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RESUMO

O género Cichla, os tucunarés, originario da bacia amazonica, sdo peixes com grande
importancia econdmica e ecoldgica, seja para pesca esportiva, peixamento e culindria. Sdo
predadores vorazes, apresenta-se em 16 espécies que vém sendo introduzidos em vdrias
bacias hidrograficas do Brasil, dentre elas as bacias maranhenses e pouco se sabe sobre
essas espécies, em relacdo a identificacdo taxonOmica, nimero de individuos e sua
variabilidade genética. Diante disso, utilizamos os genes mitocondriais RNA ribossomal
16S (rRNA 16S) e Citocromo b (Cyt b) para analisar os niveis de variabilidade genética do
género Cichla introduzidos nas bacias maranhenses. Os espécimes foram coletados nas
bacias do Mearim e Parnaiba/MA utilizando-se apetrechos de pesca, e em seguida
transportados para o Laboratério de Biologia Molecular (LABMOL) onde foram triados,
etiquetados, fotografados e identificacdo sob auxilio de literatura especifica e submetidas
as técnicas de extragdo de DNA, amplificacdo dos genes rRNA 16S e Cyt b via PCR e
sequenciamento. As sequéncias obtidas foram analisadas nos softwares: BioEdit, Mega X,
DnaSP. Foram obtidas 23 sequéncias para ambos os genes, das quais, 13 do rio Flores, cinco
do rio Pindaré, bacia do rio Mearim e cinco do rio Buriti, afluente da bacia do rio Parnaiba.
Sequéncias do género Cichla provenientes do Genbank foram adicionadas, sendo 22 para o
gene TRNA16S e 23 para o Cyt b. O fragmento de rRNA 16S apresentou valores de
diversidade haplotipica (h) de 0,676 e nucleotidica (w) de 0,019, formaram-se 12 haplétipos,
dentre os quais, houve a formagdao de um tnico haplétipo para os espécimes de Cichla
kelberi dos rios maranhenses e das sequéncias do Genbank com uma distincia genética
intraespecifica de 0,0%. O gene Cyt b apresentou uma divergéncia intraespecifica que
variou de 0,0 a 0,5%, com uma diversidade haplotipica (h) de 0,838 e nucleotidica (w) de
0,041, e um total de21 haplétipos, sendo dois haplétipos para os espécimes de C. kelberi de
bacias maranhenses e um para as sequéncias do Genbank. Os agrupamentos gerados pelas
reconstrugdes filogenéticas para ambos genes apresentaram clados fortemente sustentados,
indicando concordancia com a espécie Cichla kelberi. Os espécimes analisados pelo rRNA
16S se agruparam em um clado de forma coerente com os espécimes coletados no rio Doce
e Itumbiara/MG, que s@o oriundos do rio Tocantins. Diante disso, é possivel inferir que os
espécimes de Cichla kelberi coletados no rio Flores, Pindaré e Buriti/MA, sejam derivados
de populacdes do rio Tocantins. Portanto, os fragmentos dos genes rRNA 16S e Cyt b se
mostraram uma ferramenta util para a identificacdo taxond6mica em nivel especifico, eventos
recorrentes de introdugdo sdo de grande preocupacio ecoldgica, acarretando impactos sobre
a ictiofauna nativa, esses resultados podem auxiliar no rastreamento da origem dos Cichla
nas bacias maranhenses, ajudando na andlise da variabilidade genética dos estoques
introduzidos.

Palavras Chaves: Cichla, Ictiofauna, DNA mitocondrial



ABSTRACT

The genus Cichla, the tucunarés, originating from the Amazon basin, are fish of great
economic and ecological importance, whether for sport fishing, fish stocking or cooking.
They are voracious predators, present in 16 species that have been introduced in several
river basins in Brazil, among them the Maranhdo basins and little is known about these
species, in relation to taxonomic identification, number of individuals and their genetic
variability. Therefore, we used the mitochondrial genes 16S ribosomal RNA (16S rRNA)
and Cytochrome b (Cyt b) to analyze the levels of genetic variability of the genus Cichla
introduced in the basins of Maranhdo. The specimens were collected in the Mearim and
Parnaiba/MA basins using fishing gear, and then transported to the Molecular Biology
Laboratory (LABMOL) where they were sorted, labeled, photographed and identified using
specific literature and subjected to DNA extraction techniques, amplification of 16S rRNA
and Cyt b genes via PCR and sequencing. The obtained sequences were analyzed in the
software: BioEdit, Mega X, DnaSP. 23 sequences were obtained for both genes, of which,
13 from the Flores river, five from the Pindaré river, Mearim river basin and five from the
Buriti river, a tributary of the Parnaiba river basin. Sequences of the genus Cichla from
Genbank were added to this work for analysis purposes, 22 for the rRNA16S gene and 23
for Cyt b. The 16S rRNA fragment showed values of haplotype diversity (h) of 0.676and
nucleotide (r) of 0.019, 12 haplotypes were formed, among which, there was the formation
of a single haplotype for specimens of Cichla kelberi from Maranhdo rivers and Genbank
sequences with an intraspecific genetic distance of 0.0%. The Cyt b gene showed an
intraspecific divergence that ranged from 0.0 to 0.5%, with a haplotype diversity (h) of
0.838 and nucleotide diversity(m) of 0.041, and a total of 21 haplotypes, two haplotypes for
specimens of C. kelberi from Maranhao basins and one for Genbank sequences. The clusters
generated by phylogenetic reconstructions for both genes showed strongly supported clades,
indicating agreement with the species Cichla kelberi. The specimens analyzed by 16S rRNA
were grouped into a clade coherently with the specimens collected in the Doce and
Itumbiara rivers/MG, which come from the Tocantins river. Given this, it is possible to infer
that the specimens of Cichla kelberi collected in the Flores, Pindaré and Buriti/MA rivers
are derived from populations of the Tocantins river. Therefore,fragments of the 16S rRNA
and Cyt b genes proved to be a useful tool for taxonomic identification at a specific level,
recurrent introduction events are of great ecological concern, causing impacts on the native
ichthyofauna, these results can help in tracking the origin of the Cichla in the basins of
Maranhio, helping in the analysis of the genetic variability of introduced stocks.

Keywords: Cichla, Ichthyofauna, Mitochondrial DNA.
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1. INTRODUCAO

Os peixes se destacam com a maior diversidade de vertebrados do mundo, com uma
estimativa de aproximadamente 36.200 espécies vélidas descritas, dos quais cerca de 18.426
espécies sdo de d4gua doce (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2023). Nenhum outro
grupo de animal se iguala aos peixes no seu dominio dos mares, lagos e rios (HICKMAN et al.,
2016). A regido neotropical abriga a maior ictiofauna do mundo, com mais de 6.200 espécies
conhecidas (ALBERT et al., 2020), sendo que o Brasil € um dos paises que lidera novas
descobertas (NELSON et al., 2016).

O Brasil comporta a maior diversidade de peixes de d4gua doce quando comparado a
indices mundiais, e essa diversidade estd relacionada com as enormes bacias hidrograficas e
com o posicionamento geografico que o pais possui (BRITO ez al., 2019). Apesar de apresentar
uma rica ictiofauna, cerca de 10% das espécies de peixes continentais do pais ja se encontram
ameacadas de extin¢do (ICMBIO, 2018). Existem aproximadamente 3.147 espécies de peixes
neotropicais conhecidos e distribuidos em suas cinco regides, entre as quais podemos
mencionar o Nordeste brasileiro, que ainda apresenta muitas lacunas relacionadas ao
conhecimento de sua ictiofauna de dgua doce (ANTUNES et al., 2021) devido escassez de
pesquisas que possa suprir essas lacunas (VLIEGER, 2017).

Neste sentido, amplas pesquisas sobre peixes estdo sendo realizadas em diferentes
bacias hidrograficas da regido Nordeste, com intuito de fornecer informacdes relacionadas a
distribuicdo e divergéncia genética de diversos grupos taxondmicos (MEDEIROS et al., 2019).
Entre os vérios grupos encontrados na regido Neotropical um dos mais importantes € a familia
Cichlidae, pertencente a ordem Cichliformes, apresenta espécies que vao desde pequeno até
grande porte. Caracteriza-se como uma das mais diversas nos ecossistemas de dgua doce, com
1.707 espécies (CAS, 2017). Esta familia tem sido objeto de pesquisas filogenéticas (LOPEZ-
FERNANDEZ et al., 2010). Atualmente sdo conhecidas 16 espécies do género Cichla e estas
foram descritas de forma tradicional a partir de suas caracteristicas meristicas e morfoldgicas,
bem como utilizando sequenciamento de DNA para delimitacdo de espécies (KULLANDER,
FERREIRA, 2006; SABAJ et al., 2020).

Dentro da familia Cichlidae, temos o género Cichla, conhecido popularmente como
tucunarés, que sao nativos das bacias Amazonica, Tocantins e Orinoco, sendo encontrados
também em rio menores que drenam as Guianas até o Oceano Atlantico, além de registros nos
rios Parana, Paraguai, Paraiba do Sul e Paraguacu. Estes peixes estdo entre os predadores mais

conspicuos, pois possuem grande plasticidade fenotipica e oferecem cuidados para sua prole,
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motivos estes que as tornam invasoras de alto impacto ambiental (GASQUES et al., 2014). Os
tucunarés estao presentes em pelo menos 35% dos 71 reservatérios brasileiros onde ndo sdo
nativos do sistema, estando entre as espécies dominantes em 10% destes (MOUILLOT et al.,
2012).

Assim, a introdugdo de espécies de peixes, seja intencional ou ndo, pode ter um impacto
negativo nas comunidades locais (SHARP et al., 2017), o fato de as espécies invasoras serem
altamente eficientes na competicdo por recursos, terem alta capacidade reprodutiva e de
dispersdo, faz com que dominem os ambientes em que sdo introduzidas (PIVELLO, 2011). Um
espécime fora de sua drea nativa pode provocar alteracdes no nicho ecolégico em curto prazo,
além de promover a hibridizagdo, a disseminagdo de parasitas e de doencgas, levando a perda de
espécies nativas (VITULE; PRODOCIMO, 2012), pois afetam as interagdes ecoldgicas, a
estrutura do habitat e os ciclos biogeoquimicos, causando a perda da diversidade taxon6mica e
funcional nas comunidades naturais (CUCHEROUSSET; OLDEN, 2011).

Um dos aspectos primordiais ao avaliar a coloniza¢do do tucunaré é a identidade
taxondmica dos invasores, ou seja, s hd uma espécie dominante ou um grupo delas. O
género Cichla apresenta uma extensa variacao fenotipica, especialmente relacionada ao padrao
de cores, o que pode ser muito confuso para a identificacdo das espécies (REISS et al,
2012; QUADROS et al., 2020). Estudos mostram que existem divergéncias sobre a
identificacdo precisa de algumas espécies de tucunarés, Cichla (ANDRADE et al., 2001;
WILLIS et al., 2007; 2012).

Diante disso, a utilizacdo dos dados moleculares em Cichla permite a caracterizagdo e
diferenciacdo das espécies, além do monitoramento em locais nos quais essas populacdes nao
sd0 nativas, que permite aprimorar o conhecimento sobre o sistema (GASQUES et al., 2014;
2015). Entre as metodologias de analise baseadas em fragmentos de DNA mitocondrial
tornaram possiveis estudos moleculares envolvendo um grande numero de individuos
(DIAMANTE, 2019), pois permitem observar e explorar variacdes bioldgicas, presentes no
DNA mitocondrial (JASER, 2020).

Portanto, diversos genes ou regides do DNA tém sido historicamente empregados como
marcadores moleculares para a identificacdo e variabilidade genética de espécies com base em
suas divergéncias genéticas (HAJIBABAEI et al., 2007). A vista disso, estudos genéticos de
populacdes de Cichla (tucunaré) introduzidas nas bacias do rio Mearim e do rio Parnaiba sdo
de amplo valor ecoldgico por fornecerem informacdes que poderdo auxiliar para uma melhor
caracterizacdo taxondmica e nortear métodos de manejo e estudos de ecologia apropriados a

espécies deste género (FERREIRA et al., 2022).
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O presente estudo tem como proposta de analisar variabilidade genética espécies do
género Cichla introduzidas na bacia do rio Mearim e na bacia do rio Parnaiba, dessa forma
buscando contribuir com o conhecimento dos estoques de tucunaré introduzidos nestas bacias

hidrograficas bem como inferir quanto a sua origem.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Cichla Schneider, 1801

O género Cichla, representado popularmente pelos tucunarés, pode ser distinguido de
outros ciclideos por apresentar um ocelo caracteristico na nadadeira caudal (Figura 1). Sao
peixes de grande porte, alimentam-se preferencialmente de peixes pequenos: e sa0 0s maiores
determinantes na estrutura da comunidade em muitos habitats fluviais (JEPSEN et al., 1997,
WINEMILLER et al., 1997) produzem uma intensa pressao de selecio em uma variedade de
peixes (LAYMAN; WINEMILLER, 2004) e sdo adaptados a ambientes 1é€nticos (STAECK;
LINKE, 1985; NELSON, 1994).

Os representantes deste género sdo endémicos da bacia Amazdnica, Tocantins e
Orinoco, no entanto, foram introduzidos em outros rios brasileiros, e esse processo tem gerado
discussdes no que diz respeito aos impactos que podem ocasionar as populacdes nativas
(TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2005). Reduc¢des drésticas na diversidade de peixes nativos tém sido
atribuidas a ocorréncia dos tucunarés em sistemas onde estes foram introduzidos (PELICICE;

AGOSTINHO, 2009; BRITTON; ORSI, 2012).

Figura 1. Espécime de Cichla kelberi.

Fonte: Eline Lima, 2023.
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O género foi primeiramente descrito por Schneider em 1801, baseado na descri¢do da
espécie Cichla ocellaris. Taxonomicamente foram sugeridas para Cichla 15 espécies diferentes,
contudo apenas seis espécies foram aceitas como vdlidas: Cichla temensis Humboldt &
Valenciennes (Alto Orinoco — Colombia, Venezuela; Rio Negro e Amazodnia Ocidental —
Brasil); Cichla ocellaris Schneider em 1801 (Suriname; drenagens da Guiana e Amazodnia
Venezuelana); Cichla orinocensis Humboldt & Valenciennes, 1821 (Bacia do Rio Orinoco —
Colombia e Venezuela; Rio Negro — Brasil); Cichla monoculus Agassiz, 1831 (Bacia
Amazdnica — Brasil, Peru, Colombia e Equador); Cichla intermedia Machado-Allison, 1971
(Alto Rio Negro e Médio Orinoco) (KULLANDER, 1986; KULLANDER; NIJSSEN, 1989;
WINEMILLER, 2001) e Cichla nigromaculata Jardine, 1843 (Alto Rio Orinoco — Venezuela
e Médio Rio Negro — Brasil). Entretanto Kullander; Ferreira (2006) em uma revisdo taxondmica
do género Cichla descreve nove novas espécies: Cichla kelberi, Cichla pleiozona, Cichla
mirinae, Cichla melaniae, Cichla piquiti, Cichla thryrorus, Cichla jarina, Cichla pinima,
Cichla vazzoleri, ficando estabelecido 15 espécies para o género.

Recentemente a literatura reconheceu para o género Cichla uma nova espécie, Cichla
cataractae Carl H. Eigenmann em 1908, endémico da bacia do rio Essequibo, distingue-se de
todos os congéneres por evidéncias moleculares e padrdes Unicos de pigmentacdo adulta e
juvenil (SABAI et al., 2020). Assim, o género passa apresentar 16 espécies descritas.

Entre os peixes aléctones, introduzidos em diversas bacias hidrograficas do Brasil, o
tucunaré, destaca-se devido ao impacto ambiental gerado por suas caracteristicas de predador,
pois é considerado agressivo e nio desiste facilmente de sua presa (AGOSTINHO; JULIO JR,
1999; CHELLAPPA et al., 2003; KOVALENKO et al., 2010). Apesar de alguns estudos em
reservatorios terem analisados aspectos ecoldgicos dos tucunarés em condi¢do nativa, como
alimentacdo e reproducdo (NOVAES et al., 2004; MARTO et al., 2015), crescimento e
mortalidade (FREIRE; FREITAS, 2013), ha uma deficiéncia em averiguar as interagdes
interespecificas desses peixes em reservatorios situados em dreas de origem (ANDRADE,
2021).

Considerando os impactos ambientais causados ao introduzir espécies desse grupo, faz-
se necessario o entendimento taxondmico, com o uso de abordagens moleculares que colaborem
para distinguir ou identificar espécies desconhecidas ou morfologicamente semelhantes (LUZ,
2016). Almeida et al. (2021) realizou a identificacdo molecular de espécies do género Cichla
nos rios Flores e Pindaré afluentes do rio Mearim por meio do gene Citocromo Oxidase
Subunidade I (COI), evidenciando a introducdo da espécie invasora C. kelberi. Diante das

problemdticas em que o género estd envolvido, tais como a identificacdo erronea de suas
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espécies, faz-se necessarios estudos capazes de caracterizar e identificar espécies de peixe que
sdo cultivadas ou simplesmente que alteram ambientes naturais; e, dentre as ferramentas
utilizadas neste tipo de estudo estd a biologia molecular (MOURADO, 2013).

Assim, dentre as propostas para minimizar esta problemdtica podemos destacar a
taxonomia integrativa se apresenta como uma proposta eficiente para minimizar as
problematicas (DAYRAT, 2005) nas quais a identificacdo baseada no DNA associa-se a
descri¢do morfoldgica e imagens de alta resolu¢do (PUGEDO et al., 2016), pois a identificagdo
de espécimes em nivel especifico permite a descoberta de novas espécies, um indicativo a ser
investigado na bacia do rio Mearim (MORAES, 2016).

Portanto, tais fatores tornam vidveis estudo sobre os estoques dos tucunarés nessas dreas
geograficas, possibilitando a identificagdo de ambientes com distintos estdgios de
estabelecimento desta espécie, proporcionando a comparacao de tais informagdes tanto com
descritores ecoldgicos de eventuais alteragdes na ictiofauna nativa, podendo ser as varidveis
bidticas e abidticas que beneficiem ou restringir o desenvolvimento de suas populacdes

(ESPINOLA, 2009).

2.2 Estudos genéticos em peixes: DNA mitocondrial

Individuos iguais morfologicamente de uma mesma espécie podem ndo ser
geneticamente idénticos, suas sequéncias de DNA diferem em algum momento e essas
diferencas formam a diversidade genética, conhecida como polimorfismo. A diversidade
genética possibilita que uma espécie tenha a capacidade de se adaptar e responder as mudancgas
ambientais (SOUZA, 2020). Pesquisas em genética com grupos de peixes t€ém sido amplamente
utilizadas para a elucidacido de questdes referentes a estruturacdo de populacdes de diversas
espécies, de sua origem e caracteristicas peculiares, divergéncias genéticas entre as mesmas,
migracdo e eventos histéricos (PARKER et al., 1998).

Assim, as técnicas moleculares sdo instrumentos importantes nos casos em que a
identificacdo de espécies com base em caracteristicas morfoldgicas e citogenéticas sao
complexas, bem como no isolamento de popula¢des proximas geograficamente (MARQUES et
al., 2016).

Partindo dessa perspectiva, a biologia molecular proporciona o estudo da variabilidade
genética das populagdes, o que € de grande relevancia para conservagao e sustentabilidade das
espécies estudadas. As diferenciacdes genéticas presentes em grupos de individuos da mesma
espécie sdo essenciais para que as espécies possam resistir a mudancas ambientais e sobreviver

ao longo do tempo (RAMOS, 2016).
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O DNA mitocondrial (mtDNA), € constituido apenas da heranca materna, ao contrario
dos nucleares que possuem heranca bi parental. A heranca materna estar altamente conservada
em muitos dos genes localizados no genoma mitocondrial, estes marcadores, muitas vezes
podem ser usados para resolver as relagcdes que medem periodos de tempo muito longos e sdo
relevantes quando se considera questdes de filogenia e importancia taxondmica (OLSON et al.,
2009). A estrutura do DNA ¢ circular dupla fita, sendo fechado e compacto, ndo apresentando
macromutacdes, permitindo que haja uma maior chance de serem gerados marcadores espécie
especificos, o que torna este DNA excelente para a técnica molecular (TRESBACH et al.,
2015). Uma outra vantagem € a abundancia de DNA mitocondrial, devido a presenga em varios
tecidos, gerando resultados por meio de pequenas amostras pequenas ou até mesmo degradadas
(KOSMANN, 2009).

Portanto, o DNA mitocondrial funciona como um marcador micro evolutivo em nivel
intraespecifico, e pode ser utilizado para gerar filogenias, verificar o grau de diversidade
genética das espécies e estimar a variabilidade genética entre as populacdes (AVISE, 2004).
Este marcador molecular de diversidade animal tem sido utilizado ao longo das ultimas trés
décadas e tem alvo preferencial para diagndstico molecular, pois oferece muitas vantagens em
relacio ao DNA nuclear, como: 1) possuir um elevado nimero de cépias por célula; 2)
apresentar diferencas de sequéncias entre espécies proximas de 5 a 10 vezes maiores do que em
genes nucleares; 3) possuir variagcdo intraespecifica pequena na maioria das espécies animais;
4) nao apresentar introns, o que facilita a obteng@o da amplificacdo de DNA mitocondrial; 5)
possuir heran¢a predominantemente materna e baixo polimorfismo ancestral (HEBERT et al.,
2003; STOECKLE et al., 2005).

Com o advento das tecnologias que permitem trabalhar com o DNA, como a Rea¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR), novas portas foram abertas: a identificagdo de espécies pelo DNA
ribossomal e apds, pelo DNA mitocondrial (TRESBACH et al., 2015). Assim, a identificacao
das espécies de peixes tem sido mais facil devido ao uso de marcadores para identificacao
(HASSAN et al.,2022).

Diante disto, marcadores mitocondriais, como o rRNA 16S e o gene Cyt b, sdo
amplamente utilizados como ferramentas moleculares para auxiliar na identificacdo de espécies
de peixes de d4gua doce (QURAISHIA et al., 2015; SAAD, 2019) (Figura 2). Esses marcadores
sao encontrados em grande quantidade em animais, dado que uma representativa porcentagem

do genoma de eucariotos compreende regides ndo codificadoras (THOMSON et al., 2010).
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Figura 2. Genoma mitocondrial de peixes. Em amarelo evidenciando a regido do RNA ribossomal 16S (rRNA
16S) e Citocromo b (Cyt b).
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Fonte: http://www.ufsj.edu.br/recgenlab/

O gene rRNA 16S que faz parte da grande subunidade ribossomal do DNA mitocondrial
(PALUMBI et al., 1991) tém se mostrado um bom marcador para anélises de diferenciacao de
peixes, como em estudos comparativos intergenéricos e interespecificos (FRAGA et al., 2007;
FRAGA et al., 2014). Sendo o seu uso utilizado com sucesso em estudos filogenéticos de
diversos grupos de vertebrados, como em peixes (CALCAGNOTTO et al., 2005). Outra regido
do DNA mitocondrial que tem sido amplamente estudada em peixes € o gene Citocromo b (Cyt
b), utilizado em andlises de taxons que divergiram recentemente tais como populacdes e
espécies (FRAGA et al., 2007; GASQUES et al., 2014). O uso desses genes permite esclarecer
a histdria da divergéncia populacional e dispersdo das espécies sendo tais conhecimentos uteis
para estudos de manejo e conservacdo e de exploracao econdmica (DALIA, 2011).

Dentre os marcadores que tém por base as sequéncias gendmicas, 0s genes

mitocondriais sdo os mais comumente utilizados em estudos populacionais (OLIVEIRA,
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2018), pois eles estdo rodeados por sequéncias conservadas, o que permite isold-los e estuda-

los através destes iniciadores universais (KOSMANN, 2009). Assim, os marcadores

mitocondriais RNA 16S e Cyt b, se tornam tteis em estudos de genética populacional e, ainda,
filogenia e filogeografia (BERTOZZI et al., 2012; DOWIE et al., 2017).

Portanto, neste estudo sequéncias do genoma mitocondrial foram utilizadas para estimar

os niveis de Cichla kelberi, na tentativa de esclarecer o status taxondmico e as relacdes

filogenéticas das espécies de Cichla das bacias maranhenses e dessa forma elucidar as

incertezas taxondmicas.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

v' Avaliar os niveis de variabilidade genética dos tucunarés introduzidos nas bacias do rio

Mearim e Parnaiba/MA utilizando sequéncias do DNA mitocondrial.
3.2 ESPECIFICOS

v' Caracterizar as populagdes de Cichla do Maranhdo através dos genes mitocondriais IRNA
16S e Cyt b;
v Determinar os niveis de variabilidade e distincia genética das populacdes analisadas;

v" Gerar filogenias a partir de sequéncias dos genes analisados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudos e obtencao das amostras

O estado do Maranhdo dispde de um territério com cerca de 320 km? de 4rea, incluindo
640 km de extensao costeira, o que corresponde a segunda maior dimensao costeira do Brasil
(REBELO et al., 2003; GUIMARAES ef al., 2021). Além disso, esse estado apresenta uma
extensa malha hidrogrifica incluindo trés sistemas hidricos e onze bacias, sendo oito de
dominio estadual (Bacias dos rios Mearim, Itapecuru, Munim, Turiacu, Maracacumé,
Pericuma, Preguicas e Perid) e trés de dominio federal (Parnaiba, Tocantins e Gurupi) (IMESC,
2019).

Essa grande riqueza em recursos hidricos presente no Maranhdo € empregada para os
mais diversos fins (IMESC, 2019). A biodiversidade de peixes presente no estado, é o grande
destaque, pois além de ser fonte de renda, os hdbitos culturais estdo vinculados a histéria da
prépria regiio (GUIMARAES et al., 2020). As amostras analisadas neste trabalho, sempre que
possivel, foram obtidas em nimero de cinco exemplares ou mais em ambientes que 0s tucunarés
foram introduzidos (Figura 3).

As amostras dos espécimes de Tucunaré foram obtidas na barragem do rio Flores,
localizado no municipio de Jos€landia/MA, ja no rio Pindaré os espécimes foram obtidos no
municipio de Pindaré-Mirim, ambos os rios sdo afluentes da bacia do rio Mearim, também
foram coletados espécimes de tucunarés no rio Buriti, afluente da bacia do rio Parnaiba, os
espécimes foram obtidos nas cidades de Milagres do Maranhdao/MA e Santa Quitéria do
Maranhao/MA. Os cursos d’4gua da regido fazem parte da bacia hidrografica do Mearim
(IMESC, 2019). O rio Flores compde o alto Mearim, afluente pela margem direita, com uma
extensao aproximada de 400 km (FILHO et al., 2011).

O rio Pindaré, principal afluente do rio Mearim, nasce nas elevacdes que formam o
divisor entre as bacias Mearim e Tocantins, com aproximadamente 686 km?. Sua nascente esta
localizada na Serra do Gurupi, com aproximadamente 300 metros de elevacoes (SILVA et al.,
2017). Seus principais afluentes sio os rios Agua Preta, Buriticupu, Negro, Paragominas,
Santa Rita, Timbira e Zutiua (SILVA et al., 2017). O rio Buriti, pertencente a bacia do rio
Parnaiba, estd situado ao leste Maranhense e sua nascente estd localizada no povoado de Santa
Rosa, municipio de Buriti/MA.

Foram coletados 23 espécimes de Tucunaré. Sendo que 13 espécimes foram coletados
no rio Flores, cinco no rio Pindaré e cinco no rio Buriti/MA (Tabela 1), as demais sequéncias

sao provenientes do Genbank, que foram agrupadas ao banco de dados dos genes rRNA 16S e
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Cytb para andlises filogenéticas. A riqueza e a diversidade da ordem citada vém sendo

evidenciada em outros trabalhos com peixes neotropicais (REIS et al., 2016).

Tabela 1. Relac@o dos tdxons coletados nos rios Flores, Pindaré e Buriti/MA.

Rio Coordenadas Ordem Familia  Género Espécies N°
Geogrificas Amostral

Rio Flores 05°05'508"S e 044°39'811"W kelberi 13

Rio Pindaré 3°39'54"S e 45°25'31"W Cichliformes Cichlidae  Cichla kelberi 5

Rio Buriti 3°47°60.0” S e 42°54° 33.5” W Cichla sp. 5

Fonte: Elaboracao prépria, 2023.

Figura 3. Mapa da localizagc@o dos pontos de coleta nas bacias maranhenses. Ponto A: rio Pindaré; ponto B: rio
Flores; pontos C e D: rio Buriti.
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4.2. Coleta do material

As amostras foram coletadas utilizando-se apetrechos de pesca como redes de
malhadeiras e tarrafas (Figura 4). Os espécimes coletados foram acondicionados em sacos
plasticos e transportados em gelo ao Laboratério de Biologia Molecular (LABMOL), no
complexo Genbimol, do Campus Caxias da Universidade Estadual do Maranhdo -
CESC/UEMA.

As coletas dos exemplares foram autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade e Conservacao (ICMBIO), por meio das licencas: ICMBIO n°® 46367-1- Rio
Pindaré; ICMBIO -MMA n° 64.601-2 — Rio Mearim; ICMBIO/MMA n° 84339-1- Rio Buriti.
Os peixes coletados foram etiquetados, fotografados e as amostras de tecido muscular retiradas

para posteriores andlises. Os tecidos foram preservados em dlcool 80% e mantidos sob

refrigeracdo a -20°C. Os exemplares foram fixados em formalina 10% e conservados em dlcool

70%.

Figura 4. Coleta dos espécimes com auxilio de redes malhadeiras e tarrafas.

Fonte: Eline Silva, 2023.

A identificacdo taxonOmica foi realizada com o auxilio de literatura especifica
(KULLANDER; FERREIRA, 2006). Um exemplar do rio Pindaré material testemunho
(voucher) utilizado nesta proposta foi depositado no Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Londrina (MZUEL) e os restantes dos espécimes encontra-se depositados na
colecio Zooldgica do Laboratério de Biologia Molecular (LABMOL) no complexo
GENBIMOL do Campus Caxias da Universidade Estadual do Maranhao/UEMA.
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4.3 Caracterizacao molecular

O DNA total foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega)
seguindo as instrucdes do fabricante adaptadas para microtubos de 1,5 mL. Para isso, foi
retirado um fragmento de 20 mg de tecido muscular de cada espécime.

Depois, uma solucao composta de 60 uLL de EDTA a 0,5 M e 250 uL de Nucleic Lysis
Solution foi preparada e armazenada em freezer por cinco minutos (proporcional a quantidade
das amostras), tomando-se o cuidado para ndo congelar.

Adicionou-se 300 pL da solugao em cada um dos tubos onde os fragmentos de tecidos
foram acondicionados. Colocou-se 15 pL de proteinase K e deixou-se as amostras no sheik a
65 °C por 30 minutos até degradar todo o tecido.

Colocou-se 10 uL. de RNAse Solution nos tubos que foram levados a estufa a 37 °C por
30 minutos. Apés retirar as amostras da estufa, adicionou-se 150 pL do reagente Protein
Precipitation Solution. Os tubos foram agitados delicadamente, logo apds foram agitados no
vortex para garantir a homogeneizacdo dos reagentes, em seguida colocados no freezer por
cinco minutos e centrifugou-se por 10 minutos a 15.000 rpm.

Adicionou-se 600 pL de isopropanol para precipitar o0 DNA em um novo tubo. Em
seguida retirou-se o sobrenadante do material centrifugado, colocando-o junto com isopropanol
no novo tubo. O material foi centrifugado novamente a 15.000 rpm por 10 minutos, sendo,
depois, o isopropanol descartado com cuidado e colocou-se os turbos aberto e invertido em
papel absorvente.

Em seguida, colocou-se 500 pL de éalcool 70% aos tubos e agitou-se gentilmente para
visualizar o pellet de DNA. O material foi novamente centrifugado a 15.000 rpm por 10
minutos. O dlcool foi descartado e as amostras submetidas a um spin. Retirou-se o excesso de
alcool, tomando cuidado para ndo remover o pellet, e os tubos foram colocados abertos na estufa
por 10 minutos.

Por fim, adicionou-se 50 puL de solucdo DNA rehydratation em cada tubo. O DNA que
foram utilizados no mesmo dia foram colocados na estufa por um periodo minimo de trés horas,
caso contrério seria deixado em temperatura ambiente por no minimo 12 horas.

Depois do overnight, colocou-se as amostras de DNA no freezer para posterior
visualizagdao em gel de agarose a 1% em uma proporcao de 3 uL. do tampao (azul de bromofenol

e xilenocianol) para 5 pLL da amostra.
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4.4 Amplificaciao e Sequenciamento dos genes rRNA 16S e Cyt b
O isolamento e amplificacdo dos genes mitocondriais TRNA 16S e Cyt b foram
realizados através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando-se primers

especificos (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncias e autores dos primers utilizados na amplificacdo dos fragmentos mitocondriais.

MARCADOR  PRIMER PRIMER SEQUENCIA (5’- 3°) AUTOR
rRNA 16S 16SL.1987 GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC Palumbi et al. (1996)
16SH2609 CCGGTCTGAACTCAGATCA CGT
Cytb LNF GACTTGAAAAACCAYCGTTGT Oliveira et al. (2011)

HO8R2 GCTTTGGGAGTTAGDGGTGGGAGTTAGAATC

As reagoes das PCRs foram feitas em um volume final de 25 pLL com os seguintes reagentes:

v" 1 uL de DNA (250 ng/uL);

v' 0,25 pL de cada um dos primers (200 ng/uL);

v' 2,5 uL tampéo 10X Buffer (200 mM de Tris-HCI, pH 8.4 e 500 mM de KCl);

v' 4 uL de dNTPs (1,25 M);

v' 1 uL MgCI2 (50 mM);

v' 0,2 uL Taq DNA polimerase (5 U/uL) e dgua de inje¢do para completar o
volume final da reacao.

Em seguida, os tubos foram colocados no termociclador e o protocolo de amplificacao

dos fragmentos génicos de rRNA 16S e Cyt b foi constituido dos seguintes parametros (Tabela

3).

Tabela 3. Descricdo dos ciclos de cada regido mitocondrial amplificada na PCR.

Primers Desnaturacdo  Ciclos  Desnaturacao Anelamento Extensiao Extensao
inicial final

rRNA 16S  95°C/2 mim 25 94°C/T min ~ 50°C/1 min 72°C/2 min 72°C/7 min

Cytb 95°C/2 mim 30 94°C/30 s 50°C/1 min  72°C/2 min _ 72°C/7 min

4.5 Sequenciamento das regides genomicas

Ap6s a amplificacdo e corrida das amostras em gel de agarose, os produtos da PCR
foram purificados com o kit ExoSap-IT (USB Corporation) conforme as recomendacdes do
fabricante. Em seguida, foram submetidos a rea¢do de sequenciamento de DNA pelo método
de Sanger et al. (1977) usando-se o kit Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems). A reacdo consistiu de um volume final de 7 pL: 1uL do produto

amplificado, 0,35 pL de cada primer (Forward ou Reverse, 0,8 pmol/uL), 0,7 uL. de Big Dye
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Terminator, 1,05 uL. de Tampao 5X para sequenciamento (kit Big Dye) e 4gua de inje¢do para
completar o volume da reagdo.

As reacgdes de sequenciamento foram realizadas em uma placa com 96 pogos, utilizando-
se um termociclador com os seguintes ciclos: 35 ciclos de 96 °C por 60 segundos, 50 °C por 15
segundos e 60 °C por quatro minutos. Os oligonucleotideos utilizados na reacdo de
sequenciamento sao os mesmos utilizados na reagdao de PCR para amplificacdo dos produtos.

Ap6s a reacdo, as amostras foram precipitadas para retirar do excesso de reagentes nio
incorporados. Para isso, a placa foi submetida a um spin (centrifuga de placa), adicionou-se 2,5
uL de EDTA a 125 mM, vedou-se a placa e submeteu-se a um spin. Em seguida, adicionou-se
30 uL de Etanol 100% e vedando a placa para misturar seu contetido invertendo de quatro a
cinco vezes. Envolveu-se a placa em papel aluminio e deixou-se em repouso a temperatura
ambiente por 15 minutos (centrifuga refrigerada 4 °C). Depois ocorreu a centrifugacao a 4.000
rpm por 30 minutos e invertida bruscamente para descartar o dlcool que foi embebido por papel
absorvente.

Por fim, centrifugou-se a placa invertida a 1.150 rpm por 1 minuto, sendo, em seguida,
foram adicionados 30 pL de Etanol a 70%. A placa foi vedada, centrifugada a 3.440 rpm por
15 minutos (centrifuga refrigerada a 4 °C) e invertida bruscamente para descartar o dlcool e
secar sobre o papel absorvente. A placa invertida foi centrifugada 1.150 rpm por 1 minuto e
deixada na estufa a 37 °C por aproximadamente 10 minutos para evaporar o excesso de dlcool.

Ap6s a precipitagdo, adicionou-se em cada amostra 10 pL de formamida HI-DI (Applied
Biosystems), seguido de uma etapa de desnaturacdo das amostras a 95 °C por dois minutos. Em
seguida, as amostras foram sequenciadas em sequenciador automético de DNA (modelo ABI

3500/ Life Technologies).
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5. ANALISE DOS DADOS

As sequéncias analisadas neste trabalho foram editadas e alinhadas no CLUSTAL W
(THOMPSON; HIGGINS; GIBONS, 1994) do BIOEDIT 7.0 (HALL, 1999). A matriz de
distancia genética e andlises filogenéticas, foram geradas software MEGA X (KUMAR et al,
2018), utilizando o método de agrupamento de vizinhos com o modelo Kimura-2-parametros
(K2P) (KIMURA, 1980, SAITOU; NEI, 1987). A significancia dos agrupamentos foi estimada
pela andlise de bootstrap (1000 réplicas) (FELSENSTEIN, 1985). As andlises populacionais
(diversidade haplotipica, nucleotidica, sitios polimérficos e nimero de haplétipos) foram
realizadas no programa DNASP 6.11.01 (ROZAS et al., 2017).

Foram adicionadas sequéncias do Genbank para os genes rRNA 16S e Cyt b. Para o
gene TRNA 16S as sequéncias foram de Cichla kelberi: FJ904291.1; DQ779581.1
(CARVALHO et al, 2009); Cichla ocellaris: AY263831.1; KR150863.1; NC030272.1;
KU878410.1 (SPARKS, 2004; MUSILOVA, STAROS TOVA, 2015; LIN, MU, SHI, 2016);
Cichla orinocensis: AF049018.1 (FARIAS et al.,1999); Cichla monoculus: AF049017.1,
FJ904288.1; MH699844.1( FARIAS et al.,1999; CARVALHO et al., 2009;VU et al.,2018);
Cichla intermedia: GU737116.1 (LOPEZ-FERNANDEZ, WINEMILLER, HONEYCUTT,
2010); Cichla temensis: GU737114.1; AF049019.1; AY662729.1; GU817247.1 (LOPEZ-FER
NANDEZ,WINEMILLER, HONEYCUTT, 2010; FARIAS er al.,1999; SPARKS, 2004;
CHAKRABARTY, ALBERT, 2010); Cichla sp.: AF112640.1( FARIAS, MEYER, ORTI, 19
98); Cichla piquiti: F1904286.1; F1904287.1; DQ779579.1( CARVALHO, 2009; CARVALHO
et al.,2009); foram utilizadas sequéncias de Retroculus xinguensis: AF049012.1 (FARIAS et
al.,1999) e Geophagus brasiliensis: GU737148.1 (LOPEZ-FERNANDEZ, WINEMILLER,
HONEYCUTT, 2010) para o grupo externo.

Para o gene Cyt b, foram utilizadas sequéncias de Cichla kelberi: GU295669.1;
GU295668.1(WILLIS et al.,2010); Cichla ocellaris: KR150863.1; NC030272.1; KU878410.1
(MUSILOVA, STAROS TOVA, 2015; LIN, MU, SHI, 2016); Cichla orinocensis AF370643.1;
GQ199902.1( FARIAS et al., 2001; KULLANDER et al., 2010); Cichla monoculus:
AF370642.1; DQ990686.1(FARIAS et al., 2001; PEREZ et al., 2007 ); Cichla temensis:
AF370644.1; GU295689.1; GU295674.1 (FARIAS et al., 2001; WILLIS et al.,2010) Cichla
pinima: GU295678.1; GU295686.1; GU295683.1; GU295684.1; GU295682.1(WILLIS et
al.,2010); Cichla mirianae: GU295685.1; GU295671.1; GU295688.1; GU295687.1(WILLIS
et al.,2010), o grupo externo € constituido por Retroculus xinguensis:AF370641.1(FARIAS et
al.,2001) e Geophagus brasiliensis:AF370659.1 (FARIAS et al., 2001).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Gene rRNA 16S
6.1.1 Analise do Fragmento e Composicao Nucleotidica
Obteve-se um fragmento de 499 pares de bases do gene mitocondrial rRNA 16S para
45 sequéncias, sendo 25 sequéncias para espécies C. kelberi, apresentando 429 sitios
conservados, 70 sitios varidveis e 27 informativos para parcimdnia. A composi¢ao nucleotidica
encontrada foi de 21,08% de timina, 25,5% de citosina, 30,4% de adenina e 22,3% de guanina.
Na andlise conjunta de amostras das populagdes de espécies do género Cichla, foram
observados baixos valores de diversidade haplotipica e nucleotidica (Tabela 4). Um tnico
haplétipo foi observado para os espécimes de Cichla kelberi dos rios maranhenses, incluindo

duas sequéncias do Genbank, sendo uma do rio Doce e outra do reservatério de I[tumbiara/MG.

Tabela 4. Diversidade genética nos espécimes de Leporinus piau baseado em 499 pb do gene rRNA 16S.

Indice de Diversidade
N NH S Molecular
h T
45 12 12 0,676 0,019

N = nimero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos k = diversidade haplotipica e w =
diversidade nucleotidica.

6.1.2. Relacoes Filogenéticas e Distancia Genética

A reconstrugdo filogenética utilizando-se os métodos baseados em distancia, revelou
que os individuos considerados pertencentes a espécie C. kelberi se agruparam em conjuntos
coerentes. Com relacdo as amostras de C. kelberi, observa-se a formacdo de um tnico clado

fortemente suportado com as amostras do Genbank com 98% de bootstrap (Figura 5).



Figura 5. Arvore filogenética de agrupamentos de vizinhos (NJ) utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros
(K2P) baseada em sequéncias do gene mitocondrial rRNA 16S, com indicacdo dos valores de boostrap (1.000

réplicas).

71

|

FLORI04 Cichla kelberi
FLORI0E Cichla kelberi
FLORI06 Cichla kelberi
ELORIOT Cichla kelberi
FLOF.I08 Cichla kelberi
FLORI0D Cichla kelberi
FLORI1D Cichla kelberi
FLORI11 Cichla kelberi
FLORI13 Cichla kelberi
FLORI14 Cichla kelberi
FLORI1T Cichla kelberi
FLORLTT Cichla kelberi
FLOF.178 Cichla kelberi
FIN 173 Cichla kelheri
FIN 174 Cichla kelberi
FIN 175 Cichla kelberi
FIN 176 Cichlg kelberi
FIN 177 Cichla kelberi
RI0 DOCE Cichla kelberi FT9042911

BUE. 53 Cichla kelberi
BUE 111 Cichla kelherd
BUE. 114 Cichla kelheri
BUR 115 Cichla kelheri
BUE. 11§ Cichla kelherd
—ASIA Cichlg ocelloris AY2638311
Cichla orinocensiz AF0490141
Tchlg eesllaris KR1508631
Cichlg ocsllaris NCO302T21
Tehla ocsllaris KUST34101
Cichla pesllaris KR1503631
SOLIMOES Cichla monocwues FTR042831
VIETNA Cichla monoenfuy MHER23441
Cichla monoenfny AF0490171
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[ 7]

—— CINARUCO Cichla intermedia GUTIT1161

56|CINARUCO Cichla remenyis GUT3T1141

Cichla remenvic AF040019.1
Cichlg sp AF112640.1

e Cichla temenyiz AVE627191

Cichla temensiz GUS1T247]

TOCANTING Cichla piguiri FTR042861
FURNAS Cichla piguiri FT9042871

3A0 FRANCISCO Cichla piguiri DOTTRS01

Rerrocnluy xinguensis AFD490121

00100

Geophagns brasiliensis GUTITI481

ITUMBIARA Cichla kelberi DQTTRSE11

Fonte: Elaboracio propria, 2023.
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Em nossas andlises identificamos que as amostras de tucunaré introduzidos em bacias

maranhenses, obtiveram resultados semelhantes ao de Almeida ef al. (2021), em que os

individuos considerados pertencentes a mesma espécie se agrupam em conjuntos coerentes com

a formacdo de clados fortemente suportados com 98% de bootstrap. As informagdes obtidas na

arvore filogenética indicam que os Cichla obtidos nos rios: Flores, Pindaré e Buriti/MA foram
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agrupadas com Cichla kelberi, provenientes no rio Doce e do reservatério de Itumbiara, no
estado de Minas Gerais, sendo estes oriundos da bacia do rio Tocantins (CARVALHO et al.,
2009. Dessa forma, nossos resultados evidenciam que os espécimes analisados neste estudo por
terem se agrupados com 0% de divergéncia genética com aqueles introduzidos em bacias e
reservatorios de Minas Gerais tenham a mesma origem, ou seja, da bacia do rio Tocantins.

Marcadores moleculares tém sido utilizados como um importante método para a
identificacdo de espécies com problemas taxonomicos (MOURAO et al., 2017). Logo, a
problemética de identificagdo morfoldgica ocorrente em algumas espécies de Cichla, sobretudo
por variagdes de coloracdo reveladas por efeitos sexuais secundérios (REISS et al., 2012), pode
ser facilmente solucionada com o uso ferramentas moleculares. Vdérios estudos vém
demostrando a confiabilidade dos marcadores moleculares para a identificagdo exata e o
monitoramento de diferentes espécies de peixes (HASHIMOTO et al., 2012; GOMES et al.,
2012; PRADO et al., 2012).

A média de distancia genética intraespecifica do gene rRNA 16S para C. kelberi foi de
0,0%. No entanto, a distancia genética entre as demais espécies de tucunarés analisados variou
de 0,2 a 2,8%. Palumbi et al. (2002) afirma que as sequéncias do gene rRNA 16S sdo mais
conservadas, com taxa de mutacdes menores do que a média do genoma mitocondrial, estando

nossos resultados de acordo com o que o autor afirma (Tabela 5).

Tabela 5. Médias de divergéncias intraespecifica (diagonal) e interespecifica para as espécies de peixes do Rio
Flores, Pindaré e Buriti através do gene mitocondrial rRNA 168S.

% Divergéncia Genética

Espécies 1 2 3 4 5 6 7
1. Cichla kelberi 0,0

2. Cichla ocellaris 1,5 0,8

3. Cichla monoculus 1,3 04 0,0

4. Cichla temensis 2,5 1,6 1,8 0,7

5. Cichla piquiti 2,8 1,9 20 1,0 0,0

6. Cichla intermedia 1,8 1,2 1,0 1,6 1,3 NC

7. Cichla orinocensis 1,0 0,5 0,2 1,5 1,8 0,7 NC

NC — Nio calculado.
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6.2. Gene Cyt b
6.2.2. Analise do Fragmento e Composicao Nucleotidica

Obteve-se um fragmento de 1.048 pares de bases do gene mitocondrial Cyt b para 46
sequéncias utilizadas, sendo 13 sequéncias do rio Flores, cinco do rio Pindaré e cinco do rio
Buriti/MA e 23 sequéncias obtidas no Genbank. Foram observados 768 sitios conservados, 280
sitios varidveis e 132 informativos para parcimonia. A composicao nucleotidica encontrada foi
de 27,7% para timina, 33,5% de citosina, 25,5% de adenina e 13,3% para guanina (Figura 6).

Analises dos indices de diversidade estimados para esta regido gé€nica apresentou-se
alta diversidade haplotipica e baixos valores de diversidade nucleotidica (Tabela 6). O autor
Marques et al. (2016), obteve através do gene Cyt b, resultados semelhantes diversidade
haplotipica h= 0,93 superior a diversidade nucleotidica de n= 0,007 ao analisar divergéncia
genética entre populacdes nativas e invasoras de ciclideos no rio Paraiba do Sul. Este indice de
diversidade haplotipica e o esperado em populagdes invasoras, pois refletem parcialmente a
diversidade genética de populacdes ndo nativas, chamado efeito fundador (BRINEZ et al.,
2013). Foram observados dois haplotipos para os espécimes de C. kelberi dos rios maranhenses

e um hapldtipo para sequéncias do Genbank procedentes da bacia Amazonica.

Tabela 6. Indices de diversidade para o gene Cyt b.

Indice de Diversidade
N NH S Molecular
h T
46 21 165 0,838 0,041

N = ndmero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade haplotipica e & =
diversidade nucleotidica.

6.2.3. Relacoes Filogenéticas e Distancia Genética

A reconstrucdo filogenética utilizando-se os métodos baseados em distancia, evidenciou
que os espécimes Cichla kelberi, agruparam-se em um unico clado com suporte de 95% de
bootstrap (Figura 6). Resultados semelhantes foram obtidos por Marques et al. (2016), em
andlises realizada com género Cichla do reservatério do rio Paraiba do Sul, onde foi avaliado
os niveis de diversidade genética entre as populacdes nativas e as invasoras de C. kelberi, esses
espécimes formaram um grupo monofilético com forte suporte de 88% de bootstrap.

A andlise da regido Cyt b tem sido utilizada em estudos filogenéticos, pois contém
regides de baixa e alta variabilidade, ou seja, regides mais preservadas e regides de dominio
mais amplo (OSMAN et al, 2023). Neste cendrio, pode ser assim considerado um bom

marcador para o estudo de identificacdo molecular em espécies do género Cichla (GASQUES
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et al., 2015; MARQUES et al., 2016). Esta regido também, tem sido utilizada em pesquisas de
estudo biogeogrificos do género Cichla e demonstrou seu potencial para esta finalidade

(WILLIS et al., 2010).

Figura 6. Arvore filogenética de agrupamentos de vizinhos (NJ) utilizando o modelo Kimura-2-parimetros (K2P)
baseada em sequéncias do gene mitocondrial Cyt b, com indicacdo dos valores de boostrap (1.000 réplicas).

UR 115 Cichla kelberi
UR 116 Cichla kelberi
UR 114 Cichla kelberi
UR 113 Cichla kelberi
UR 112 Cichla kelberi
UR 53 Cichla kelberi
LOR217 Cichla kelberi
LOR216 Cichla kelberi
55 [FLOR215 Cichla kelberi
LOR213 Cichla kelberi
LOR211 Cichla kelberi
LOR210 Cichla kelberi
LOR209 Cichla kelberi
LOR208 Cichla kelberi
LOR207 Cichla kelberi
05 [FLOR206 Cichla kelberi
LOR204 Cichla kelberi
LOR205 Cichla kelberi
PIN173 Cichla kelberi
PIN174 Cichla kelberi
63 \PIN175 Cichla kelberi
PIN176 Cichla kelberi
PIN177 Cichla kelberi
86U Cichla kelberi GU205660.1
57 Cichlz kelberi GU295668.1
Cichla ocellaris NC 0302721
45| | ox|Cichla ocellaris KR150863.1
Cichla ocellaris KUS78410.1
83 Cichla orinocensis GQ199902.1
Cichla orinocensis AF370643.1
_| Cichila monoculus AF370642.1
90 |Cichla monoculus DQ990686.1
Cichla pinima GU295678.1
66 |Cichla miriange GU295685.1
rCichla mirianae GU295671.1
“Cichla mirianae GU295688.1
Cichla mirianae GU295687.1
T4 1 Cichla temensis AF370644.1
04| 981l Cichla temensis GU295689.1
Cichla temensis GU295674.1
Cichla pinima GU295686.1
Cichla pinima GU295683.1
Cichla pinima GU295684.1
97|Cichla pinima GU295682.1
i -Retfroculus xinguensis AF370641.1
Geophagus brasiliensis AF370650.1

99

0,020

Fonte: Elaboracgao prépria, 2023.

A matriz de divergéncia genética revelou que a média intraespecifica para C. kelberi
variou de 0 a 0,5% (Tabela 7), estando de acordo com os estudos de Santos et al. (2016), que
utilizando o gene Cyt b obtiveram 0,7% de média intraespecifica para espécies do género

Cichla.
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Tabela 7. Médias de divergéncias intraespecifica (diagonal) e interespecifica para as espécies de peixes do Rio
Flores, Pindaré e Buriti através do gene mitocondrial Cyt b.

% Divergéncia Genética

Espécies 1 2 3 4
1. Cichla kelberi FLOR 0,0

2. Cichla kelberi BURITI 00 00

3. Cichla kelberi PINDARE 02 02 00

4. Cichla kelberi CASIQUIARE 03 03 05 00

NC - Nao calculado.

Nossos resultados confirmam a introducao de C. kelberi nos rios Pindaré, Flores e Buriti.
Santos et al. (2016) através do gene Cyt b também detectaram populagdes ndo nativas de C.
kelberi em grandes bacias hidrogréficas: bacia do alto rio Parana e o reservatorio do rio Paraiba
do Sul (BRINEZ et al., 2013; GASQUES et al., 2015; MARQUES et al., 2016; SANTOS et
al., 2016).

Eventos de introduc¢do de espécies exdticas sdo de grande preocupacio ecoldgica, pois
podem confundir estudos que rastreiam a disseminacao de populagdes invasoras, esse processo
de introducdo pode contribuir para manter as populagdes ndo nativas em altas densidades,
agravando os impactos sobre a ictiofauna nativa (HAMILTON; MILLER, 2016; PFENNIG et
al., 2016). Nesse contexto, destaca-se a importancia de marcadores moleculares como
ferramentas para identificac@o precisa espécies invasoras de peixes, especialmente no caso de

populacdes introduzidas (FITZPATRICK et al., 2012).
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7. CONCLUSAO
Diante dos resultados obtidos através das andlises dos genes RNA ribossomal 16S

(rRNA 16S) e Citocromo b (Cyt b), conclui-se:

v" Foi possivel observar que houve baixa divergéncia genética em espécie de Cichla
kelberti;

v" Os resultados obtidos com o gene rRNA 16S apontam apenas uma linhagem para tdxon
Cichla kelberi, sendo possivel inferir que os espécimes coletados nos rios: Flores,
Pindaré e Buriti/MA sejam provenientes de populacdes nativas da bacia do rio
Tocantins, pois estes agruparam com os espécimes do rio Doce e reservatorio de
Itumbiara, Minas Gerais, oriundos do rio Tocantins.

v Portanto, através os genes rRNA 16S e Cyt b indicam a ocorréncia da espécie C. kelberi
na bacia do rio Mearim e Parnaiba/MA. Sendo esses genes, uma ferramenta robusta na

identificacdo em nivel especifico em peixes.
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Tabela suplementar 1. Nimeros de acesso do GenBank do gene rRNA 16 S para espécies do género Cichla.

Espécies Localidades Acesso Referéncia
GenBank
rRNA 16 S
Cichla kelberi Rio Doce, Minas Gerais FJ904291.1
Cichla kelberi Reservatdrio Itumbiara, Minas DQ779581.1 Carvalho et al., 2009
Gerais
Cichla ocellaris AY263831.1 Sparks, 2004
Cichla ocellaris KR150863.1 Musilova, Staros Tova, 2015
Cichla ocellaris NC030272.1 . .
Cichla ocellaris KU878410.1 Lin, Mu, Shi, 2016
Cichla orinocensis AF049018.1 .
Cichla monoculus AF049017.1 Farias et al., 1999
Cichla monoculus Rio Solimdes, Amazona FJ904288.1 Carvalho et al.,2009
Cichl / Vietiia Vu et al.,2018
ichla monoculus MH699844. 1
Cichla intermedia GU737116.1 Lépez-Ferndndez. Winemiller
Cichla temensis Rio Cinaruco, Venezuela GU737114.1 p ’ ’
Honeycutt, 2010
Cichla temensis AF049019.1 Farias et al., 1999
Cichla temensis AY662729.1 Sparks, 2004
Cichla temensis GUS817247.1 Chakrabarty, Albert, 2010
Cichla sp. AF112640.1 Farias, Meyer, Orti, 1998
Cichla piquiti Rio Tocantins, Reservatério Tucuri, FJ904286.1 Carvalho, 2009
Para.
Cichla piquiti Rio Grande, Reservatorio de Furnas,
Minas Gerais. FJ904287.1
Cichla piquiti Lagoa Marginal Sao Francisco, Carvalho et al., 2009
Minas Gerais. DQ779579.1
Retroculus xinguensis AF049012.1 Farias et al.,1999
Geophagus brasiliensis GU737148.1 Loépez-Ferndndez, Winemiller,

Honeycutt, 2010




46

Tabela suplementar 2. Nimeros de acesso do GenBank do gene Cyt b para espécies do gé€nero Cichla.

Espécies Localidades Acesso GenBank Referéncia
Cytb
Cichla kelberi Rio Casiquiare GU295669.1
Cichla kelberi (corredor entre os rios Amazonas e GU295668.1 Willis et al.,2010
Bacias do rio Orinoco)
Cichla ocellaris KR150863.1 Musilova, Staros Tova,
Cichla ocellaris NC030272.1 2015
Cichla ocellaris KU878410.1 Lin, Mu, Shi, 2016
Cichla orinocensis AF370643.1 Farias et al.,2001
Cichla orinocensis GQ199902.1 Kullander et al., 2010
Cichla monoculus AF370642.1 Farias et al.,2001
Cichla monoculus DQ990686.1 Perez et al., 2007
Cichla pinima GU295678.1
Cichla pinima Rio Casiquiare GU295686.1
Cichla pinima (corredor entre os rios Amazonas e GU295683.1
Cichla pinima Bacias do rio Orinoco) GU295684.1
Cichla pinima GU295682.1 Willis et al.,2010
Cichla mirianae GU295685.1
Cichla mirianae Ri L GU295671.1
io Casiquiare
Cichla mirianae (corredor entre os rios Amazonas e GU295688.1
Cichla mirianae Bacias do rio Orinoco) GU295687.1
Cichla temensis AF370644.1 Farias et al.,2001
Cichla temensis Rio Casiquiare GU295689.1
Cichla temensis (corredor f:ntre 08 rios Amazonas e Willis et al.,2010
Bacias do rio Orinoco) GU295674.1
Retroculus xinguensis AF370641.1 )
Geophagus brasiliensis AF370659.1 Farias et al., 2001
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CICHLIFORMES) INTRODUZIDOS NA BACIA DO RIO MEARIM/MA.
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XOUKHI SEMINARIO DE INICIACAD CIENTIFICA - UEMA




|

moes (B papemd @owee Lo

MHMNHECI ELNIERA LENS bt e x e g TEie o meso



VARIABILIDADE GENETICA DE TUCUNARES (CICHLIDAE,
CICHLIFORMES) INTRODUZIDOS NA BACIA DO RIO
MEARIM/MAL. ...oeiiiriiiciininnrninisreresssansssssessrasssssnssssenssssnsnssssnes 542
Francisca Karoline Marinho Ferreira

Marcelo Silva de Almeida

Maria Claudene Barros

Elmary da Costa Fraga

50



51

VARIABILIDADE GENETICA DE TUCUNARIES (((C][(C]H[]L][]D)A]Ey (C][(C]H[]L][]FO]KM[]ES))
INTRODUZIDOS NA BACIA DO RIO MEARIM/MA.
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INTRODUCAO

Cerca de 60.000 espécies de vertebrados ja foram descritas, destas 32.000 (53%) sdo
peixes, € esse numero so faz crescer ano a ano, sendo que o Brasil € um dos paises que lideram
novas descobertas (NELSON et al., 2016). Nenhum outro grupo animal iguala os peixes no seu
dominio dos mares, lagos e rios (HICKMAN et al., 2016). O Brasil abriga grande parte dos
peixes neotropicais, com 4.697 espécies ja registradas (FROESE; PAULY, 2019). A alta
diversidade de peixes de dgua doce do Brasil deve-se principalmente a presenca de grandes
sistemas hidrograficos, com considerdvel distin¢do ictiofaunistica entre si, além de apresentar
condic¢des climdticas apropriadas (ICMBIO, 2016). Entretanto, deve-se enfatizar que o nimero
de espécies para o pais tende a aumentar, pois as amostragens ainda sdo insuficientes e muitas
areas permanecem inexploradas (ALVES et al., 2014), como é o caso dos afluentes Flores e
Pindaré da bacia do rio Mearim/MA.

Entre os vérios grupos encontrados na regido Neotropical um dos mais importantes € a
familia Cichlidae, pertencente a ordem Cichliformes, apresenta espécies que vao desde pequeno
até grande porte. Caracteriza-se como uma das mais diversas nos ecossistemas de dgua doce,
com 1.707 espécies (CAS, 2017). Esta familia tem sido objeto de muitas pesquisas
filogenéticas (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2010).

As espécies do género Cichla (tucunarés) estdo entre os predadores mais conspicuos
possuindo grande plasticidade fenotipica e oferecem cuidados com sua prole, motivos estes que
as tornam invasoras de alto impacto ambiental (GASQUES et al., 2014). Estes peixes
distribuem-se nas bacias da Amazonia, Tocantins e Orinoco, além de rios menores que drenam

as Guianas até o Oceano Atlantico. Sao registrados ainda nos rios Parana, Paraguai, Paraiba do
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Sul e Paraguagu. O género compreende 15 espécies reconhecidas por caracteres externos, dos
quais o padrdo cor e os caracteres meristicos sdo os mais significativos (KULLANDER;
FERREIRA, 2006).

Os tucunarés estao entre os principais recursos para alimentagao e pesca esportiva em
vérias regides do continente sulamericano (KULLANDER; FERREIRA, 2006), sendo entdo,
peixes aléctones quando introduzidos em diversas bacias que ndo sdo de sua origem no Brasil
(AGOSTINHO; JULIO JR, 1999; CHELLAPPA et al., 2003; KOVALENKO et al., 2010) e
podem impactar significativamente comunidades nativas devido ao seu comportamento
agressivo e piscivora voraz (AGOSTINHO et al., 2007) podendo colonizar rapidamente
ambientes com condi¢oes favoraveis (FUGI et al., 2008).

A introducdo de espécies de peixes, seja intencional ou ndo, pode t€ém um impacto
negativo nas comunidades locais (PELICICE; AGOSTINHO, 2009; SHARP et al., 2017), o
fato de as espécies invasoras serem altamente eficientes na competicao por recursos, terem alta
capacidade reprodutiva e de dispersdo, faz com que dominem os ambientes em que sdo
introduzidas (PIVELLO, 2011). No Brasil pouco € conhecido sobre a origem das populacdes
de tucunarés introduzidos, bem como, sua identificacdo taxondmica e nimero de individuos
(ALMEIDA et al., 2008). Em vdrias regides tem sido utilizado para peixamentos em barragens
e acudes, por ter uma carne excelente e apresentar qualidades para a pesca esportiva
(NASCIMENTO; CATELLA; MORAES, 2002).

A falta de conhecimento deixa evidente a grande necessidade de intensificar esforcos e
com isso desenvolver pesquisas a fim de suprir essa insuficiéncia (VLIEGER, 2017).
Propostas para amenizar esse problema incluem abordagens como a taxonomia integrativa
(DAYRAT, 2005) e “turbo-taxondmico” (RIEDEL et al., 2013) nas quais a identifica¢do
baseada no DNA atrela-se a descri¢do morfoldgica e imagens de alta resolucao (PUGEDO et
al, 2016). A identificacdo de espécimes em nivel especifico permite a descoberta de novas
espécies, um indicativo a ser investigado nessa bacia (MORAES, 2016).

Diante disso, estudos genéticos de peixes sdo de extrema importancia, uma vez que o
grupo estd na base da evolucdo dos vertebrados superiores, desta forma, compreender sua
historia evolutiva € entender a evolugdo de todos os vertebrados, inclusive de nossa propria
espécie (HELFMAN et al., 2009). E, dentre as ferramentas utilizadas neste tipo de estudo esta
a genética molecular. Portanto, diversos genes ou regides do DNA t€m sido historicamente

empregados como marcadores moleculares para a identificagdo de espécies com base em suas
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divergéncias genéticas — tais como o rRNA 16S e o Citocromo b obtidos do genoma
mitocondrial (HAJIBABAEI et al., 2007).

Com isso, estudos genéticos de populagdes de Cichla (tucunaré), introduzidas nas bacias
maranhenses e seus afluentes, sdo de amplo valor ecoldgico, por fornecerem informacdes que
poderdo auxiliar para uma melhor caracterizagdo taxondmica e nortear métodos de manejo e
estudos de ecologia apropriados as espécies do género. Portanto, o presente estudo tem como
proposta identificar e caracterizar variabilidade genética espécies do género Cichla introduzidas
na bacia do rio Mearim- MA, dessa forma buscando contribuir com o conhecimento dos
estoques de tucunaré introduzido em bacias hidrograficas maranhenses e inferir quanto a sua

origem.

METODOLOGIA

Area de estudos e obtenciao das amostras

As amostras dos espécimes de Tucunaré foram obtidas no rio Flores, afluente do rio
Mearim, localizado no municipio de Jos€landia/MA. As coordenadas geogréficas do rio Flores
estdo em latitude 05°05'508"S, longitude 044°39'811"W e com altitude de 68m. Os cursos
d’agua da regido fazem parte da bacia hidrografica do Mearim (IMESC, 2008). O rio Flores
compde o alto Mearim, afluente pela margem direita, com uma extensdo aproximada de 400
km (FILHO et al., 2011).

Amostras do rio Pindaré foram coletadas nas seguintes coordenadas 3°39'54"S e
45°25'31"W pertencente ao municipio de Pindaré-Mirim (Figura 1). Este rio € o principal
afluente do rio Mearim e nasce nas elevacdes que formam o divisor entre as bacias Mearim e

Tocantins. Com aproximadamente 686 Km?, sendo navegavel no trecho compreendido entre a

sua foz no Km 41 do rio Mearim até a foz do rio Buriticupu no Km 456 (STELLA, 2011).
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Figura 1. Localizacdo dos rios Flores e Pindaré/MA onde foram obtidos os espécimes. Ponto A: Rio Pindaré;
ponto B: Rio
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Fonte: Adaptado por Teixeira (2020) no programa Quantum GIS 2.6.0.

Coleta do material

As amostras foram coletadas utilizando-se instrumentos de pesca como redes de
malhadeiras e tarrafas. Os espécimes coletados foram acondicionados em sacos plésticos e
transportados em gelo ao Laboratério de Genética e Biologia Molecular (GENBIMOL) do
Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do Maranhdo -
CESC/UEMA.

Os peixes coletados foram etiquetados, fotografados e retirouse amostras de tecido
muscular. Os tecidos foram preservados em alcool 80% e mantidos sob refrigeracdo a 20°C. Os
exemplares foram fixados em formalina 10% e conservados em élcool 70%. A identificagdo
taxonOmica foi realizada com o auxilio de literatura especifica (KULLANDER; FERREIRA,
2006). Os espécimes encontram-se depositados no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular do CESC/UEMA.

Técnicas moleculares

O DNA total foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA Purification Promega
seguindo as instru¢cdes do fabricante. O isolamento e amplificacdo da regido do genoma

mitocondrial rRNA 16S e Cyt b, a partir de DNA total foi realizado através da técnica de Reacdo
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em Cadeia da Polimerase (PCR) usando primers especificos para cada gene, para o gene 16S:
16SL1987: ‘5-GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC-3’,16SH2609:5°CCGGCTGAACTCAG
ATCACGT-3’ (PALUMBI et al., 1996); e o gene Cyt b: LNF: 5°- GACTTGAAAAACCAYC
GTTGT-3’, HO8R2: 5’- GCTTTGGGAGTTAGDGGTGGGAGTTAGAATC-3’ (OLIVEIRA
etal., 2011).

Inicialmente ocorreu um ciclo de desnaturacdo de 5 minutos a 94°C e no final uma
extensdo de 7 minutos a 72°C. Os produtos da PCR serdo visualizados em minigel de agarose
a 1%. Os produtos das PCRs foram purificados utilizando-se o kit “ExoSap-IT” seguindo as
recomendacdes do fabricante e em seguida submetidos a uma reacdo de sequenciamento de
DNA seguindo o método de Sanger et al. (1977) utilizando o Kit “Big DyeTM Terminator v 3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems)”. Apds a precipitacdo os produtos
foram submetidos a eletroforese em um sequenciador automético de DNA (ABI 3500).
Analise dos dados

As sequéncias de DNA foram editadas e alinhadas no Clustal W (THOMPSON et al.,
1994) do programa BioEdit 7.0 (HALL, 1999). A composi¢ao nucleotidica, matriz de distancia
genética e analises filogenéticas, foram geradas no programa MEGA X (KUMAR et al., 2018)
utilizando-se o método de agrupamento de vizinhos (SAITOU; NEI, 1987) e o modelo
Kimura2-parametros (K2P). A significincia dos agrupamentos foi estimada pela andlise de
bootstrap (1000 réplicas) (FELSENSTEIN, 1985). O ndmero de sitios conservados e variaveis,
diversidades haplotipicas e nucleotidicas foram obtidos por meio do programa DnaSP v6.10.01
(ROZAS et al., 2017). Foram utilizadas como grupo externo sequéncias Cichla monoculus
(MH699844.1) e Cichla piquiti (DQ779579.1) para o gene rRNA16S e para gene Cyt b Cichla
monoculus (AF370642.1) e Cichla temensis (AF370644.1) obtidas do Genbank.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 18 sequéncias de Tucunaré, pertencentes a ordem Cichliformes, a familia

Cichlidae, género Cichla. (Quadro 1).

Quadro 1. Relagdo dos taxons coletados nos rios Flores e Pindaré /MA.

Bacias Hidrograficas Taxons N° Amostral
Bacia do Pindaré Cichla kelberi 5
Rio Flores Cichla kelberi 13
Total 18

Fonte: Elaboragado prépria (2021)
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Gene rRNA 16S

Obteve-se um fragmento de 549 pares de bases do gene mitocondrial rRNA 16S para
18 espécimes utilizados nesta andlise. Sendo verificados 537 sitios conservados, 12 sitios
variaveis e 12 informativos para parcimdnia. A composi¢ao nucleotidica encontrada foi de 23%
de timina, 25% de citosina, 29,7% de adenina e 22,4% de guanina (Gréfico 1). Anélise resultou

em um unico haplétipo com diversidade haplotipica e nucleotidica de 0.

Griafico 1. Composicdo média de nucleotideos das sequéncias do gene rRNA 16s dos peixes da bacia do rio
Flores.
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Fonte: Elaboracio propria (2021)
Relacoes Filogenéticas e Distancia Genética
A reconstrucdo filogenética utilizando-se os métodos baseados em distancia
(Agrupamentos de Vizinhos —NJ), evidenciou a ocorréncia de um clado fortemente suportado
com 100% de bootstrap, agrupando os espécimes de Cichla kelberi do rio Flores e Pindaré
(Figura 2).

Figura 2. Arvore filogenética de agrupamentos de vizinhos (NJ) baseada em sequéncias do gene mitocondrial
rRNA 168, com indicagdo dos valores de boostrap.
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| Cichla monoculus MHGY9844.1
ICicnla piquiti DQ779579 1

0.0050

Fonte: Elaboragdo prépria(2021).
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Estudos realizados por Almeida et al. (2021) através do DNA Mitocondrial na
identificacio molecular de tucunaré introduzidos em bacias maranhenses, encontraram
resultados similares ao descrever que os individuos considerados pertencentes a mesma espécie
se agruparam em conjuntos coerentes com a formacdo de clados fortemente suportados com
100% de bootstrap.

Portanto, a identificac@o precisa das espécies de peixes constitui 0 primeiro passo para
0 sucesso em programas de manejo e conservacao de recursos pesqueiros (LUDWIG, 2006).
Assim, a utilizacdo de regides do genoma mitocondrial (rRNA 16S) tem sido bastante
informativa em estudos filogenéticos de peixes que apresentam taxonomia problemdtica
(SANTOS et al., 2003; VINSON et al., 2004; SANTOS et al., 2006b; FRAGA et al., 2007).

A média K2P de divergéncia genética intraespecifica para o gene rRNA 16S foi de 0%.
O principio para identificagdo de espécies fundamentado em dados moleculares depende da
competéncia de distinguir a variacdo intraespecifica da variacdo interespecifica (CYWINSKA
et al., 20006).

O gene rRNA 16S que faz parte da grande subunidade ribossomal do DNA mitocondrial
(PALUMBI et al., 1996) também tem se mostrado um bom marcador para andlises de
diferenciacdo de peixes, como em estudos comparativos intergenéricos e interespecificos
(CALCAGNOTTO et al., 2005; FRAGA et al., 2007; FRAGA et al., 2014). Sendo o seu uso
utilizado com sucesso em estudos filogenéticos de diversos grupos de vertebrados, como em

peixes (CALCAGNOTTO et al., 2005).

Gene Cyt b

Anadlise do Fragmento e Composicao Nucleotidica Cyt b

Um fragmento de 1066 pares de base do gene Cyt b foi obtido para 18 espécimes de
tucunarés analisados, sendo trezes sequéncias do rio Flores, cinco do rio Pindaré.

Foram observados 981 sitios conservados, 85 varidveis e 12 informativos para
parcimdnia, a composi¢ao nucleotidica foi de 28,3% timina (T), 33,5% citosina (C), 25,2%
adenina (A) e 13,0% guanina (G) (Grafico 2). Andlise resultou em dois haplétipos com

diversidade haplotipica de 0,4 e nucleotidica de 0,5.
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Grifico 2. Composicdo média de nucleotideos das sequéncias do gene Cyt b dos peixes da bacia do rio Flores e
Pindaré.
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Fonte: Elaboragdo Prépria (2021)

Relacoes Filogenéticas e Distancia Genética

Os resultados mostraram que os espécimes Cichla kelberi, agruparam-se em um unico
clado com suporte de 100% de bootstrap, apresentando também um subclado de 64% (Figura
3).

Figura 3. Arvore filogenética para o gene Cyt b obtida através do modelo GTR+I+G, rodadas 5 000 000 geracdes.
O suporte dos ramos foi estimado através do teste aproximado de Verossimilhanga “Shimodaira-Hasegawa - like
interpretation.

FLOR2X04 Cielrla kelberi
FLOR2OS Cichia kelberi
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FLOR2OT Clelilo Keffrerd
FLORIOE Ciclila Kelferi
FLOR2OYD Cichifa kelberi
ud FLOR2ZIO Ciclfa kelheri
FLOR2IN Ciolfa Kelberi
FLOR2I3 Ciolda kefberi
FLOR2IS Clolida kefberd
s |FLOR2ZIG Ciclfa Kelberd
FLORIINT Cielifa Kefheri
FLORITT Clella kelberd
PINITS Clefila kelfheri

PINITS Cichda ketberi

14

" PINITS Ciclifa kelberi

PINITO Cielfa kelberi
PINITT Cichla kelberd

r Ciclly moonrecilios AF3T0642.1
L Cichta temensis AF370644.1

Fonte: Elaboracdo prépria (2021).

Através da andlise do gene Cyt b Marques et al. (2016) e Santos et al. (2016)

evidenciaram em seus estudos que houve a formagdo de um grupo monofilético na reconstru¢ao
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filogenética com alto suporte de bootstrap para os hapldtipos de C. kelberi do reservatério de
Paraiba do Sul, no qual a distancia genética interespecifica encontrada foi de 1,7% vezes maior
que a divergéncia genética média dentro das espécies. Diante da andlise, € possivel observar a
auséncia da divergéncia intraespecifica e interespecifica para o gene Cyt b, por ter apresentado
apenas uma espécie.

A andlise da regido Cyt b tem sido utilizada em estudos filogenéticos por conter regides
de baixa e alta varidvel, ou seja, regides mais preservadas e regides de dominio mais amplo.
Pode ser considerado um bom marcador para o estudo da filogenia molecular em familias
monofiléticas (FARIAS et al., 2001; GENNER et al., 2007; MUSILOVA et al., 2008; SMITH
et al., 2008; PUEBLA, 2009).

Estudos genéticos/moleculares sdo usados para tragar rotas de introducdes de espécies
e com base nessas informagdes auxiliar na classificagdo taxondmica das mesmas. Tais dados
sdo subsidios relevantes para a tomada de decisdes sobre politicas de conservagdo e sobre
medidas que visem reduzir impactos ambientais (CARVALHO et al., 2009).

Portanto, mais estudos das populacdes invasivas de C. kelberi sdao necessarios, incluindo
estudos taxondmicos e genéticos que podem ajudar a rastrear a origem das introdugdes e

auxiliar no manejo (FITZPATRICK et al., 2012).
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, os genes utilizados no trabalho constituem bons
marcadores moleculares na caracterizagdo dos estoques de Cichla, nos quais foi possivel
observar baixos valores de variabilidade genética nas andlises dos diferentes marcadores (Cyt
b e rRNA 16S).

Os resultados apontam apenas uma linhagem para o tixon Cichla kelberi. Portanto,
fragmentos do gene rRNA 16S e Cyt b se mostrou uma ferramenta favoravel a identificacido

bioldgica em nivel especifico em peixes coletados nos rios Flores e Pindaré/MA.
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