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RESUMO 

 

 

As bacias hidrográficas brasileiras apresentam ictiofauna bem diversa, sendo 

verificado alto número de espécies endêmicas. Lignobrycon myersi (Miranda 

Ribeiro, 1956) conhecida popularmente como piaba facão, é uma espécie endêmica 

dos rios do sul da Bahia e possui poucos dados biológicos. Além disso, tem o status 

de espécie ameaçada de extinção. Assim, objetivou-se avaliar a diversidade genética 

em populações de Lignobrycon myersi, por meio do marcador nuclear ISSR e 

mitocondrial D-loop e confirmar a identificação molecular da espécie via gene 

mitocondrial 16S rRNA. Foram utilizados 79 indivíduos pertencentes às bacias 

hidrográficas dos rios de Contas, Almada e Cachoeira. As sequências do 16S, pela 

técnica de DNA barcode, mostrou divergência genética intrapopulacional variando 

de 0 a 0,13% e  a interpopulacional de 0 a 0,08%. A árvore consenso evidenciou a 

formação de três grupos com altos valores de bootstrap (≥ 97%). Na análise via 

ISSR, onze primers foram utilizados, apresentando 66,58% de loci polimórficos e 

diversidade genética média moderada (He) de 0,230. A análise de agrupamento 

mostrou a população de Cachoeira em um grupo a parte. Os genes 16S e D-loop 

evidenciaram maior diversidade haplotípica e de sítios polimórficos, levando ao 

mesmo agrupamento do ISSR. Já os níveis de estruturação, foram bem maiores que 

via ISSR (FST =0,88), assim como a maior variabilidade entre das populações. Todos 

os marcadores (ISSR, 16S rRNA e D-loop) revelaram que a população de L. myersi 

do rio Cachoeira deve ser gerenciada separadamente, uma vez que representa uma 

unidade evolutiva única sob influência de fatores evolutivos distintos. Em vez disso, 

as populações de Almada e Contas compreendem uma única unidade evolutiva que 

pode ser gerenciada em conjunto, apesar do seu isolamento geográfico. 

 

 

Palavras-chave: Piaba facão, marcador molecular, conservação, DNA barcode 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

The Brazilian hydrographic basins comprise a very diversified ichthyofauna, with a 

high number of endemic species. Lignobrycon myersi (Miranda Ribeiro, 1956), 

popularly known as “piaba facão”, is an endemic and poorly known species from rivers 

in Southern Bahia. Moreover, this species is referred as threatened to extinction. 

Therefore, the goal of this study was to evaluate the genetic diversity in populations of 

Lignobrycon myersi based on ISSR and D-loop markers as well as to confirm the 

molecular identification of this species using the 16S rRNA gene. A total of 79 

specimens from Contas, Almada, and Cachoeira River basins were analyzed. The 16S 

sequences (DNA barcode) revealed intraspecific genetic divergence from 0 to 0,13% 

and interspecific distance from 0 to 0.08%. The consensus tree revealed the formation 

of three groups with high bootstrap values (≥ 97%). The ISSR based on 11 primers 

resulted in 66.58% of polymorphic loci and a moderate genetic diversity (He) of 0.230. 

The cluster analysis placed the population from Cachoeira River apart from the others. 

Both 16S and D-loop indicated higher levels of haplotype diversity and polymorphic 

sites, resulting in the same groups observed using ISSR. On the other hand, the 

structuring levels and the interpopulation differences were higher in D-loop markers 

(FST =0.88). All markers (ISSR, 16S rRNA, and D-loop) revealed that the population 

of L. myersi from Cachoeira River should be managed separately, once it represents a 

unique evolutionary unit under influence of distinct evolutionary influences. Instead, the 

populations from Almada and Contas comprise a single evolutionary unit that can be 

managed together in spite of their geographic isolation. 

 

Keywords: Piaba facão, molecular markers, conservation, DNA barcode 
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 1. INTRODUÇÃO 

 

As bacias hidrográficas do Atlântico Leste, incluindo a bacia hidrográfica do 

rio Almada, rio de Contas e rio Cachoeira apresentam elevada biodiversidade e 

ictiofauna bem diversa, compostas por várias espécies de pequeno a médio porte e 

caracterizadas por um elevado grau de endemismo, no entanto, estudos apontam alto 

grau de degradação de algumas dessas bacias hidrográficas por conta de ações 

humanas.  

Os principais motivos que contribuem para a situação de ameaçada da piaba 

facão advêm de ações antrópicas como, poluição do ambiente aquático, introdução 

de espécies exóticas, assim como a pesca para comercialização sob a forma de 

petisco. Sendo assim, estudos genéticos, visando acessar a diversidade e a estrutura 

genética desta espécie, são fundamentais para as ações de manejo e conservação.  

Estudos apontam o status de ameaçada de Lignobrycon myersi, espécie com 

distribuição geográfica restrita e endêmica dos rios do Sul da Bahia. É conhecida 

popularmente por piaba facão, caracídeo de pequeno porte com a região ventral do 

corpo bem peculiar em formato de quilha. Esta espécie pertence à ordem 

Characiformes e família Characidae, bem representativa em número de espécies na 

ordem citada. Esses peixes possuem hábitos alimentares variados. Podem ser 

herbívoros, carnívoros, onívoros e exploram uma variedade de habitats. 

Atualmente, os marcadores nucleares e mitocondriais são bastante utilizados 

para estudos de conservação, filogenéticos, estudos de diversidade genética, 

identificação de espécies, dentre outras finalidades.  

Assumindo a importância de identificar e conhecer a diversidade de espécies, 

como passo inicial para o desenvolvimento de estudos mais elaborados, objetivou-se 

confirmar a identificação molecular, estimar a diversidade genética e analisar a 

ocorrência de estruturação populacional nos grupos, utilizando para tal finalidade o 

gene 16S rRNA, o marcador mitocondrial D-loop e  nuclear ISSR.  

A utilização combinada de duas ou mais classes de marcadores moleculares 

permite comparar a eficiência das técnicas, bem como minimizar as limitações 

existentes. Dessa forma, as informações obtidas nesse trabalho darão suporte para o 

desenvolvimento de medidas apropriadas de manejo e conservação da espécie e de 

forma adicional os dados poderão contribuir para o desenvolvimento de pesquisas 

subsequentes. 
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   2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

   2.1- Caracterização da área de estudo 

 

A elevada diversidade de peixes dulcícolas do Brasil está relacionada à 

presença de grandes sistemas hidrográficos, como a Bacia Hidrográfica do Atlântico 

Leste (Figura 1). A bacia hidrográfica do rio de Contas, juntamente com os rios 

Itapicuru, Paraguaçu, Pardo, Vaza Barris e Jequitinhonha, compõem o conjunto de 

bacias do Atlântico Leste localizado no estado da Bahia. Entre os rios integrantes da 

bacia Atlântico Leste, o principal deles é o rio de Contas, o qual nasce na Chapada 

Diamantina e desagua no Oceano Atlântico na cidade de Itacaré, litoral da Bahia.  

Sua área de drenagem ultrapassa 55. 000 km² com 75% de inserção no bioma 

Caatinga (Severi et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A bacia do rio de Contas apresenta regiões classificadas em Alto, Médio e 

Baixo Contas, com características bem distintas e predomínio dos biomas Caatinga, 

Mata Atlântica e Mangue, respectivamente. Nos trechos superior e médio o clima 

semiárido prevalece, caracterizado por baixa precipitação anual. À medida que se 

Figura 1. Mapa da Região Hidrográfica do Atlântico Leste. Fonte: MMA 2006. 
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aproxima a região litorânea no Baixo contas, o clima fica mais ameno passando do 

Subúmido para o Úmido com incidência de maior precipitação. No Médio Contas se 

localizam os reservatórios Funil e da Barragem de Pedras, este último situado a 

montante da cidade de Jequié, tendo como finalidade inicial o controle das cheias, 

sendo posteriormente operado pela Companhia Hidroelétrica do São Francisco 

(CHESF), para geração de energia. (MMA, 2006; Santos et al., 2014; INEMA, 2017) 

Outra importante bacia hidrográfica é a do rio Almada (BHRA), que tem o rio 

principal que nomeia a bacia. Localizada no Sul do Estado da Bahia, a BHRA tem 

extensão de 138 km desde a nascente na Serra do Chuchu, município de Almadina, 

até a foz, no município de Ilhéus, sendo uma bacia marginal que abrange uma área de 

1.575 km². Em sua extensão são verificados três domínios climáticos: tropical úmido, 

clima de monção e tropical com estação seca. O bioma Mata Atlântica predomina 

nessa bacia, além de restingas e manguezais. A BHRA está limitada ao norte e a 

oeste com a Bacia do rio de Contas, ao sul com a Bacia do rio Cachoeira e a leste 

com o Oceano Atlântico (Farias-Filho, 2003; Franco et al., 2011). 

Nos entornos da BHRA verificam-se alguns conflitos ambientais, tais como: 

falta de saneamento básico em cidades e povoados ribeirinhos, a formação de 

pastagem, a erosão costeira e a pressão das atividades turísticas. No entanto, o total 

de áreas antropizadas corresponde a aproximadamente 24% da área total da BHRA, 

enquanto que o somatório das áreas de floresta, cabruca, gramíneas e áreas de 

manguezais somam 73,7% (Gomes et al., 2012). 

Por sua vez, a bacia hidrográfica do rio Cachoeira (BHRC) está situada no 

sudoeste da Bahia originando-se nas nascentes do rio Colônia. Este rio, após 

extensão de cerca de 100 km, passando pelos municípios de Itororó, Itapetinga e Itaju 

do Colônia encontra-se com o rio Salgado no município de Itapé  e recebe a 

nomenclatura de rio Cachoeira (Nacif et al., 2003). Está limitada ao norte pelas 

bacias dos rios de Contas e Almada; ao sul pelas bacias dos rios Pardo e Una; a oeste 

pela bacia do rio Pardo e a leste pelo Oceano Atlântico. Ao longo da bacia, o rio 

Cachoeira possui um forte declínio, com isso o encontro das águas no trecho final 

das planícies é responsável pelas intensas inundações nas cidades de Ilhéus e Itabuna 

(MMA, 2006). 

O padrão do relevo na BHRC é diversificado, com presença de serra, 

depressão, planície e a precipitação pluviométrica é bem variável com valores 

máximos que chegam a 2.000 mm e mínimos de 800 mm anuais. Essa bacia agrupa 
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os principais municípios da região Sul da Bahia (Itabuna e Ilhéus) e devido as suas 

características naturais representa um sistema agroecológico (Nacif et al., 2003). De 

fato, a bacia do Rio Cachoeira é submetida a maior pressão urbana, agrícola, 

pecuária e o predomínio de pastagens em substituição à vegetação original 

contribuem para a situação de impactada da BHRC (De Paula et al., 2012).  

Estudos demonstram que as drenagens costeiras do leste do Brasil 

representam regiões de interesse devido ao seu elevado nível de endemismo e 

ictiofauna diversa (Cetra et al., 2010; Vari et al., 2010; Zanata & Camalier, 2014). 

Algumas espécies são consideradas endêmicas da bacia do rio de Contas ou de 

distribuição restrita a bacia do Atlântico leste, destacando-se as espécies: 

Lignobrycon myersi, Hemipsilichthys bahianus, Apareiodon itapicuruensis e 

Parotocinclus jimi (Severi et al., 2010). A degradação ambiental gerada em 

consequência das atividades antrópicas representa um grande risco à perda da 

biodiversidade ictiofaunística da região, pois as alterações ambientais produzidas 

levam a destruição de hábitats e ao desaparecimento das espécies (Cetra et al., 2010). 

      

  2.2 Lignobrycon myersi: uma espécie ameaçada 

 

A ordem Characiformes é considerada a mais numerosa e diversa da região 

neotropical, contém pelo menos 24 famílias, cerca de 2300 espécies inclusas em 520 

gêneros (Nelson et al., 2016). Entre as famílias destacam-se: Distichodontidae, 

Citharinidae, Parodontidae, Curimatidae, Prochilodontidae, Anostomidae, 

Chilodontidae, Crenuchidae, Hemiodontidae, Alestiidae, Gasteropelecidae, 

Acestrorhynchidae, Erythrinidae, Lebiasinidae, Ctenolucidae, Hepsetidae e 

Characidae (Reis et al., 2003).  

A família Characidae engloba a maior parte dos peixes brasileiros dulcícolas. 

Ela é representada por cerca de 1.300 espécies e constitui um componente importante 

dos ecossistemas de água doce neotropical (Nelson et al., 2016). Entre as espécies 

dulcícolas pertencentes à família Characidae encontra-se Lignobrycon myersi 

(MIRANDA RIBEIRO, 1956).  

Segundo Malabarba (1998), acredita-se que Lignobrycon myersi (Figura 2) é 

grupo-irmão de todas as espécies de “sardinhas” do gênero Triportheus. Conhecida 

popularmente como piaba-facão, faca ou canivete, L. myersi é uma espécie endêmica 

do estado da Bahia com poucos dados biológicos. Esse Characiforme de pequeno 
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porte possui a região anterior e ventral do corpo em formato de quilha, origem de 

seus nomes populares (Castro & Vari, 1990).  

A ocorrência da piaba-facão foi relatada inicialmente apenas na bacia 

hidrográfica do rio Almada. Logo após a espécie foi encontrada na bacia do rio de 

Contas e, recentemente, alguns espécimes foram coletados na bacia do rio Cachoeira 

(Castro & Vari, 1990; Castro & Jucá-Chagas, 2008; Camelier & Zanata, 2014). A 

destruição de hábitats, introdução de espécies exóticas, poluição e a comercialização 

como um aperitivo local junto com outros characídeos morfologicamente 

semelhantes, contribuíram para inclusão da piaba facão na Lista da Fauna Brasileira 

Ameaçada de Extinção, na categoria vulnerável (Machado et al., 2005).  

A remoção de grande parte da vegetação, assim como a introdução da espécie 

Astronotus cf. ocellatus na bacia do rio Almada foram fatores que podem ter 

exercido ações bem deletérias para as populações da piaba-facão nesta bacia 

hidrográfica (Castro & Jucá-Chagas, 2008). De forma adicional, espécies 

introduzidas no reservatório da Barragem de Pedra, tais como Plagioscion 

squamosissimus, Prochilodus costatus e Astronotus ocellatus provocaram impacto na 

composição e abundância da ictiofauna local (Conceição et al., 2006). 

 

 

 

Figura 2. Exemplar de Lignobrycon myersi. Fonte: acervo pessoal de Silvia Brito. 

 

Estudos genéticos com L. myersi são reduzidos, sendo que as primeiras 

informações genéticas disponíveis para a espécie foram obtidas por Oliveira et al. 

(2011) em estudo investigativo sobre as relações filogenéticas na família Characidae. 
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Logo após, Rodrigues et al. (2016) realizaram a identificação molecular da piaba 

facão por meio do gene Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI). 

 

   2.3 Marcadores moleculares 

 

O avanço na biologia molecular junto ao surgimento da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) e utilização de diversos tipos de marcadores aumentou a eficiência 

de detecção de polimorfismos proporcionando redução no tempo, custo e execução 

dos experimentos (Matolli & Passos-Bueno, 2012). Entre os marcadores moleculares 

disponíveis para avaliar a diversidade populacional, os marcadores ISSR (Inter 

Simple Sequence Repeats) não necessitam de informação inicial do genoma do 

organismo em estudo. Além disso, trata-se de uma técnica com pequenos custos e 

reprodutível quando comparada com outros marcadores dominantes (Liu & Wendel, 

2001). Essa técnica também conhecida como SPAR (Single Primer Amplification 

Reaction), foi proposta em 1994 por Gupta et al. e consiste na utilização de único 

primer com repetições de di ou trinucleotídeos (Matolli & Passos-Bueno, 2012). O 

marcador ISSR se mostrou informativo em estudos com vários organismos, tais 

como plantas (Simplicio et al., 2015), caprinos e ovinos (Askari et al., 2011),  peixes 

(Casu et al., 2009 ;  Saad et al., 2012), entre  outros. Em 2008, Pamponet et al.  

utilizaram uma múltipla abordagem (dados morfológicos, cariotípicos e moleculares) 

para obter informações sobre a  diversidade genética  em populações de 

Astyanax aff. Bimaculatus. Os dados moleculares, com o marcador ISSR, revelaram 

estruturação populacional e maior nível de divergência entre as populações da bacia 

do rio Contas do que entre as bacias Contas e Recôncavo Sul. 

Assim como os marcadores nucleares, os marcadores mitocondriais apresentam 

características peculiares, as quais têm despertado o interesse dos pesquisadores para 

usá-los em estudos envolvendo estrutura populacional, relações filogenéticas, em 

resoluções de incertezas taxonômicas, aspectos biológicos e evolutivos de vários 

organismos. O DNA mitocondrial (mtDNA) apresenta, entre outras, as vantagens de 

ser pequeno, possuir maior taxa evolutiva(alta taxa de substituição de nucleotídeos), 

estar presente em muitas cópias por célula quando comparado ao DNA nuclear, além  

de possuir organização gênica bem conservada em alguns grupos taxonômicos 

distintos, como anfíbios, peixes ósseos e cartilaginosos, mamíferos e outros 

vertebrados. (Arias et al., 2003; Yang et al., 2014). Entre os marcadores que podem 
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ser utilizados nas abordagens citadas estão os genes mitocondriais Citocromo C 

Oxidase Subunidade I (COI), 16S rRNA,  Citocromo B (CityB) e a região controle 

(D-loop). 

 Além dos 37 genes que compõem a molécula de mtDNA , existe uma região 

não codificadora que em vertebrados e equinodermos é conhecida como D- loop 

(Displacement-loop) e em invertebrados é destacada como uma região rica adenina e 

timina (AT). Essa região apresenta função regulatória, pois contém o controle da 

replicação e transcrição do genoma e acredita-se que pode ocorrer até 10 vezes mais 

mutações em suas sequências do que nas sequências do DNA nuclear, por isso 

conhecida também como região hipervariável (Avise, 1994). Tem-se utilizado com 

sucesso a região controle (D-loop) para estudos populacionais em peixes. Iervolino et 

al. (2010),  em estudo de variabilidade genética com a espécie Piaractus 

mesopotamicus, observaram 27 haplótipos diferentes, além de alta diversidade  

nucleotídica e  haplotípica  em todos locais amostrados. Em contrapartida, Camargo 

et al. (2016) com Carcharhinus longimanus, espécie de tubarão ameaçada de 

extinção, verificaram que a variabilidade genética encontrada estava abaixo da média 

para outros tubarões, ainda que esse animal seja considerado altamente migrador 

levando a moderada estruturação populacional.  

O gene COI foi proposto Herbert et al. (2003)  como um marcador padrão de 

identificação molecular e tem sido bem eficiente em alguns estudos, a exemplo do 

trabalho de identificação molecular de Lignobrycon myersi realizado por Rodrigues 

et al. (2016). Nesse trabalho, foram utilizados indivíduos provenientes do rio de 

Contas, Almada e Cachoeira. Outras espécies de peixes  foram incluídas para testar a 

eficiência de identificação molecular, obtendo-se sequências de COI de boa 

qualidade e eficazes para discriminar amostras de  L.  myersi.  Além disso, as 

análises realizadas sugeriram que as populações das bacias dos rios de Contas e 

Almada compreendem uma única linhagem evolutiva e os espécimes do rio 

Cachoeira eram geneticamente diferenciados. No entanto, para alguns grupos a 

exemplo os anfíbios, em que o gene COI varia muito, é necessário o uso de 

marcadores alternativos e mais conservados, como 16S rRNA (Vences et al., 2005). 

Os genes 16S rRNA e 12S rRNA  fazem parte da maior subunidade ribossomal do 

mtDNA, estando  entre os mais conservados. 

Outros genes mitocondriais, a exemplo do Cityb, 18S rRNA e 16S rRNA tem 

sido utilizados para os estudos filogenéticos e  de identificação molecular em peixes, 
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atuando dessa maneira como complementares ao COI (Maretto et al., 2007; Zhang & 

Hanner, 2012; Sarri et al., 2014). O gene 16S rRNA foi bem resolutivo em estudos 

filogenéticos (Hilsdorf et al., 2008; Liang et al., 2012; Santos et al., 2013) e de 

identificação de espécies (Yang et al., 2014). Zhang & Hanner, (2012) utilizaram o 

DNA barcode para identificação de espécies em peixes marinhos da China, 

observando que o gene 16S rRNA, 18S rRNA e citocromo b (cytb) foram eficazes e 

complementares ao COI. Em 2014, Sarri et al. utilizaram iniciadores universais de 

16S e obtiveram sucesso na identificação de mamíferos, peixes, aves, répteis e outros 

grupos de animais. 
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3. OBJETIVOS 

  

3.1 Objetivo Geral 

   

Avaliar a diversidade genética em populações da piaba-facão Lignobrycon 

myersi, a fim de contribuir com informações para conservação da espécie. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

  

 Testar a eficiência do gene mitocondrial 16S rRNA na identificação 

molecular e estimar a diversidade genética de espécimes de L. myersi. 

 Determinar os níveis de diversidade e diferenciação genética em 

populações de Lignobrycon myersi nas bacias do rio de Contas, Almada e Cachoeira 

a partir de marcadores ISSR; 

 Amplificar fragmentos da região controle do genoma mitocondrial (D-

loop) e estimar a diversidade genética nas populações de L. myersi estudadas; 

. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Áreas de estudo e coletas 

 

Os exemplares foram coletados em três bacias englobando cinco localidades 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1. Caracterização dos pontos de coleta. 

Bacias Local de coleta Sigla N Latitude Longitude 

Contas Prainha do 

Lomanto 

LOM 50 -13.8575 -40.0836 

Contas Porto Alegre PAL 12 -13.4411 -40.4308 

Almada Rio do Braço ALM 15 -14.6758 -39.2641 

Cachoeira Rio Salgado CCH 02 -14.8600 -39.5202 

Cachoeira Rio Cachoeira CCH 04 --- --- 

N= número de amostras 

 

O número total de indivíduos da espécie Lignobrycon myersi utilizado nesse 

trabalho foi 83. Do total, 15 pertencendo à localidade do rio do Braço, 62 coletados 

nos pontos do rio de Contas da Pedra e seis coletados no rio Cachoeira. A quantidade 

reduzida de espécimes para o estudo em alguns pontos de coleta está relacionada ao 

status de espécie endêmica e listada no Livro Vermelho da Fauna Brasileira 

Ameaçada de Extinção, assim como a dificuldade na captura dos espécimes. 

 

   4.2 Extrações de DNA  

 

A extração do DNA genômico foi realizada a partir de fragmentos do 

músculo dos espécimes, usando o kit Wizard® Genomic DNA purification (Promega) 

conforme instruções do fabricante. A avaliação da integridade do DNA extraído 

ocorreu por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% (Figura 3). As amostras 

foram coradas com azul de bromofenol e  GelRed (Biotium) e visualizadas sob a 

incidência de raios UV, utilizando sistema de fotodocumentação L-PIX EX (Loccus 

Biotecnologia). 
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 4.3 Análises Moleculares 

 

    4.3.1 16S rRNA e D-loop   

 

 Os fragmentos da região controle do mtDNA (D-loop) e do gene 16S rRNA 

foram amplificados por PCR, utilizando os seguintes pares de primers:  

1-D-LOOP: H3010 (5’ - CTTCAGTGTTATGCTTTATTTAAGCTAC - 3’)+ 

L2910 ( 5’ – CTAACTCCCAAAGCTAGTATTC - 3’)( Iervolino et al., 2010). 

2-16S: L1987(5’ - GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC- 3’) + H2609 (5’ – 

CCGGTCTGAACTCAGATCACG - 3’) (Palumbi, 1996). 

 

        O quadro abaixo ilustra as condições, assim como as quantidades e os reagentes 

utilizados nas reações de PCR para os genes16S e D-loop. 

Reagentes V (µL) CI Programa de amplificação 

Buffer 

 

1,5 10 x  

Ciclo inicial de 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos com 

desnaturação a 94°C por 40 segundos, anelamento do primer à 

temperatura específica por 40 segundos, extensão a 72°C por 1 

minuto e 30 segundos e extensão final a 72°C por 7 minutos. 

 

dNTP 

 

2,4 1,25 mM 

Primers 

 

0,6 10 pmol 

H2O milli-Q 8,2 * 

Taq 

polimerase 

 

0,12 5U 

MgCl2 

 

0,6 50 mM 

DNA 1,0 50 ng 

V (µL) = volume; CI = concentração inicial do reagente. 

 

1    2    3    4     5    6     7    8     9   10   11   12 

Figura 3. Imagem de gel de agarose 0,8% revelando o DNA 

total extraído de amostras de L. myersi (presença de bandas 

nítidas de 1 a 5) e DNA degradado (6 a 12). 
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Após a amplificação, as amostras foram coradas com azul de bromofenol, 

GelRed  e  submetidas a eletroforese  em gel de agarose 1,0%. Os fragmentos foram 

visualizados sob a incidência de raios UV e fotodocumentados utilizando sistema de 

fotodocumentação L-PIX EX (Loccus Biotecnologia). 

Os produtos das PCR foram purificados para subsequente sequenciamento da 

região de interesse. Esse processo foi realizado utilizando polietileno-glicol (PEG), 

seguido de uma lavagem com etanol 80%. Posteriormente as amostras foram 

submetidas às reações de sequenciamento nas quais utilizou-se o método 

dideoxinucleotídeos terminais (Sanger et al., 1977), com reagentes do Kit Big Dye 

Terminator v 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems/Life Technologies), de 

acordo com as orientações do fabricante. A leitura das amostras foi realizada em 

sequenciador automático ABI 3500 (Applied Biosystems/Life Technologies). 

As sequências forward e reverse obtidas foram editadas e alinhadas com o 

auxílio do software BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) e os contigs 

foram montados  utilizando o programa  DNA Baser Sequence Assembler v.4.16  e a 

seguir alinhados com o programa ClustalW, implementado no BioEdit. A 

comparação e confirmação das regiões sequenciadas foram verificadas no NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através do BLAST (Basic Alignment Search Tool). O 

número de sequências utilizadas para cada marcador está discriminado na Tabela 2. 

 

     Tabela 2. Número de sequências utilizadas par cada marcador por ponto de coleta 

Bacias Local de 

coleta 

Sigla D-LOOP 

N 

 

16S 

N 

Contas Prainha do 

Lomanto 

LOM 11 50 

Contas Porto Alegre PAL 01 12 

Almada Rio do Braço ALM 07 15 

Cachoeira Rio Salgado CCH 02 02 

Cachoeira Rio Cachoeira CCH 04 04 

 

Os níveis de diversidade intra e interespecífica, assim como a construção da 

árvore segundo o algoritmo de agrupamento Neighbor Joining (NJ), conforme o 

modelo de substituição nucleotídica Kimura-2-parâmetros, K2P (Kimura, 1980) com 

1000 réplicas de bootstrap foram realizados no software Mega v 6.0 (Tamura et al., 
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2013).Como grupos externos, foram incluídas sequências de Astyanax fasciatus 

(1268, 1269 - Mutum-BA; 1413 - Contas-BA) e três espécies do gênero Triportheus 

obtidas do GenBank (T. angulatus - AY788082; T. pantanensis - GQ368200; 

T.orinocensis - HQ171253).  

A plataforma Cipres foi utilizada para obtenção das árvores baseadas na 

Máxima Verossimilhança e Inferência Bayesiana (BI) através do RaxML-HPC 

BlackBox e MrBayes on XSEDE respectivamente. O modelo evolutivo TIM2+G foi 

selecionado por meio do programa jModelTest v 3.7 (Posada, 2008),  segundo o 

critério de informação de seleção de BIC(Critério Bayesiano de Schwarz) para 

análise por Inferência Bayesiana. As árvores obtidas foram visualizadas e editadas no 

FigTree v. 1.4.2.  

Os índices de diversidades haplotípicas (h) e nucleotídicas (π) foram 

calculados no programa Dnasp v 5.10 (Rozas et al., 2003) e no Arlequin (Excoffier 

et al., 2007) foi realizada a  AMOVA. Essa análise fornece o valor do índice de 

fixação, o qual é utilizado para verificar o nível de diferenciação genética 

interpopulacional. Segundo os critérios propostos por Wright (1978), os valores de 

divergência podem ser classificados em: baixa (entre 0,00 e 0,05); moderada ( 0,05 e 

0,15); alta (0,15 e 0,25),; maior que 0,25, muito alta. A significância do teste foi 

verificada pelo método de permutação aleatória com 1.000 permutações. O software 

Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS) foi utilizado para análise de 

estrutura populacional, o qual determina o número provável de populações (K). 

 O programa Population Analysis with Reticulate Trees (Leigh & Bryant, 

2015), foi utilizado para obter as redes de haplótipos.  

 

4.3.1 ISSR 

 

Inicialmente foram testados 23 primers ISSR da série UBC (University of 

British Columbia) dos quais 11 foram usados por apresentarem bandas polimórficas, 

reproduzíveis e de boa resolução (Tabela 3). O número total de indivíduos utilizados 

nessa análise foi 47, sendo 15 pertencentes a população Almada, 6 da população 

Cachoeira, 15 da população Lomanto e 11 da população Porto Alegre. 
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Tabela 3. Características dos primers ISSR utilizados para o estudo de diversidade em 

Lignobrycon myersi. 

Primer Sequência N                       Ta(°C)  

UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 9  53  

UBC811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 7  53  

UBC812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 12  52  

UBC823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 7  53  

UBC825 ACACACACACACACACT 11  53  

UBC835 AGAGAGAGAGAGAGA GYC 14  53  

UBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 9  53  

UBC843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 7  55  

UBC859 TGTGTGTGTGTGTGTGRC 8  54  

UBC864 ATGATGATGATGATGATG 6  52  

UBC884 HBHAGAGAGAGAGAGAG 10  54  

 

N= número de loci obtido para cada primer; Ta (°C) = temperatura de anelamento do primer; R= (A 

ou G) e Y = (C ou T). 

 

As reações de PCR-ISSR foram submetidas ao termociclador Veriti® 96 

Thermal Cycler (Applied Biosystems), para uma reação com volume final de 25 µL 

contendo: 1,0 μL de cada primer a 20 μM; 2,5 µL de Buffer a 10x; 2,0 µL de dNTP a 

2,5mM; 2 µL de MgCl2 a 50mM; 16,4 µL de água milli-Q; 0,12 μL de Taq 

polimerase a 5U e por fim 1 μL do DNA genômico extraído. O programa de 

amplificação foi composto por ciclo inicial de 94 °C por três minutos, 40 ciclos com 

desnaturação a 92°C por 60 segundos, anelamento do primer por dois minutos sob 

temperatura específica para cada loco, extensão a 72°C por dois minutos e extensão 

final a 72°C por sete minutos. 

Após a amplificação, as amostras foram coradas com GelRed® e submetidas 

a eletroforese  em gel de agarose a 1,2% em tampão TBE 1x , 110 V por quatro horas 

(Figura 4) . O marcador de peso molecular de 1000 pb foi utilizado para determinar o 

tamanho dos fragmentos de ISSR, que foram visualizados sob a incidência de raios 

UV  e fotodocumentados utilizando sistema de fotodocumentação  L-PIX EX (Loccus 

Biotecnologia). 
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Foi construída uma matriz de dados binários a partir da observação das 

imagens dos géis de ISSR, em que avaliado o padrão de bandas gerado atribuiu-se os 

valores 1 e 2 para a presença e ausência do fragmento, respectivamente. A análise de 

variância molecular (AMOVA), que permite avaliar o percentual de variação 

genética intra e interpopulacionais, o percentual de loci polimórficos, a 

heterozigosidade esperada (HE), foram obtidos por meio do software GenAlEx. As 

distâncias genéticas entre as populações foram calculadas de acordo com estatística 

de Nei (1972). 

Com o auxílio do software Structure 2.3 (Falush et al. 2007) executou-se o 

modelo de agrupamento Bayesiano ajustando o número de populações K para variar 

de 1 a 4, com 10 interações independentes para cada. Foram usados Burn-in e 

MCMC (Markov Chain Monte Carlo) de 10
6 

e 10
5 

interações respectivamente. Após 

ajustes do programa para marcadores dominantes, determinou-se o modelo com 

mistura, e assumiu-se que as frequências alélicas são correlacionadas entre as 

populações. Os resultados obtidos do Structure foram analisados via Structure 

Harvester Web v. 0.6.9 de acordo com os parâmetros de Evanno et al. (2005)  para 

determinar o provável número de grupos. 

Foram realizadas análises de agrupamento via UPGMA (Unweighted Pair 

Group Method with Arithmetical Average) com 1000 permutações no programa 

PAST v. 2.16 (Hammer et al., 2001).  

L  1   2  3   4    5  6   7   8   9  10 11 121314 15 16 17 18  19 20  21 

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1,2% utilizando o 

primer UBC810 em amostras de L. myersi e ladder de 50 pb 

(L). 
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O teste de Mantel foi aplicado para determinar a relação entre distância 

genética e distância geográfica, para tal utilizou-se o programa Isolation By Distance 

Web Service v. 3.23 (Jensen et al., 2005) com 10.000 permutações. 

 

5. REULTADOS e DISCUSSÃO 

 

5.1 16S rRNA 

 

Foram geradas 83 sequências de 16S rRNA com 503 pb. O número de 

espécimes por localidade variou de seis a 46. Para a construção da árvore de 

Neighbor-Joining, Máxima Verossimilhança e Inferência Bayesiana foram 

adicionadas seis sequências, três de Astyanax fasciatus e três de espécies do gênero 

Triportheus. Perfazendo um total de 89 sequências e apresentou cinco sítios 

variáveis. 

A divergência genética intrapopulacional variou de 0 a 0,13% (Tabela 4) com 

maior valor para população Cachoeira (0,13%) e  a  divergência interpopulacional 

variou de 0 a 0,4% (Tabela 5). A distância intraespecífica variou de 0 (Astyanax) a 

0,08% (L. myersi),  Esses valores corroboram com os resultados encontrados por 

Rodrigues et al. (2016), em estudo de identificação molecular de Lignobrycon 

myersi, utilizando o gene Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI), em que os 

valores da distância interpopulacional foram próximos (0,5 a 1,3%). A distância 

interespecífica variou de 4,9% (T. angulatus e T. nematurus) a 24,6% (A. fasciatus e 

T. guentheri). Entretanto, a divergência intraespecífica chegou a valores maiores 0 

(T. nematurus), até 0,5% (A. fasciatus), provavelmente em função do  número de 

espécies utilizadas como grupo externo. 

O gene Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI) e os valores encontrados 

com o 16S rRNA foram eficientes na identificação de Lignobrycon myersi, dado a 

grande diversidade interespecífica em relação a intraespecífica. Para a identificação 

de espécies com o gene COI, considera-se que os valores mínimos de divergência 

entre as espécies deva ser, ao menos, 10 vezes maior do que a variação 

intraespecífica. Vários estudos mostram a eficiência do gene 16S na identificação 

molecular de várias espécies (Zhang et al., 2012; Sarri et al., 2014 e Yang et al., 

2014). Quraishia et al. (2015), utilizaram sequências dos genes 16S e 12S para 
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identificação molecular de peixes marinhos na Malásia, mostrando que no mesmo 

gênero, algumas espécies apresentaram-se mais distantes geneticamente. 

  

Tabela 4. Distâncias genéticas intrapopulacionais (D) de Lignobrycon myersi a partir 

do modelo K2P. 

Populações D 

Cachoeira 0,0013 

Almada 0,0011 

Lomanto 0,0001 

Porto Alegre 0,0000 

 

 

Tabela 5. Distâncias genéticas interpopulacionais de Lignobrycon myersi a partir do 

modelo K2P. 

 CCH ALM LOM PAL 

CCH -------    

ALM 0,004 -------   

LOM 0,003 0,001 -------  

PAL 0,003 0,001 0,000 ------- 

 

 

A distância genética entre gêneros variou de 9,1% a 15,1%, com valor 

máximo de divergência entre Astyanax e Triportheus (Tabela 6). Esse resultado pode 

estar relacionado com a remoção do gênero Triportheus da família Characidae, sendo 

alocado na família (Triportheidae), segundo análises filogenéticas de Oliveira et al. 

(2011). Esse estudo filogenético realizado a partir de sequências de dois genes 

mitocondriais e três nucleares também propõe que os gêneros Agoniates, 

Clupeacharax, Engraulisoma e Lignobrycon pertençam à família Triportheidae. 

 

Tabela 6. Distância genética das sequências de 16S entre gêneros com base no modelo 

K2P. 

Gênero 1 2 

(1) Lignobrycon  n= 83   ------  

(2) Astyanax  n=3 0,139 ----- 

(3) Triportheus  n=3 0,091 0,151 

Média 0,127  
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A árvore consenso baseada nas análises por Máxima Verossimilhança (ML), 

Inferência Bayesiana (IB) e Neighbor-Joining (NJ) com 1000 réplicas de bootstrap, 

gerou três grupos com altos valores de suporte: Lignobrycon (100%), Triportheus 

(97%) e Astyanax (100%). Além disso, a análise 16S rRNA permitiu separar o grupo 

composto pela população de L. myersi do rio Cachoeira (93% de bootstrap; 

probabilidade a posteriori = 0,74) (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 5. Árvore consenso baseada em NJ, ML e BI das sequências do 16S 

rRNA.Os valores de suporte estão representados pelos métodos NJ, ML E BI, 

respectivamente. 
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Outros estudos de identificação de espécies da ictiofauna Neotropical também 

detectaram alta divergência genética (> 2%) dentro de um táxon, a exemplo dos 

trabalhos realizados por Pereira et al. (2013) e Gomes et al. (2015), em que 

confirmam a existência de espécies crípticas. De fato, a divergência genética de L. 

myersi nas amostras do rio Cachoeira, encontra-se abaixo da referência (2%), no 

entanto, no estudo de Rodrigues et al. (2016) e na rede de haplótipos (Figura 5) 

sugere-se a estruturação da população. Em Cachoeira foram encontrados indivíduos 

com diferenças genéticas acentuadas (dois haplótipos exclusivos), com diversidade 

haplotípica (h) de 0,3181 e nucleotídica (π) igual a 0,00082.  

Foi possível observar três grupos, sendo que o maior deles reuniu amostras 

das populações Lomanto (LOM), Porto Alegre (PAL) e alguns indivíduos Almada 

(ALM). O segundo engloba alguns indivíduos da população Almada e o terceiro os 

dois haplótipos de Cachoeira (CCH). Rodrigues et al. (2016), também encontraram 

resultado semelhante com o gene COI para a mesma espécie, evidenciando 

diferenças dos indivíduos da população Cachoeira das demais. Os autores afirmam a 

estruturação dessa população e sugerem o manejo desse grupo como única unidade 

evolutiva.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Rede de haplótipos baseada em sequências de 16S rRNA de populações da 

espécie L. myersi. Cada círculo representa um haplótipo e seu tamanho representa sua 

frequência. As linhas representam as relações entre os haplótipos que diferem em 

uma mutação e traços nas linhas representam mutações adicionais. As cores 

representam as localidades. 
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A alta variação genética entre as populações (66,03%), a baixa variação 

dentro das mesmas (33,97%) e o alto índice de fixação FST (0,66) (p<0,05), 

confirmam a estruturação genética. 

 

5.2 ISSR e D-loop 

 

Os onze iniciadores escolhidos geraram número total de 101 loci, dos quais 

66,58% foram polimórficos. O polimorfismo dentro de cada população variou de 

59,41% para a população Cachoeira a 72,28% para a população Porto Alegre (Tabela 

7). Resultado semelhante foi obtido por Li et al. (2013), em estudo de  diversidade 

genética com a espécie Monopterus albus, em que utilizaram 12 iniciadores ISSR e 

encontraram 110 loci com percentual de loci  polimórficos de 54%  a  71%. Os 

valores de heterozigosidade esperada (HE) variaram de 0,212 (Cachoeira) a 0,259 

(Porto Alegre), com média de 0,230, revelando uma moderada diversidade genética 

para as quatro populações analisadas. 

 

Tabela 7. Diversidade genética em populações Lignobrycon myersi por meio de 11 

primers ISSR. 

População N P(%) HE 

ALM 15 64,36 0,222 

CCH 06 59,41 0,212 

LOM 15 70,30 0,235 

PAL 11 72,28 0,259 

Média/total 47 66,58 0,230 

N= tamanho da amostra; P (%) = percentual de polimorfismo; HE= heterozigosidade esperada; ALM= 

População bacia do rio Almada; CCH= População bacia rio Cachoeira; LOM= População Praia do 

Lomanto; PAL= População Porto Alegre. 

 

O nível de divergência molecular foi realizado por meio da análise de 

variância molecular (AMOVA). A variação genética dentro das populações (76% da 

variação total) foi maior que entre as populações (24%), resultado diferindo do 

obtido via gene 16S. Benevides et al. (2014)  também encontraram maior variação 

intrapopulacional em estudo de variação genética com populações de  Epinephelus 

itajara usando o gene CO1. O valor do índice de fixação encontrado foi 0,245 

(p<0,05), resultado que indica a existência de estruturação moderada entre as 

populações (Tabela 8), fato confirmado pela análise de estrutura populacional por 

Inferência Bayesiana, em que verificou-se compartilhamento de alelos (Figura 8). 
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Tabela 8. Análise de variância molecular (AMOVA) e índice de fixação valores 

(FST) obtidos a partir de 11 primers ISSR em populações de Lignobrycon myersi. 

Fonte de 

Variação 
Desvio Padrão 

Soma dos 

quadrados 

Quadrados 

médios 

Estimativa de 

Variação 
% 

Entre 

populações 
3 236,730 78,910 5,463 24 

Dentro de 

populações 
43 724,270 16,843 16,843 76 

Total 46 961,000  22,306 100 

Índice de 

fixação 
FST 0,245    

 

 

Os resultados via ISSR, para as populações Almada (ALM), Cachoeira (CCH), 

Lomanto (LOM) e Porto Alegre (PAL), revelaram distâncias genéticas que variaram 

de 0,116 a 0,260. A maior distância foi entre as populações CCH e PAL (0,260). Em 

oposição, o menor valor ocorreu entre as populações ALM e CCH (Tabela 9). A 

partir do dendrograma obtido pelo método UPGMA e construído com os valores de 

distância genética de Nei pode-se verificar a formação de 2 grupos com valor de 

suporte 100%, um composto pelas populações ALM e CCH e o segundo pelas 

populações de LOM e PAL (Figura 6). Isso evidencia que outros fatores podem estar 

exercendo influência na distância genética entre as populações, visto que o teste de 

Mantel não mostrou correlação significativa entre a distância geográfica e a distância 

genética (r = 0.6705, p > 0,05). 

 

Tabela 9. Estimativas de identidade (diagonal inferior) e distância genética de Nei 

(1972) (diagonal superior), entre as populações da espécie Lignobrycon myersi. 

População ALM CCH LOM PAL 

ALM ------- 0,116 0,125 0,153 

CCH 0,890 ------- 0,174 0,260 

LOM 0,883 0,840 ------- 0,137 

PAL 0,858 0,771 0,872 -------- 

 

 

Áreas de Mata Atlântica na Bahia serviram como importante refúgio durante as 

glaciações do Pleistoceno (Carnaval & Moritz 2008; Batalha-Filho & Miyaki, 2014), 

parte desse refúgio engloba algumas das áreas estudadas como trechos do rio de 

Contas e pode ter resultado em maior permanência das populações e acúmulo de 

divergências genéticas, assim como verificado para outras espécies de peixes. Estudo 
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citogenético com a espécie Callichthys callichthys, relatou de forma inédita a 

ocorrência de um macrocromossomo metacêntrico B eucromático e padrões 

exclusivos de Regiões Organizadoras de Nucléolo (RON), em populações 

localizadas nos limites de Mata Atlântica e  semiárido baianos (Almeida et al., 

2013). Em suma, os elementos do clima, relevo e vegetação da Bacia Hidrográfica 

do rio Cachoeira (BHRC) também podem ter contribuído para o aumento da 

distância genética entre as populações Cachoeira e Porto Alegre verificada no 

dendrograma. Entre esses pode-se citar a precipitação pluviométrica da BHRC, que 

consiste em excessos hídricos em oposição a déficits anuais em alguns municípios. 

Em relação à vegetação ocorre o predomínio de restinga, mata higrófila, mata 

mesoxerófila, dentre outras. Contudo, as unidades geomorfológicas são distintas com 

presença de depressão, mares de morro, serras e planícies (Nacif et al., 2003).  

 

 

 

 

 

Embora marcadores dominantes sejam considerados menos informativos, o 

uso de marcadores ISSR pode ser uma boa estratégia para a análise preliminar da 

diversidade genética, uma vez que é uma técnica de baixo custo e não requer 

informação prévia sobre o genoma do organismo a ser estudado. Esses tem sido 

eficientes na avaliação da diversidade genética em espécies de peixes, como 

Monopterus albus, (Li et al., 2013), Epinephelus itajara (Benevides et al., 2014), 

Figura 6.  Análise de agrupamento via UPGMA, obtida por meio das 

distâncias genéticas (Nei, 1972) entre as populações de Lignobrycon 

myersi utilizando-se 11 primers ISSR. 
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Arapaima gigas (Vitorino et al., 2015). Pomponet et al. (2008), analisaram 

populações de Astyanax aff. bimaculatus  por meio de análises morfológicas, 

citogenéticas e uso de marcadores RAPD, ISSR. Apesar da alta semelhança 

morfológica e citogenética entre as populações estudadas, os dados moleculares 

revelaram uma estrutura populacional significativa (F st = 0,1868). 

Foram geradas 25 sequências do gene D-loop com 810 pares de bases, 

compondo o alinhamento total com número de sítios polimórficos igual a 53. 

Encontrou-se 12 haplótipos (Figura 7), níveis de diversidade haplotípica (h = 0,880) 

e diversidade nucleotídica (π = 0,025), com as maiores diversidades encontradas na 

população Cachoeira (h = 0,8670  π =0,0065) e Almada ( h= 0,8570  π =0,0020) 

(Tabela 10). O número de haplótipos encontrados usando o gene D-loop foi o dobro 

da quantidade encontrada com o 16S rRNA. Tal resultado pode ser atribuído à 

variabilidade do gene em estudo, sendo que o D-loop apresenta maior taxa de 

variação (Avise, 1994).  

Camargo et al. (2016), em estudo de variabilidade genética com a espécie 

Carcharhinus longimanus, também encontraram 12 haplótipos e os maiores valores 

de diversidade  em duas localidades:  no Atlântico Sudoeste (Hd = 0,8000, π = 

0,00184) e no Meso Atlântico (Hd= 0,7571, π = 0,00192). Os resultados indicaram a 

existência de duas populações de tubarões geneticamente distintas e 

demograficamente independentes. De modo semelhante, Iervolino et al. (2010),  em 

estudo populacional da espécie Piaractus mesopotamicus, encontraram alta 

diversidade haplotípica (Hd= 0,840)  e a diversidade nucleotídica foi de 0,052  a 

0,010. Foi sugerido que essa alta diversidade estava relacionada ao grande tamanho 

efetivo populacional. 
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Tabela 10. Estatísticas populacionais de Lignobrycon myersi. N=número de indivíduos; 

P=sítios polimórficos; Nh= número de haplótipos; Hd=diversidade haplotípica; π = 

diversidade nucleotídica. 

Populações N P Nh Hd π 

Almada 07 04 05 0,857 0,0020 

Lomanto 11 08 03 0,564 0,0040 

Porto Alegre 01 n/c n/c n/c n/c 

Cachoeira 06 10 04 0,867 0,0065 

 

 

A análise de variância molecular (AMOVA) das sequências de D-loop revelou 

(88,97%) da variação genética entre as populações e (11,03%) dentro das 

populações. O FST encontrado foi 0,88 e altamente significativo (p<0,0001). Esse 

valor é indicativo de diferenciação genética alta e consequentemente elevada 

estruturação. A mesma análise feita com gene 16S rRNA e o resultado foi 

semelhante, com maior variação genética entre as populações. Em oposição a esses 

resultados a AMOVA realizada com os dados de ISSR demonstrou maior variação 

dentro das populações. Alta estruturação e reduzida variabilidade dentro das 

populações podem levar ao endocruzamento, que consiste no acasalamento de 

indivíduos aparentados e tem como consequências a redução da heterozigosidade, 

fixação de alelos, dentre outros fatores que implicam na diminuição da diversidade 

genética (Hartl & Clark, 2010). Em estudo de diversidade genética na espécie 

Arapaima gigas, Vitorino et al. (2015) encontraram alta porcentagem de loci 

polimórficos (98,21%), no entanto os baixos valores de heterozigosidade esperados e  

a dissimilaridade intrapopulacional indicaram perda de diversidade genética, como 

consequência da endogamia. 

Tal diferença no resultado pode-se atribuir às distintas características dos 

marcadores utilizados. Entretanto, o uso do ISSR foi importante por ser um marcador 

nuclear, que levou ao mesmo agrupamento e evidenciou estruturação. O teste de 

Mantel, via D-loop, não mostrou correlação significativa entre a distância geográfica 

Figura 7.  Rede de haplótipos baseada em sequências D-loop de populações da 

espécie L. myersi. Cada círculo representa um haplótipo e seu tamanho representa 

sua frequência. As linhas representam as relações entre os haplótipos que diferem 

em uma mutação e traços 
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e a distância genética (r = 0.4600, p > 0,05), resultado similar a análise realizada com 

os dados de ISSR. 

A análise da estrutura populacional por Inferência Bayesiana com ISSR, 

estimou um K = 3: K1 formado pelas populações ALM e CCH, K2 pela população 

Lomanto e K3 por Porto Alegre (Figura 8). Resultado que corrobora com a moderada 

estruturação via ISSR foi 0,245 (p<0,05), o que evidencia pequeno compartilhamento 

de alelos entre os grupos K1, K2 e K3. Já a análise via D-loop levou ao mesmo 

número de grupos, entretanto sem compartilhamento de alelos: K1 formado pela 

população CCH, K2 por ALM e K3 pela população LOM e um único indivíduo PAL 

(Figura 9).  

 

 

Figura 8. Análise Bayesiana das populações de L. myersi com primers ISSR 

realizada pelo Structure. K1 representa as populações Almada e Cachoeira, K2 a 

população Lomanto e K3 Porto legre. 

 

 

Figura 9. Análise Bayesiana das populações de L. myersi utilizando sequências de 

D-loop realizada pelo BAPS. K1 representa a população Cachoeira, K2 a população 

Almada e K3 Lomanto e Porto Alegre. 
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5.3 Considerações gerais 

 

Com o uso do ISSR foram encontrados valores medianos de heterosigosidade 

esperada e de loci polimórficos, a análise de agrupamento mostrou a população de 

Cachoeira em um grupo à parte e moderada estruturação. Já as técnicas com os genes 

16S e D-loop evidenciaram diversidade haplotípica, maior quantidade de sítios 

polimórficos, maior estruturação, a maior parte da variabilidade estava entre as 

populações e com baixos níveis de variabilidade dentro. Entretanto, apresentaram o 

mesmo agrupamento do marcador nuclear ISSR. As diferenças observadas podem 

estar relacionadas às características dos marcadores genéticos. De fato, os 

marcadores dominantes são menos informativos (Matioli & Passos-Bueno, 2012), já 

os métodos de detecção de polimorfismos baseados no sequenciamento de DNA, que 

atualmente tornaram-se uma técnica rápida, com custos reduzidos  são mais 

informativos (Zhang & Hanner, 2012). 

O uso de técnicas que utilizam DNA nuclear e mitocondrial é importante no 

estudo de populações, tornando os trabalhos mais resolutivos. Como exemplo tem a 

avaliação da diversidade genética de quatro populações de Arapaima da bacia do 

Araguaia-Tocantins (Vitorino et al., 2015), via  marcador ISSR e o gene COI. 

Verificaram  que ISSRs foram eficientes para determinar a diversidade genética dessa 

espécie, revelando que as populações estão estruturadas e com baixa diversidade e o 

gene COI confirmou que os espécimes pertencem à Arapaima gigas. Outro estudo de 

variabilidade genética foi realizado por Gwak e Nakayama, (2011) com a espécie 

Gadus macrocephalus, utilizando marcadores microssatélites e D-loop. A análise via 

mtDNA revelou uma baixa variabilidade, mas diferenciação significativa entre três 

das cinco populações e a análise por microssatélites também revelou polimorfismo 

moderado nessas populações. 

Todas as técnicas utilizadas (ISSR, 16S rRNA e D-loop) mostraram a 

população de L. myersi do rio Cachoeira como um grupo a ser manejado 

separadamente. Já as populações de Almada, Porto Alegre e Lomanto, que compõe 

um único grupo, podem ser manejadas como única unidade evolutiva, apesar do 

isolamento geográfico entre algumas dessas populações. Isso evidencia que bacias 

próximas não necessariamente são semelhantes e devem ser submetidas a diferentes 

estratégias de conservação.   
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A população do rio Cachoeira merece atenção especial no aspecto da 

conservação, pois é um grupo que está sujeito a ação de diferentes fatores evolutivos. 

As pequenas populações ou aquelas que têm reduzido tamanho efetivo estão mais 

propensas à extinção, podendo perder ou fixar alelos por deriva genética, sofrer com 

endogamia e como consequência perder diversidade genética. Essa perda ou 

diminuição da diversidade reflete negativamente na capacidade das populações em se 

adaptarem às mudanças ambientais (Frankham et al., 2008).  

Antes de iniciar o manejo das populações naturais é importante o 

conhecimento de suas condições. Para tal, os estudos genéticos tem dado grande 

contribuição em detectar reduções da variabilidade genética, descobrir os efeitos 

causados pelo endocruzamento, resolver incertezas taxonômicas, assim como 

delinear unidades de manejo distintas dentro das espécies. Uma das primeiras 

estratégias no manejo de espécies é tentar reverter o declínio populacional 

identificando e removendo suas causas. Remoção da vegetação, introdução de 

espécies exóticas na bacia do rio Almada e no reservatório da Barragem de Pedras 

pode ter contribuído para o declíno da piaba facão (Castro & Jucá-Chagas, 2008; 

Conceição et al., 2006). Adicionalmente, a intensa atividade pecuária e agrícola com 

a lavoura cacaueira, tem promovido grande impacto nos entornos da Bacia 

Hidrográfica do rio Cachoeira (Souza et al., 2009). 

Outra estratégia eficiente pra recuperar populações pequenas e de baixa 

diversidade é a introdução de indivíduos de outras populações, o que permite melhorar 

a potencial reprodutivo e restaurar a diversidade genética (Frankham et al., 2008). 

Entretanto, essa medida não é aplicável para a espécie Lignobrycon myersi, pois a 

população Cachoeira é considerada unidade evolutiva distinta das demais. As medidas 

a serem tomadas incluem o controle da pesca, pois a piaba facão ainda é apreciada 

como pestisco local, redução de poluentes no meio e a restauração do habitat. 

Adicionalmente, essas estratégias devem ser acompanhadas por políticas de educação 

ambiental para despertar o interesse da população sobre a biodiversidade local. 
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              6.CONCLUSÕES 

 

Os marcadores nucleares e mitocondriais foram importantes para avaliação da 

diversidade genética e identificação molecular de Lignobrycon myersi. As análises 

com 16S e D-loop evidenciaram maior diversidade haplotípica e quantidade de sítios 

polimórficos, levando ao mesmo agrupamento do ISSR, entretanto com maior 

estruturação e maior variabilidade entre populações, em contraste com a maior 

variabilidade dentro, via ISSR.  

A população do rio Cachoeira merece atenção especial no aspecto da 

conservação e deve ser manejado separadamente em função de suas peculiaridades. 

Já as populações Almada, Porto Alegre e Lomanto, que compõe um único grupo, 

podem ser manejadas juntas, apesar da distância geográfica entre algumas dessas 

populações. Isso evidencia que bacias próximas não necessariamente são 

semelhantes e devem ser submetidas a diferentes estratégias de conservação. 
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