. nigricans sendo necessaria uma revisao taxonémica entre estas espécies uma
vez que a identificag@o correta das espécies € o primeiro passo para o sucesso de

qualquer programa de manejo e conservagao de recursos pesqueiros.
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