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“Se cheguei até aqui foi porque me apoiei no ombro dos gigantes.”

Isaac Newton
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RESUMO

A família Ariidae é composta por 131 espécies de bagres marinhos encontrados em áreas
tropicais e temperadas, abrangendo regiões litorâneas, estuarinas e de rios. Um membro dessa
família é a espécie Genidens genidens, também conhecida como "bagre-guri", endêmica da
América do Sul. Com um corpo robusto e alongado, G. genidens é encontrada principalmente
em águas costeiras e estuarinas, sendo distribuída desde a Colômbia até o Rio da Prata, na
Argentina. Essa espécie possui grande importância pesqueira. Além disso, suas características
reprodutivas, como o cuidado parental e o desenvolvimento sincronizado dos ovócitos, têm
sido objeto de diferentes estudos científicos. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi
avaliar a diversidade genética e a estrutura populacional de G. genidens no litoral do Espírito
Santo, comparando a diversidade genética entre os rios afetados pelo desastre ambiental de
Mariana, MG. As áreas de estudo abrangem regiões impactadas pela lama de rejeito de
minério, aumentando a relevância da pesquisa, que contribuirá na compreensão da magnitude
do impacto e no planejamento de futuras medidas de recuperação dos stocks desta espécie. As
coletas dos peixes foram realizadas na região da foz do rio Doce (n = 40) e nos estuários dos
rios Ipiranga (n= 39) e São Mateus (n=40), totalizando 119 indivíduos. Foram realizados três
arrastos em cada ponto amostral, com auxílio de redes de arrasto de fundo ou de balão. O
DNA foi extraído, a partir de um método que utiliza solução salina. Dos 119, indivíduos, 97
foram sequenciados e editados (fragmentos de 744 bp). Foram identificados cinco haplótipos
no rio Ipiranga, cinco no rio Doce e três no rio São Mateus, fazendo um total de oito
haplótipos. A diversidade haplotípica foi moderada (h = 0,6836), enquanto a diversidade
nucleotídica foi baixa (0,001256 ± 0,000966). O teste de FST não mostrou estrutura genética
significativa entre os locais amostrados. Os testes de D Tajima e Fs de FU não indicaram
expansão populacional, visto que os valores de p não foram significativos. Nossos resultados
indicam que os indivíduos encontrados nos três rios representam uma única população, com
fluxo gênico moderado entre as localidades amostradas, possivelmente relacionado a
características como a movimentação sazonal entre ambientes com diferentes níveis de
salinidade, que facilita a migração. Tais resultados devem ser considerados para a
conservação e manejo sustentável dessa espécie. Assim, é indicado o monitoramento dessa
diversidade em uma maior escala temporal, a fim de verificar a tendência (aumento ou
diminuição) dos índices de diversidade ao longo do tempo.

Palavras-Chave: ATPase 6 e 8; Bagre-guri; Diversidade genética; Peixes marinhos.
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ABSTRACT

The Ariidae family is made up of 131 species of marine catfish found in tropical and
temperate areas, covering coastal, estuarine and river regions. One member of this family is
the species Genidens genidens, also known as the "guri catfish", which is endemic to South
America. With a robust, elongated body, G. genidens is found mainly in coastal and estuarine
waters, and is distributed from Colombia to the Río de la Plata in Argentina. This species is of
great fishing importance. In addition, its reproductive characteristics, such as parental care
and synchronized oocyte development, have been the subject of various scientific studies. In
this context, the aim of this study was to assess the genetic diversity and population structure
of G. genidens on the coast of Espírito Santo, comparing the genetic diversity between the
rivers affected by the environmental disaster in Mariana, MG. The study areas cover regions
impacted by the ore tailings sludge, increasing the relevance of the research, which will
contribute to understanding the magnitude of the impact and to planning future recovery
measures for stocks of this species. Fish were collected in the region of the mouth of the Doce
River (n = 40) and in the estuaries of the Ipiranga (n = 39) and São Mateus (n = 40) rivers,
totaling 119 individuals. Three trawls were carried out at each sampling point, using bottom
or balloon trawls. DNA was extracted using a saline solution method. Of the 119 individuals,
97 were sequenced and edited (744 bp fragments). Five haplotypes were identified in the
Ipiranga River, five in the Doce River and three in the São Mateus River, making a total of
eight haplotypes. Haplotypic diversity was moderate (h = 0.6836), while nucleotide diversity
was low (0.001256 ± 0.000966). The FST test showed no significant genetic structure
between the sites sampled. The D Tajima and Fs FU tests did not indicate population
expansion, as the p-values were not significant. Our results indicate that the individuals found
in the three rivers represent a single population, with moderate gene flow between the sites
sampled, possibly related to characteristics such as seasonal movement between environments
with different salinity levels, which facilitates migration. These results should be considered
for the conservation and sustainable management of this species. It is therefore advisable to
monitor this diversity on a longer time scale in order to verify the trend (increase or decrease)
of diversity indices over time.

Keywords: ATPase 6 and 8; Catfish; Genetic diversity; Marine fish.
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1. INTRODUÇÃO

A família de peixes Ariidae é composta por 131 espécies (MARCENIUK et al., 2023).

Sendo a maioria das espécies associadas a águas costeiras e tropicais, estuários e rios

(FIGUEIREDO & MENEZES, 1978; MARCENIUK, 2005). Habitando regiões litorâneas,

estuarinas e rios em regiões tropicais e temperadas (MARTINELLI, 2010). Os bagres

pertencentes a esta família ocorrem em zonas litorâneas sendo geralmente mais abundantes

em águas costeiras pouco profundas, em fundo lodoso ou arenoso, além disso, migram para as

embocaduras dos rios e regiões lagunares na época da desova (FIGUEIREDO &MENEZES,

1978). Sua reprodução normalmente ocorre do início da primavera ao fim do verão nos meses

mais quentes do ano, no período chuvoso, quando há maior captação dos rios e menores

níveis de salinidade (GOMES & ARAÚJO 2004; FÁVARO et al., 2005). As regiões

estuarinas e costeiras são consideradas áreas de alimentação, reprodução e abrigo para este

grupo (GURGEL et al., 2000).

Dentro da família Ariidae temos o gênero Genidens, composto por quatro espécies de

bagres marinhos endêmicos do litoral da América do Sul, bem caracterizadas

morfologicamente (MARCENIUK & FERRARIS, 2003; MARCENIUK, 2005), sendo elas:

Genidens genidens (CUVIER, 1829); G. planifrons (HIGUCHI et al., 1982); G. barbus

(LACEPEDE, 1803) e G. machadoi (MIRANDA-RIBEIRO, 1918). Este gênero,

historicamente, é considerado importante para os recursos pesqueiros nas regiões Sudeste e

Sul do Brasil (MARCENIUK & MENEZES, 2007) apresentando duas espécies classificadas

como ameaçadas de extinção: o bagre branco G. barbus, (EN ameaçado) e o bagre-boca G.

planifrons (CR criticamente ameaçado) (MMA, 2014; RIO GRANDE DO SUL, 2014).

Genidens genidens está distribuída pela costa leste da América do Sul, desde a

Colômbia até o Rio da Prata, na Argentina (Figura 1) (ACERO, 2009). Tem como habitat

águas costeiras e estuarinas, possuindo uma grande importância econômica (REIS, 1986).
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FIGURA 1.Mapa representativo da distribuição de Genidens genidens, conforme avaliação da

IUCN. As regiões destacadas ilustram as áreas de ocorrência dessa espécie.

A espécie (Figura 2) é conhecida popularmente por “bagre-urutu”, “bagre-favudo”,

“bagre-guri” ou “caçari”. Possui comprimento máximo de 350 mm (MARCENIUK &

MENEZES, 2007) e um corpo robusto e alongado (Figura 2) (FIGUEIREDO & MENEZES,

1978). É comumente encontrada em grande número em estuários e lagoas, sendo um dos

bagres que mais ocorre na costa brasileira. Ademais, G. genidens foi caracterizado por ser

uma espécie dependente de estuários (FIGUEIREDO & MENEZES, 1978;

ANDRADE-TUBINO et al., 2008), podendo completar todo o seu ciclo de vida em ambientes

estuarinos (ELLIOTT et al., 2007). Sua principal característica diagnóstica é a presença de

dentes palatinos situados em duas protuberâncias carnosas, uma de cada lado do palato, sendo

poucos desenvolvidos e aciculares, reunidos em pequenos grupos nas projeções carnosas

(FIGUEIREDO & MENEZES, 1978). Genidens genidens é uma das espécies de peixes

estudada sob diferentes aspectos, incluindo distribuição (MISHIMA & TANJI, 1981;

AZEVEDO et al., 1999), dieta (RABITTO & ABILHÔA, 1999), reprodução (MAZZONI et

al., 2000) e pesca (REIS, 1986). Além disso, essa espécie é considerada como um

indicador-chave dos estuários em alguns estudos (SILVA-JUNIOR et al., 2013;
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RODRIGUEZ-CEA et al., 2006). Isso sugere que eles poderiam ser utilizados como

sentinelas dos estuários devido à sua capacidade de tolerância à eutrofização e a outras

alterações provocadas pela ação humana, os bagres são notáveis por sua capacidade de tolerar

condições ambientais desafiadoras, a diminuição da concorrência proveniente de espécies

menos adaptadas a essas condições específicas pode propiciar a ascensão da dominância de G.

genidens (SILVA-JUNIOR et al., 2013;) sendo um peixe indicador de qualidade ambiental,

tornando, assim, a pesquisa sobre sua biologia uma prioridade.

FIGURA 2. Indivíduo da espécie Genidens genidens.

Fonte: (Fishbase: Sazima, 2001)

Esse animal possui características correspondentes a uma espécie estrategista-K, cujo a

maior parte da energia é direcionada para o processo de desova associado a cuidados parentais

bem desenvolvidos (GOMES & ARAÚJO, 2004). Os machos realizam a incubação oral

(MAZZONI et al., 2000; GARCIA et al., 2006), reduzindo a mortalidade da prole nos

primeiros estágios do ciclo de vida (CONAND et al., 1995). Ademais, possui

desenvolvimento oocitário síncrono (SCHMIDT et al., 2008), o que também implica na

desova total e baixa fecundidade (GOMES et al., 1999).

Em um estudo sobre a biologia reprodutiva na Baía de Sepetiba, Rio de Janeiro, Brasil,

observou-se que os valores médios do Índice de Desenvolvimento Gonadal (IGS) dos machos

apresentaram um aumento considerável em fevereiro/março, atingindo o pico em abril/maio,

enquanto nas fêmeas, o pico foi registrado em dezembro/janeiro (GOMES, 1999). Os valores

mais baixos tanto para machos quanto para fêmeas ocorreram entre junho e setembro. Esse

padrão temporal sugere que, a partir de dezembro, as fêmeas estão prontas para a reprodução,

enquanto a maioria dos machos amadurece nos meses seguintes, principalmente entre

fevereiro e maio (GOMES, 1999). As mudanças sazonais nas populações em relação ao
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habitat de peixes de água doce, estuarinos e marinhos são o resultado de variações em fatores

ambientais como precipitação e salinidade. Trabalhos anteriores sobre os padrões de

abundância espacial de recrutas e adultos de G. genidens no estuário da Lagoa dos Patos

mostraram que indivíduos maiores procuram as áreas de menor salinidade da lagoa para se

reproduzir, enquanto indivíduos menores usam o estuário como berçário (ARAÚJO, 1988).

Análises de conteúdo estomacal mostram que G. genidens possui estratégia alimentar

do tipo generalista-oportunista (ARAÚJO, 1984; VALERÍN-SOLANO, 1999), consumindo

diferentes organismos, tais como Callinectes sp., poliquetas, tanaidáceos, misidáceos,

isópodes, anfípodes e gastrópodes (ARAÚJO, 1984). Além disso, alguns estudos de

abundância enfatizam a importância do ambiente estuarino em relação à alimentação para G.

genidens (ARAÚJO, 1988). Este serve de área de criação para os indivíduos jovens, além de

fornecer alimento durante todo o ano. Também na Baía de Guaratuba, Paraná, constatou-se

que a alimentação dessa espécie é influenciada pelas condições ambientais, já que sua dieta

foi variada durante o ano. Acredita-se que seu hábito alimentar generalista e variável se deve

ao fato de sua predisposição anatômica, como: suas fortes placas dentígeras, que ajudam a

comer alimentos rígidos (conchas, esqueletos e carapaças); seu estômago que consegue

armazenar os itens ingeridos durante um bom tempo; sua fenda bucal pronunciada, permitindo

a digestão de presas inteiras; e os barbilhões mentonianos e maxilares que ajudam reconhecer

itens no fundo. Esses fatores ajudam na alimentação variável desta espécie (RABITTO et

al.,1888; CHAVES et al., 1996).

Tanto os bagres marinhos quanto os de água salobra são utilizados na alimentação

humana, sendo um importante recurso pesqueiro (MALABARBA, 2013). Genidens genidens

é uma espécie comercial importante para a pesca artesanal (REIS, 1986). Um estudo realizado

por CHAO et al., (1982) no estuário da Lagoa dos Patos, demonstrou que a família Ariidae

representada por Netuma barba (LACEPEDE, 1803), Netuma planifrons (HIGUCHI et al.,

1982) e Genidens genidens (VALENCIENNES, 1833), compõe 20% do número e peso da

captura total dos arrastos de fundo experimentais. Na pesca artesanal aproximadamente 12%

do peso total das capturas provém destes peixes, enquanto na pesca industrial na plataforma

continental estes bagres constituíram menos de 1% do peso total de peixes nos anos 1980,

1981 e 1982 (Superintendência do Desenvolvimento da Pesca - SUDEPE -Rio Grande, RS).

Um estudo realizado na Baía de Guaratuba, Paraná, revelou que essa espécie se dispersa em

baías e estuários (GOMES et al., 1999), além disso, diversas espécies da família Ariidae,

como a espécie G. genidens, são vulneráveis à sobrepesca devido às características de sua

biologia reprodutiva, que resultam em uma recuperação lenta do estoque (KING, 1995).

Apesar da sua aparente capacidade de resistir a condições desfavoráveis, a combinação de
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uma baixa taxa de reprodução e um intenso cuidado parental torna este tipo de bagre

particularmente suscetível à redução da sua população devido à pressão exercida pela pesca e

distúrbios como degradação ambiental (RODRIGUES et al., 2008; LOWERRE-BARBIERI et

al., 2015, 2016).

Dada a importância econômica, ecológica e social mencionada anteriormente, torna-se

imperativo realizar estudos sobre a genética da espécie em questão, para avaliar os níveis de

diversidade genética das populações. A taxonomia e sistemática do grupo Ariidae trazem

desafios de compreensão devido às notáveis similaridades morfológicas, à plasticidade

fenotípica e à falta de consistência nos caracteres usados para discriminar as espécies,

conforme evidenciado em estudos anteriores (MARCENIUK et al., 2007; SILVA et al., 2016;

MARCENIUK et al., 2017; 2019). No contexto do gênero Genidens, um estudo conduzido

por Cerqueira (2022) revelou que os indivíduos coletados ao longo da costa, abrangendo a

região do Sudeste ao Sul do Brasil, exibiram diferenças genéticas significativas entre si. A

análise da diversidade e diferenciação genética é crucial para a conservação global

(MCNEELY et al., 1990). Ao longo dos anos, os estudos sobre a diversidade genética

desempenham um papel crucial na formulação de estratégias de conservação, proporcionando

um entendimento mais profundo da variedade genética das populações. Isso possibilita a

identificação das espécies que requerem medidas específicas de proteção e preservação

(JOHNS, 2001).

No estudo de populações, a escolha dos marcadores genéticos adequados pode variar de

acordo com o organismo em análise. O DNA mitocondrial (mtDNA) assume um papel de

extrema relevância em pesquisas que abordam a evolução animal, filogeografia e genética

populacional, como evidenciado por diversos estudos prévios (AGNESE et al., 1997; ROKAS

et al., 2003; AZEVEDO et al., 2008; ORTI et al., 2008). No contexto deste estudo, foi

adotada a utilização dos marcadores ATPase 6 e 8. Um exemplo destacado desse enfoque

reside no estudo conduzido com espécies de peixes do gênero Zungaro (Siluriformes,

Pimelodidae), cujo propósito foi analisar a diversidade genética inerente a esse gênero. As

análises foram direcionadas para as regiões do DNA mitocondrial, compreendendo tanto a

região do controle quanto o gene ATPase 6 (BONI et al., 2011). Esses marcadores têm se

mostrado eficazes no monitoramento genético de populações, detecção de gargalos genéticos

e análise populacional em escalas de tempo, além de rápidas substituições de nucleotídeos e

altos níveis de mudanças microevolutivas e polimorfismos intraespecíficos (TEODORO,

2018). A utilização desses marcadores possibilita inferências sobre a relação entre táxons

próximos e a evolução das populações por meio da análise de fluxo gênico, estrutura da

população e especiação (AVISE, 1994). Trabalho utilizando esta metodologia, como Barros
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(2020), conseguiu obter importantes resultados sobre a diversidade haplotípica, nucleotídica e

estruturação genética para a espécie de peixe Stellifer rastrifer, da família Sciaenidae.

O conhecimento genético é necessário para se desenhar estratégias de manejo

adequadas para garantir a conservação da espécie e sustentabilidade no uso desses peixes

(CADRIN et al., 2014). É importante salientar que, em novembro de 2015, no município de

Mariana, MG, ocorreu o rompimento da barragem de Fundão, pertencente à mineradora

Samarco. A lama de rejeito percorreu mais de 600 quilômetros até chegar ao litoral do

Espírito Santo, na foz do Rio Doce, o que consequentemente resultou na morte de muitas

espécies, diversas das quais não há conhecimento prévio do estado de conservação das

populações locais (FRANCINI-FILHO, 2019; BARROS, 2020). É crucial ressaltar a

necessidade urgente de avaliar o estado dessas espécies após a ocorrência desse desastre

ambiental, visto que as áreas de amostragem escolhidas para esse estudo estão diretamente

associadas às regiões afetadas pelo rejeito da barragem, tornando a investigação ainda mais

relevante para compreender o impacto e as possíveis medidas de mitigação necessárias para a

recuperação dessas populações e dos ecossistemas afetados.

Desta forma, levando-se em consideração que a espécie Genidens genidens é importante

não só para a pesca, mas também para o equilíbrio ecológico, uma vez que, devido ao pouco

conhecimento sobre sua estrutura populacional, as políticas de manejo existentes para este

recurso são limitadas a algumas áreas (SUDEPE, 1984; MMA, 2004), é de extrema

importância que haja mais estudos genéticos e ecológicos sobre a espécie. Nesse estudo

pretende-se oferecer uma compreensão mais abrangente da história populacional da espécie

nas regiões da Foz do Rio Doce e dos estuários dos rios São Mateus e Ipiranga, no litoral do

Espírito Santo.

2. OBJETIVOS

2.1 - Geral

Avaliar a diversidade genética e a estruturação populacional de Genidens genidens no

litoral do Espírito Santo, com ênfase na Foz do Rio Doce e estuários dos rios São Mateus e

Ipiranga.

2.2 - Objetivos específicos

- Gerar sequências da região dos genes ATPase 6 e ATPase 8 do DNA mitocondrial de

Genidens genidens;

- Avaliar a diversidade e estruturação da espécie nas diferentes localidades amostrais;

- Comparar a diversidade genética pela chegada e deposição do rejeito dos rios

estudados.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Coleta

As amostras utilizadas foram coletadas em colaboração com o Laboratório de Ecologia

de Peixes Marinhos no Centro Universitário Norte do Espírito Santo, Universidade Federal do

Espírito Santo (CEUNES / UFES), no âmbito do Programa de Monitoramento da

Biodiversidade Aquática (PMBA), sob a licença ambiental para a coleta nº 74802-5. Para a

coleta de indivíduos foram realizados três arrastos em cada ponto amostral com auxílio de

redes de arrasto de fundo ou de balão (um artefato de formato cônico, subdividido em corpo,

asas e ensacador, com boias presentes na tralha superior e pesos na tralha inferior), na região

das fozes dos rios Doce, Ipiranga e rio São Mateus, abrangendo o período de 2018, 2019,

2021 e 2022 (figura 3).

Figura 3. Pontos de coleta da espécie Genidens genidens na região da foz do Rio Doce e dos

estuários dos rios Ipiranga e São Mateus (2018, 2019 e 2021 e 2022), ES.

Os peixes foram eutanasiados seguindo o Guia Prático para Eutanásia do Conselho

Nacional para Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Foi aplicada uma anestesia

com solução de benzocaína até a eutanásia, e os peixes foram acondicionados em sacos
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plásticos rotulados e congelados, contendo informações sobre o ponto de coleta, local do

arrasto e data. No Laboratório de Ecologia de Peixes Marinhos do CEUNES-UFES, os peixes

foram identificados quanto ao ponto, arrasto, local e data de coleta. O material coletado foi

identificado por meio da técnica de "DNA barcoding". Para esse propósito, a região do gene

COI (Citocromo Oxidase I) foi amplificada, e em seguida, realizou-se uma análise de "blast"

no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) para confirmar

a identificação dos indivíduos como pertencentes à espécie Genidens genidens.

Em seguida, foi retirado um pedaço de músculo de cada indivíduo. Para tanto, foram

utilizados bisturis e pinças metálicas esterilizados com hipoclorito e álcool 70%, passando por

um processo de flambagem, a fim de evitar a contaminação. Após a remoção, as amostras

foram acondicionadas em microtubos contendo álcool 96% e encaminhadas ao Laboratório de

Genética e Conservação Animal (LGCA) do CEUNES, UFES.

No total, foram coletadas amostras de acordo com a disponibilidade de indivíduos,

sendo 40 indivíduos provenientes do Rio Doce, 39 do Rio Ipiranga e 40 do Rio São Mateus,

totalizando 119.

3.2 Extração e quantificação do DNA

A extração do DNA foi realizada no Laboratório de Genética e Conservação Animal

(LGCA), seguindo o protocolo de extração com solução salina, conforme descrito por

BRUFORD et al., 1992. Nesse processo, um pedaço do músculo foi delicadamente picotado e

colocado em um microtubo de 1,5 mL contendo uma solução de lise. Essa solução é composta

por 410 μL de Buffer de Extração, 80 μL de SDS 10% e 10 μL de proteinase K. Em seguida,

o microtubo foi inserido em um banho-seco a 55 °C, onde permaneceu por 12 a 16 horas,

permitindo que ocorresse a completa lise celular.

Após esse período, a solução foi submetida a centrifugação de 13.000 rpm por 5

minutos. O sobrenadante resultante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL, ao

qual foi adicionado 180 μL de NaCl (5M). Para garantir a completa homogeneização, a

solução foi invertida delicadamente por 50 vezes e, em seguida, passou por uma nova

centrifugação nas mesmas condições anteriores. Para prosseguir com a purificação, o

sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 1 mL de isopropanol gelado. Após

homogeneização e uma nova centrifugação a 13.000 rpm por sete minutos, o sobrenadante foi

descartado. Para assegurar a remoção de impurezas, adicionou-se 250 μL de etanol 80%,

seguido de 50 inversões delicadas da solução. Uma última centrifugação foi realizada sob as

mesmas condições anteriores, e o sobrenadante foi novamente descartado. Em seguida, os

tubos foram invertidos sobre um pedaço de papel e colocados em um banho-seco a 55° C até
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que o etanol residual fosse completamente evaporado. Após isso, o DNA foi ressuspendido

adicionando 50 μL de água ultrapura ao tubo.

Uma vez completada a etapa de extração e ressuspensão do DNA, foram realizadas as

quantificações das amostras utilizando o espectrofotômetro NanoDrop - ND100. Nesse

processo, 1 μL do DNA extraído foi utilizado. Após a quantificação, o DNA foi diluído para

uma concentração final de 20 ng/μL em água ultrapura, garantindo assim uma adequada

concentração para as próximas etapas do experimento.

3.3 Amplificação por PCR

Foram realizadas as reações de amplificação em cadeia da polimerase (PCR), visando

isolar a região dos genes adjacentes ATPase 6 e ATPase 8 do mtDNA utilizando o primer

L'9236/H 8331 (HUGHES & HILLYER, 2006). A solução final foi composta por 2 μl de

tampão 10x PCR Buffer (Invitrogen), 0,027 mM de MgCl2 (50 mM), 0,003 mM de dNTP (10

mM), 0,006 mM, dos primers L'9236/H 8331 (10mM), 1 unidade de Taq DNA Polimerase e

água ultrapura suficiente para completar o volume final da reação de 20 μl.

O protocolo de amplificação consistiu em uma desnaturação inicial de 5 min a 95 °C,

seguida por 35 ciclos de desnaturação de 1 min a 94 °C, anelamento de 30 s a 56 °C e

extensão de 2 min a 72 °C. Por fim, ocorreu uma extensão final de 10 min a 72 °C. Os

fragmentos de DNA amplificados foram corados com GelRed e visualizados em um gel de

agarose 1 %, utilizando um transluminador ultravioleta.

Para a purificação do DNA amplificado e a eliminação de potenciais inibidores do

sequenciamento foi utilizado 1 μL da enzima ExoSap-IT (USB Corporation). Em seguida, os

produtos purificados foram encaminhados a Macrogen Inc. (Coreia do Sul) para a realização

do sequenciamento automático dos fragmentos em ambas as direções (forward e reverse).

As sequências obtidas foram alinhadas e editadas no programa Geneious Prime

(KEARSE et al., 2012) através da observação dos eletroferogramas de cada amostra, gerando

uma sequência consenso para cada indivíduo sequenciado. As sequências consenso foram

alinhadas no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2018), utilizando o algoritmo MUSCLE

(ROBERT, 2004).

3.4 Análise de diversidade e construção da rede de haplótipos

O alinhamento foi utilizado como input no programa Arlequin 3.0 (EXCOFFIER et al.,

2005) para realizar os cálculos dos índices de diversidade nucleotídica e haplotípica e testes

de estruturação populacional, tais como a análise de variação molecular AMOVA

(EXCOFFIER et al. 1992), teste de estruturação FST (WEIR & COCKERHAM, 1984) e teste

exato de diferenciação populacional (RAYMOND & ROUSET, 1995; GOUDET et al., 1996).

Além disso, foram empregados os testes de neutralidade D de Tajima (TAJIMA, 1989) e Fs de
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Fu (FU, 1997), que foram capazes de estimar parâmetros demográficos e de expansão

populacional.

O programa DNAsp (ROZAS et al., 2010) foi utilizado para calcular o número de

haplótipos e sítios polimórficos das localidades amostradas. As redes de haplótipos foram

construídas por meio de cálculos de parcimônia, implementados pelo algoritmo TCS,

utilizando o programa Pop Art (LEIGH & BRYANT, 2015).

4. RESULTADOS

A concentração de DNA nas amostras variou de 49 a 998 ng/μL, com média de 117,51

ng/μL. Estas foram diluídas para uma concentração de trabalho de 20 ng/μL.

Das 119 amostras coletadas, 97 foram amplificadas com sucesso, resultando em

fragmentos com aproximadamente 1000 pb. Após o alinhamento e a edição das sequências,

foi possível obter fragmentos de 744 pb. No total, 94 amostras atenderam aos critérios de

qualidade necessários para as análises, sendo 30 do rio Ipiranga, 29 do Rio Doce e 35 do rio

São Mateus.

A avaliação da estruturação genética foi conduzida utilizando FST, AMOVA e o teste

exato de diferenciação populacional entre os rios Doce, São Mateus e Ipiranga. Todos os

testes indicam que as três localidades amostradas representam uma única população. Os

valores de FST foram baixos e estatisticamente não significativos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de FST (diagonal abaixo) e seus respectivos valores de p (diagonal acima)
encontrados na população de peixes da espécie Genidens genidens entre as localidades dos rios Doce,
São Mateus e Ipiranga.

A AMOVA demonstrou que a variação genética se encontra predominantemente

dentro e não entre as diferentes localidades (Tabela 2). Além disso, o teste de diferenciação

populacional não produziu resultados estatisticamente significativos, sendo que a comparação

entre Ipiranga e Doce apresentou o menor valor de 0,36984± 0.0108, e São Mateus e Ipiranga

apresentou o maior valor de 0,63369± 0.0098.
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Doce São Mateus Ipiranga

Doce * 0,46875± 0,0135 0,47168± 0,0140

São Mateus -0,00707 * 0,92578+-0,0071

Ipiranga -0,00624 -0,02383 *



Os valores da diversidade para a população foram: diversidade haplotípica (h) 0,6836

e nucleotídica (π) 0,001256. A média da composição nucleotídica para os locais amostrados

foi de C=30,92%, T=27,64%, A=31,84% e G=9,60%. Os índices de diversidade haplotípica e

nucleotídica, bem como o número de haplótipos (N) identificados em cada localidade

amostrada, revelaram os valores mais elevados no rio Ipiranga, seguido pelo Rio Doce e São

Mateus, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 2. Valores do AMOVA demonstrando a distribuição da variação genética dentro das
localidades dos rios Doce, São Mateus e Ipiranga em 94 indivíduos da espécie Genidens genidens,
avaliados por meio dos marcadores genéticos ATPase 6 e 8.

Fonte de variação
Soma dos
quadrados

Componentes de
variância

Percentagem de
variação

Entre as
populações

2 0.418 -0.00435 Va -1.28
Dentro das
Populações

91 31.370 0.34472 Vb 101.28

Total 93 31.787 0.34037
Índice de Fixação

FST: -0.01279

Tabela 3. Número amostral (n), número de haplótipos (N), diversidade nucleotídica (π), diversidade
haplotípica (h) de Genidens genidens na foz do Rio Doce e estuários dos rios São Mateus e Ipiranga no
Espírito Santo. População se refere às três localidades juntas. Entre parênteses encontram-se os valores
de desvio padrão.

(n) (N) (π) (h)

Ipiranga 30 5

0,0012
(± 0,001)

0,7011

Doce 29 5

0,0014
(± 0,001)

0,6798

São Mateus 35 3
0,00079
(± 0,007) 0,6874

População 94 8 0,001256 (± 0,001) 0,6836
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Para a população total, foram identificados oito haplótipos distintos com base em 11

sítios polimórficos (Tabela 4). A frequência absoluta dos haplótipos, que indica quantas vezes

os indivíduos amostrados possuíam um haplótipo específico, variou de 1 a 49. A frequência

relativa de cada haplótipo, que é calculada dividindo a frequência absoluta desse haplótipo

pelo número total de indivíduos amostrados, variou na faixa de 1,03% a 50,52%.

Tabela 4. Sítios polimórficos, frequências absolutas (FA) e relativas (FR) dos haplótipos para a
espécie Genidens genidens para as localidades amostradas nos rios Doce, São Mateus e Ipiranga.

A análise da rede de haplótipos revelou a presença de haplótipos comuns aos três rios,

sendo o haplótipo 1 (Hap_1) o mais frequente. Assim como o haplótipo 1, o haplótipo 2

também foi observado nos três rios, enquanto o haplótipo 3, é compartilhado apenas pelos rios

São Mateus e Doce (Figura 4).

Apenas os rios Ipiranga e Doce apresentaram haplótipos exclusivos. Os haplótipos 4 e

5 são exclusivos do Rio Doce, enquanto os haplótipos 6, 7 e 8 são exclusivos do rio Ipiranga

(Figura 4). No entanto, é importante observar que esses haplótipos exclusivos de cada

localidade têm uma frequência bem menor em comparação aos haplótipos compartilhados.
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SÍTIOS POLIMÓRFICOS

ATPase
6 e 8
744 bp

1 1 2 3 6 6 6 6 FA FR

4 5 7 6 6 1 5 7 9

9 2 1 3 8 4 0 8 4

HAP 1 G A G T G A A T T 49 50,52

HAP 2 . G . . . . . . . 42 43,3

HAP 3 A . . . . . . . . 2 2,06

HAP 4 . . . . A . . . . 1 1,03

HAP 5 . . . C . . . . . 1 1,03

HAP 6 . G A . . . . . . 1 1,03

HAP 7 . G . . . G G . A 1 1,03

HAP 8 . . . . . . . C . 1 1,03



Figura 4. Rede de haplótipos de Genidens genidens para os rios Doce, São Mateus, e Ipiranga,
representados pela cor lilás, verde e azul, respectivamente, gerada pelo programa PopArt. O tamanho
dos círculos coloridos corresponde a frequência com que determinado haplótipo aparece nas diferentes
localidades. Traços verticais indicam passos mutacionais.

Os testes de neutralidade apresentaram valores não significativos (D de Tajima =

-1,31489 [valor de p= 0,07600] e Fs de Fu = -3, 26856 [valor de p= 0,05400]). O mesmo

ocorreu quando cada localidade amostral foi analisada separadamente (Tabela 5).

Tabela 5: Valores do teste de neutralidade D Tajima e Fs Fu na população total e por localidade
amostrada de Genidens genidens.

Teste de
Neutralidade

Estatísticas
SÃO

MATEUS DOCE IPIRANGA
População
geral

Tajima´s D
teste

Tamanho da
amostra 35 29 30 94

Tajima's D 0,332 -0,516 -1,251 -1, 31489
Tajimas's d
p-valor 0,708 0,369 0,107 0,07600

Fu's FS teste
Nº de alelos

5 6 7 9
FS -1,981 -1,60 -3,346 -3, 26856

FS p-valor 0,052 0,127 0,007 0,05400
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5. DISCUSSÃO

A população de Genidens genidens na região avaliada apresentou uma moderada

diversidade haplotípica, caracterizada pela grande quantidade de haplótipos encontrados em

relação ao número amostral, e uma baixa diversidade nucleotídica, caracterizada pela baixa

diferenciação (poucas mutações) entre os haplótipos.

Todos os testes de estruturação realizados indicam que as três localidades amostrais

representam uma mesma população, que é corroborado pelo compartilhamento dos haplótipos

mais frequentes entre os três rios. Este resultado indica presença de fluxo gênico mesmo entre

espécimes que habitam rios diferentes. A ausência de estruturação pode ser atribuída à falta de

barreiras eficazes dentro da distribuição de G. genidens. Este fato pode estar relacionado a

características da família Ariidae, como a movimentação sazonal entre ambientes com

diferentes níveis de salinidade, que influencia em vários aspectos de sua biologia, como

reprodução, alimentação e ontogenia (SCHMIDT et al., 2008; AVIGLIANO et al., 2017).

Outro fator importante é que G. genidens possui um conjunto de características (incluindo

ampla tolerância às variações ambientais, elevada flexibilidade alimentar barbilhões

sensoriais particularmente úteis para localizar presas em águas turvas), que presumivelmente

permitem a sua permanência em estuários com características distintas, facilitando a

movimentação sazonal da espécie. Além disso, um fator que pode contribuir para o fluxo

gênico da espécie nas três localidades pode ser pelo fato dessa espécie ser um grupo demersal

com mecanismos de retenção larval e sem comportamento migratório ou estágio larval

pelágico (MARCENIUK, 2005a), o que pode promover a conectividade entre os rios.

Os testes de Neutralidade D de Tajima e Fs de Fu da população apresentaram valores

não significativos, que não corroboram com a hipótese da expansão populacional recente

(TAJIMA, 1989; ARIS-BROSOU & EXCOFFIER, 1996). Isso indica que, até o momento,

não há evidências claras de uma expansão populacional nesta espécie. É possível que a não

significância dos dados se dê pelo número insuficiente de frequência da maioria dos

haplótipos. Uma vez que dois haplótipos foram compartilhados nos três rios e um haplótipo

compartilhado em dois rios. Os demais haplótipos são únicos e estão em torno do haplótipo

central. Com exceção do haplótipo 7 com três passos mutacionais, os demais haplótipos, se

encontram no máximo um passo mutacional dos haplótipos centrais, demonstrando a pequena

distância genética desses haplótipos. É importante destacar que apenas dois haplótipos têm

uma alta frequência, correspondendo a cerca de 94% da diversidade haplotípica de G.

genidens. Resultados semelhantes foram observados em Lin et al. (2008) para a espécie
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marinha costeira Girella punctata, da família Girellidae, no qual foram analisados indivíduos

amostrados entre as ilhas japonesas, revelando uma baixa diversidade nucleotídica e

moderada haplotípica para a população. Também destacaram a presença de haplótipos centrais

com alta frequência, possivelmente representando ancestrais, e, ao mesmo tempo, haplótipos

menos frequentes que provavelmente surgiram à medida que a população se recuperava. A

hipótese deles seria que a influência da era glacial no Pleistoceno pode ter influenciado no

gargalo populacional. Um outro estudo conduzido por Cerqueira (2022) revelou que os

indivíduos do gênero Genidens, coletados ao longo da costa Sudeste ao Sul do Brasil,

apresentaram uma notável diversidade genética, com excesso de heterozigotos para as

espécies G. barbus e G. genidens. Além disso, não foi identificada estruturação genética em

G. barbus ao longo da costa, sugerindo homogeneidade genética. Essa uniformidade pode ser

atribuída à capacidade de migração das espécies entre porções estuarinas durante o período de

reprodução e à conectividade populacional através dos ciclos pluviais, indicando ausência de

barreiras biogeográficas. Esses achados ressaltam a importância crucial da compreensão

genética para estratégias eficazes de conservação no contexto do gênero Genidens

(CERQUEIRA, 2022).

O formato de estrela da rede de haplótipos é um indício de um aumento na população.

Esta característica sugere que a espécie enfrentou um período de gargalo populacional,

seguido por um recente início de expansão (RODRIGUES et al., 2008), porém não sustentado

pelos testes Neutralidade D de Tajima e Fs de Fu.

Em um estudo, Grant e Bowen (1998) apresentaram quatro interpretações categóricas

dos valores observados de diversidade haplotípica e nucleotídica. Primeiro, a baixa

diversidade de haplótipos e nucleotídeos pode indicar a ocorrência de um gargalo

populacional recente ou um efeito fundador, onde a população foi reduzida a uma única ou

poucas linhagens de mtDNA. Segundo, a alta diversidade de haplótipos e baixa diversidade de

nucleotídeos, sugere que um gargalo populacional pode ter ocorrido no passado, seguido por

um rápido crescimento populacional e a formação de novos haplótipos. Terceiro, a baixa

diversidade de haplótipos e alta diversidade de nucleotídeos, indica uma divergência entre

subpopulações, onde as variações de nucleotídeos podem ser altas, mas a diversidade de

haplótipos é limitada. Quarto, a alta diversidade de haplótipos e nucleotídeos sugerem que a

população é grande e estável, com múltiplas linhagens de mtDNA. No contexto do estudo em

questão, os resultados podem se encaixar na segunda categoria, sugerindo a possibilidade de

um gargalo populacional, seguido por um rápido crescimento populacional e a subsequente

formação de novos haplótipos (SANTOS, 2012). No entanto, é importante observar que,

embora se enquadrem nessa categoria, a frequência haplotípica é significativamente maior
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para apenas dois haplótipos principais, indicando uma limitada diversidade genética. Este

padrão sugere a necessidade de uma investigação mais aprofundada, possivelmente

aumentando o número de indivíduos amostrados, para uma compreensão mais completa da

diversidade haplotípica.

No caso de G. genidens, de maneira similar às demais espécies pertencentes à família

Ariidae, ocorre uma maior vulnerabilidade à sobrepesca, devido à complexidade de seus

mecanismos reprodutivos (KING, 1995), como a incubação oral dos ovos ou alevinos

realizada pelos machos, que impossibilita a dispersão larval (SILVA-JUNIOR et al., 2013).

Outro fator seria o impacto da lama de rejeitos provenientes do rompimento da barragem de

Fundão, Mariana, MG, que ocorreu em 2015. A lama alcançou a foz do Rio Doce e áreas

adjacentes ao Norte e ao Sul, no litoral do Espírito Santo, sendo um evento de grande despejo

de sedimentos no ambiente marinho (FRANCINI-FILHO, 2019). O colapso da barragem pode

ter tido um impacto negativo nas populações de G. genidens, contribuindo para um possível

gargalo populacional. Estudos com Prochilodus costatus coletados no Rio Paraopeba, um dos

afluentes afetados pela lama no rompimento barragem Córrego do Feijão em 2019,

constataram uma significativa perda de diversidade genética em todos os loci estudados, por

causa da grande mortandade de peixes causada diretamente pela passagem da lama, como

também os efeitos desta sobre a qualidade da água, uma vez que os níveis de mercúrio

chegaram a 21 vezes mais altos do que o permitido, este fato implica diretamente na

sobrevivência da espécie, uma vez que danos à estrutura genética podem persistir para as

gerações subsequentes e causar efeitos nos níveis individual e ecossistêmico (PEREIRA,

2021). Um estudo feito com marcadores microssatélites para avaliar a possível perda de

diversidade genética em peixes recifais e estuarinos ao longo do gradiente Norte/Sul da foz do

Rio Doce mostrou que quatro espécies de peixes marinhos tiveram baixos índices de

diversidade genética nuclear, o pargo (Lutjanus analis), coney (Cephalopholis fulva), pellona

costeira americana (Pellona harroweri) e o linguado (Trinectes paulistanus) (DE BIASI et al.,

2023).

A partir deste estudo, podemos concluir que os indivíduos de G. genidens exibem uma

diversidade haplotípica moderada e formam uma única unidade populacional nos três locais

amostrados. Além disso, os resultados indicam a ausência de uma estruturação genética

significativa dentro da população de G. genidens entre os indivíduos estudados. Quanto ao

comportamento reprodutivo, embora não tenha sido encontrada uma associação direta, a falta

de estrutura genética sugere um fluxo gênico considerável entre os indivíduos. No entanto, o

monitoramento dessa diversidade e estruturação é interessante para que se possa constatar se a

diversidade não está diminuindo, o que poderia ter implicações importantes em futuras
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pesquisas sobre a biologia reprodutiva da espécie. Isso é fundamental para a compreensão da

diversidade, bem como para o manejo adequado de suas populações em futuras iniciativas de

conservação e exploração sustentável.

6. CONCLUSÃO

Conclui-se que a população de bagres-guri dos rios São Mateus, Doce e Ipiranga não

apresentam estruturação genética, isso significa que existe um fluxo gênico entre os três rios,

proporcionado por características biológicas da espécie. Além disso, os indivíduos das três

localidades amostradas revelam moderada variabilidade genética, porém, destacam-se pela

baixa diversidade nucleotídica, apresentando apenas dois haplótipos predominantes.

Recomenda-se a ampliação das análises com um maior número de amostras para uma

compreensão mais abrangente. Além disso, é sugerido um monitoramento contínuo com

outros marcadores para avaliar a tendência dos índices de diversidade ao longo do tempo,

visando uma análise precisa da dinâmica populacional para orientar possíveis medidas de

conservação ou gestão.
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