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RESUMO
Cetengraulis edentulus é uma espécie de peixe da familia Engraulidae, que apresenta elevado
valor comercial, capacidade de tolerar alteracGes ambientais e que desempenha papéis
importantes no contexto ecoldgico. Assim como 0s demais individuos da ordem
Clupeiformes, a anchoveta atlantica C. edentulus passou por mudangas ambientais no que se
refere aos ocorridos no Periodo Quaternario. Desse modo, seu padrdo populacional é crucial
para a elucidacdo dos acontecimentos que proporcionaram sua manutencao e sobrevivéncia
frente aos eventos de selecdo. Além disso, a caracterizacdo da estrutura genética de uma
populacdo € de suma importancia para fornecer informacgdes acerca da variabilidade
morfolégica e padrdes de fluxo génico entre os individuos, além das questbes adaptativas em
determinado local. Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar a genética
populacional de Cetengraulis edentulus presente na regido costeira de Raposa, Maranhao.
Para tanto, utilizou-se marcadores moleculares para a regido controle do DNA mitocondrial
que forneceram um fragmento de 570 pares de bases, necessario para fornecer informacoes
pertinentes acerca da populacdo. Esse trabalho pioneiro para o Estado do Maranhdo pdde
revelar que a populacdo de C. edentulus apresenta expansdo demografica, alta variabilidade
genética entre os individuos e baixa diferenciacdo, ou seja, uma populagdo ndo estruturada
geneticamente.

Palavras-chave: Cetengraulis edentulus. D-loop mitocondrial. Genética populacional.
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ABSTRACT
Cetengraulis edentulus is a fish species of the Engraulidae family, which has high commercial
value, is able to tolerate environmental changes and plays important roles in the ecological
context. Like the other individuals of the Clupeiformes order, the Atlantic bluefish C.
edentulus underwent environmental changes in relation to those that occurred in the
Quaternary Period. Thus, its population pattern is crucial for the elucidation of the events that
provided its maintenance and survival in the face of selection events. Furthermore, the
characterization of the genetic structure of a population is of paramount importance to provide
information about morphological variability and patterns of gene flow among individuals, in
addition to adaptive issues in a given location. Thus, the present work aimed to analyze the
population genetics of Cetengraulis edentulus present in the coastal region of Raposa,
Maranh&o. For that, molecular markers were used for the control region of the mitochondrial
DNA that provided a fragment of 570 base pairs, necessary to provide pertinent information
about the population. This pioneering work for the State of Maranhdo revealed that the
population of C. edentulus presents demographic expansion, high genetic variability among
individuals and low differentiation, that is, a population that is not genetically structured.

Key words: Cetengraulis edentulus. Mitochondrial D-loop. Population genetics.
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1. INTRODUCAO

O litoral do Maranhdo apresenta 640 km de linha de costa contribuindo para o seu
importante papel na producdo pesqueira no Brasil (CUTRIM, 2018). Como abrange um
sistema estuarino e aberto, hd elevada produtividade biologica que recebe influéncia de
processos fisicos, quimicos e biologicos (NASCIMENTO et al., 2020). Os fatores que
influenciam no elevado volume de produtividade sdo: grande quantidade de rios que nutrem o
mar, de modo a manter a cadeia tréfica, presenca de reentrancias, ampla area estuarina
relacionada as amplitudes de marés e extensa plataforma continental (XIMENES, 2021).

Por exercer papel tdo importante no cenario pesqueiro, torna-se valido o conhecimento
das espécies de peixes para promover a manuten¢do dos recursos e reduzir os riscos de
sobrepesca (FREITAS et al., 2016). Nesse segmento os dados genéticos podem auxiliar, seja
pela identificagdo molecular para evitar a pesca ilegal, ou mesmo pelas analises de
variabilidade em nivel de populacdo para fornecer subsidios de conservagdo da biodiversidade
(SOUZA, 2011). Esses sdo apenas alguns dos exemplos que podem contribuir para a
abordagem conservacionista de espécies importantes ecoldgica e evolutivamente (SANTOS,
2013).

E valido ressaltar que a variagdo morfoldgica é um produto da plasticidade fenotipica,
ou variabilidade genética imposta por fatores ambientais discrepantes em dada éarea
(CAVALCANTE, 2016). Em nivel de populacdo, um dos fatores que podem valer para tal
variacdo sdo justamente os limites aplicados pelo impacto das pescarias. Elas determinam
efeitos de selecdo diferentes ao afetar a maturidade sexual dos individuos (CAVALCANTE et
al., 2020).

Além disso, os padrbes populacionais de peixes marinhos apresentam forte interferéncia
da relacdo passado/presente, por meio de processos demograficos, comportamentais,
ecoldgicos e evolutivos. As mudancas climaticas ocorridas no periodo Quaternario, iniciado
ha 2,6 milhdes de anos, estdo diretamente relacionadas a esses padrdes, ja que ocasionaram
flutuacdes globais relativas ao nivel do mar (BIONDO DA COSTA et al., 2019).

A variabilidade genética sitiada entre os organismos da mesma espécie, ou mesmo entre
especies diferentes, pode fornecer informacgdes da dinamica populacional, o proprio grau de
estruturacdo geografica, de diversidade genética e estudos filogeograficos e filogenéticos
(GONCALVES, 2018). Nesse viés que contempla importantes recursos pesqueiros marinhos,

estd a anchoveta atlantica Cetengraulis edentulus.
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No Estado do Maranhdo, C. edentulus se constitui como uma espécie abundante (LIMA,
2018) servindo, dessa forma, como importante recurso de pesca na regido costeira do Brasil
(LEMOS; VAGENAS; VAZ-DOS-SANTOS, 2018). Em seus estudos, Cavalcante (2016)
reconheceu a variagdo geografica de C. edentulus na costa maranhense apds resultados de
similaridade em relacdo as populacdes de Raposa e Sao José de Ribamar, afirmando haver
manutencdo do fluxo génico das populacdes.

Ainda, esse mais recente achado acerca da espécie na regido maranhense assinala que 0s
métodos de ordenamento de pesca ja estabelecidos assumem a ocorréncia de unidades
independentes de C. edentulus na costa do Brasil, e afirma a necessidade de estudos quanto a
estrutura populacional da espécie pelo uso de métodos moleculares, até mesmo como maneira
de complementar e preencher o espaco existente na elucidacdo genética de uma espécie tdo
importante no sentido ecoldgico, e de elevada complexidade no ciclo de vida.

Nesse sentido, este trabalho objetivou analisar, geneticamente, a populacdo de
Cetengraulis edentulus presente em Raposa-MA, de modo a somar com 0s dados existentes
no que diz respeito a diferenciacdo geografica da espécie. Aléem de acrescentar na histéria
evolutiva da anchoveta atlantica quanto a origem e distribuicdo, as informacgdes aqui obtidas
poderdo ser Uteis para fins de conservacdo e manejo da espécie na regido costeira do

Maranhdo.



UEMASUL

EA=
16

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Aparato geral da ordem Clupeiformes

Os peixes popularmente conhecidos como sardinhas, apapas, arenques e manjubas sdo
pertencentes a ordem Clupeiformes, importante componente da classe Actinopterygii
(Teleostei). Os representantes de Clupeiformes estdo distribuidos em ambientes marinhos,
dulcicolas e estuarinos, aspecto fortemente favorecido por sua diadromia (BLOOM;
LOVEJQOY, 2014).

Os peixes dessa ordem sdo, em sua maioria, filtradores de plancton e se constituem
como espécies forrageiras na cadeia tréfica. Alem disso, apresentam disposicdo caracteristica
no que diz respeito a formacdo de cardumes, uma vez que seus movimentos Sao muito
coordenados (LOEB, 2015). A mesma caracteristica oferece as espécies a vantagem de
dificultar a captura por predadores e facilitar o encontro de parceiros para acasalar (BLOOM,;
EGAN, 2018).

A ordem Clupeiformes engloba cinco familias (Denticipitidae, Pristigasteridae,
Engraulidae, Clupeidae e Chirocentridae), 84 géneros e, aproximadamente, 400 espécies
cosmopolitas, primitivamente adaptadas ao ambiente marinho (BONECKER, 2014). Seus
corpos séo fusiformes, o que favorece a hidrodinamica, as vezes muito compridos e de porte
pequeno a moderado, com comprimento padrdo entre oito e 30 cm (OLIVEIRA, 2019).
Nelson (1994) destaca a presenca do recessus lateralis como caracteristica exclusiva da
ordem. E caracterizado como um componente da conexo otofisica em que 0s sensores estio
fundidos no interior de uma camara na parte Otica da caixa craniana.

A ordem Clupeiformes retine um grupo altamente diversificado. Tal aspecto é revelado
pela presenca de espécies atuais localizadas em regides que sofreram drasticas mudangas no
ambiente, a exemplo das ocorridas na época pleistocena. Ainda, os fatores abioticos, como
salinidade, oxigénio, temperatura e clorofila apresentaram atributos histéricos relativos a
filogenia, o que esta associado as taxas de diversificacdo das espécies ao longo do tempo
(AGUIRRE, 2014).

Em consonancia com a assertiva da diversidade de Clupeiformes e suas recorrentes
transicbes de habitats, Bloom e Egan (2018) propuseram que os limites ecologicos
dependentes da diversidade sdo evitados. Essa € uma suposicdo sustentada pelo carater
alopéatrico da especiacdo em peixes, ja que repetidas transi¢fes resultam em diversificacdo

constante no decorrer do tempo.
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Utilizando a abordagem a nivel macroevolutivo e taxondémico, a ordem Clupeiformes é
um grupo natural (LAVOUE et al., 2013). De modo geral, Willey e Lieberman (2011)
apontam que um grupo natural € o resultado da acdo de processos naturais. Um importante
exemplo de grupos naturais sdao os monofiléticos que, pela definicdo do entomdlogo aleméao
Willi Hennig (1966), seguem o processo da ancestralidade comum carregando consigo a
informacdo da histdria evolutiva (KLASSA; SANTOS, 2015).

As primeiras hipoteses filogenéticas para Clupeiformes partiram da publicacdo, em
1966, de Greenwood. Desde o ano de 2006, a classificacdo taxon6mica abrange duas
subordens para Clupeiformes: Denticipitoidei e Clupeoidei (NELSON, 2006; QUEIROZ et
al., 2020). Quando Lavoué et al. (2007) utilizaram técnicas moleculares para testar a
monofilia e as relacBes superiores de Clupeiformes foi confirmada que a ordem é
monofilética, isso apenas deu respaldo aos trabalhos desenvolvidos anteriormente tratando de
tal questdo (NELSON, 1970; GRANDE, 1985; DI DARIO; DE PINNA, 2006). O trabalho foi
pioneiro no uso de dados moleculares, ja que até a época os caracteres morfolégicos davam
sustentacdo a monofilia do taxon. Estes, por sua vez, compreendem a conexdo ouvido-bexiga

natatoria, presenca do recesso lateral e 0 esqueleto caudal, Unico de teledsteos.

2.2. Familia Engraulidae

A familia Engraulidae esta representada por duas subfamilias (Engraulinae e Coilinae),
17 géneros e 146 espécies costeiras abundantes, especialmente, na América do Sul e no
Sudoeste asiatico (MALABARBA; MALABARBA, 2020). Os engraulideos, fazendo jus a
ordem Clupeiformes, sdo peixes marinhos, porém existem cerca de 20 espécies de dgua doce
(SILVA, 2010).

No Brasil, pelo menos oito espécies sdao compreendidas como exclusivas do ambiente
dulcicola (NELSON; GRANDE; WILSON, 2016). Vicente et al. (2020) afirmam que, da
producdo mundial de pescado, cerca de 20% corresponde as espécies de engraulideos. Dentre
as espécies que assumem tal valor comercial, podem-se destacar Engraulis ringens, Engraulis
anchoita, Engraulis mordax, Cetengraulis edentulus, Anchoviella lepidentostole e Anchoa
tricolor (SILVA et al., 2003).

O género Cetengraulis Glinther, 1868 esta entre 0s géneros pertencentes ao hemisfério
ocidental, também conhecido por Neotrépico (BLOOM; LOVEJOY, 2012). Apenas duas
espécies sdo reconhecidas para o género: C. mysticetus (Ginter, 1866), no Pacifico — Golfo da

Califérnia ao Peru — e C. edentulus (Cuvier, 1829), no Atlantico — Caribe ao Brasil
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(WHITEHEAD; NELSON; WONGRATANA, 1988). Acredita-se que a dicotomia do género
seja decorrente do fechamento completo dos dois oceanos pelo Istmo do Panama, ja que até o
Pleistoceno eles eram conectados (LOWE-MCCONNELL, 1999).

Dentre os caracteres diagndsticos de espécies do género Cetengraulis, elencam-se o
tamanho moderado, 17 cm de comprimento padréo, focinho proeminente, maxila ponderada,
sem dentes na maxila inferior, nadadeira dorsal na porcdo medial do corpo e barbatana anal
moderada originada na base da nadadeira dorsal (WHITHEHEAD; NELSON;
WONGRATANA, 1988), e a grande area superficial promovida pelos sulcos nas paredes
intrinsecas do estdmago faz com que o género seja impar no que cerne a familia Engraulidae
(KRUMME et al., 2008). Whitehead, Nelson e Wongratana (1988) ainda apresentam uma
caracteristica morfoldgica que facilita a identificacdo de Cetengraulis, que é a presenca da

membrana branquial cobrindo grande parte do istmo (Figura 1).

Figura 1 — Porcéo do istmo recoberto pela membrana branquial em Cetengraulis.

8 raios branquiostegais longos

Membrana branquial cobrindo grande parte do istmo

e

Fonte: Modificado a partir de Whitehead, Nelson e Wongratana (1988, p. 381).

Cetengraulis edentulus (Figura 2) esta presente em &guas costeiras salobras na por¢édo
ocidental do Atlantico (KRUMME et al., 2008). Sua morfologia abrange corpo comprimido,

cabeca grande, focinho pontiagudo, maxila moderada de ponta romba, nadadeira dorsal
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moderada com origem abaixo do Ultimo terco da base da nadadeira anal, regido ventral
convexa e uma faixa de cor prata ao longo do flanco que desaparece em aproximadamente 10
cm do comprimento padrdo (WHITHEHEAD; NELSON; WONGRATANA, 1988). O
aparelho filtrador da anchoveta atlantica C. edentulus é do tipo escova enriquecido de

branquias justapostas.

Figura 2 — Espécime de Cetengraulis edentulus.

Fonte: Modificado a partir de Vicente et al. (2020, p. 7).

Assim como as demais espécies da familia Engraulidae, Cetengraulis edentulus realiza
importante papel ecolégico no que diz respeito & predacdo de zooplancton, fator necessario
para o fluxo energético na cadeia alimentar (GRANT; LECOMTE; BOWEN, 2010). Nesse
sentido, Franco et al. (2014) afirmam a grande plasticidade fenotipica desses engraulideos
qguando observam sua frequéncia em regides de salinidade mais baixa, de alta temperatura e
fitoplancton abundante. Na cadeia alimentar, ainda € possivel perceber a caracteristica de
forrageador ndo apenas de outras espécies de peixes, mas de aves marinhas (MONFORT et
al., 2009).

2.3. A importancia das analises genéticas em populagdes de peixes

Uma populacéo pode ser definida como um grupo de individuos da mesma espécie em
uma dada &rea (ODUM; BARRET, 2007). A genética de populagcGes se destina a anélise das
mudancas genéticas em populagdes no que diz respeito a quantidade e distribuicdo, além de
nomear as forcas controladoras de tais variacdes (GRIFFTHS et al., 2016). A compreensao da
variacdo genética dentro de uma populacdo tem sido explorada para fins conservacionistas.
Frankham et al. (2008) sugerem que conhecer a composicao e a estruturacdo de uma espécie
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dentro da populacdo pode fornecer bases para manejo e conservacdo, e alegar se a
estruturacdo é natural ou imposta por barreiras antrépicas.

Os estudos envolvendo a genética de populacdes de peixes, bem como de outros
organismos, partem do uso de ferramentas moleculares capacitadas a acessar as variagdes
genéticas e estabelecer relagcbes com seus fatores causais (TORRES, MATOSO; ARTONI,
2004). Nesse interim, é importante saber que os niveis de variacdo genética sdo diretamente
proporcionais ao poder que uma populacdo tem no quesito resposta ao processo de selecdo
natural, além de contribuir em relagdo aos limites de distribuicdo visando sobreviver em
diversos habitats (KALINOWSKI, 2004).

Em termos de biodiversidade, a ictiofauna neotropical é a mais abundante (NELSON,
GRANDE; WILSON, 2016). Essa informacdo abrange a historia evolutiva, cuja elucidacao
pode responder perguntas persistentes sobre a origem e distribuicdo das espécies de peixes,
além de contribuir para a taxonomia, ou mesmo separacdo de populacdes muito proximas
(MARQUES, 2003).

Uma das mais requisitadas ferramentas moleculares sdo 0os marcadores genéticos, que
correspondem a sequéncias de DNA que mostram polimorfismos entre individuos
geneticamente referidos (HILSDORF, 2013). Dessa maneira, trabalhar com marcadores
moleculares implica utilizar caracteristicas hereditarias em organismos de uma mesma
populacdo, sendo que os marcadores ecoam disparidades nos segmentos de DNA (XIMENES,
2014). Os marcadores mitocondriais sdo importantes em analises populacionais. Eles tém alta
taxa de mutacdo, em comparacdo aos nucleares, e sdo vulneraveis a processos demograficos
devido ao tempo de coalescéncia (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

2.4. DNA mitocondrial (mtDNA)

O DNA mitocondrial esta situado na matriz da organela citoplasmatica conhecida por
mitocdndria. Ela esta presente nas células eucarioticas e sua funcao primordial € a respiracdo
celular, mais precisamente a producdo da adenosina trifosfato — ATP (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013). O mtDNA é dotado de 37 genes associados ao mecanismo de
fosforilagdo oxidativa, dos quais 13 sdo capazes de codificar proteinas, 22 codificam as
moléculas de RNA transportadoras (tRNA) e dois codificam RNAs ribossémicos (12S e 16S
rRNA) (MEYER, 1993).

Por apresentarem alta taxa de mutacdo, os marcadores mitocondriais sdo Uteis para

estudos em nivel de populacdo (MANIGLIA, 2010). Caracteristica também importante desses
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marcadores diz respeito a heranca exclusivamente materna, anulando a mistura sexual que
poderia dificultar a origem de classes ancestrais especificas (DAWKINS, 2009).

O mtDNA ainda possui uma regido ndo codificadora denominada regido controle do
DNA mitocondrial. E uma porcdo do DNA de mitocondrias que acumula substituicdes de
bases mais rapido que outras partes do mesmo material genético (WILKINSON; CHAPMAN,
1991). A regido controle do mtDNA apresenta uma alca D, também denominada D-loop
(Figura 3), responsavel por controlar seus processos de replicacdo e transcricdo. Como a
heranga € materna, é lugar comum o acUimulo de substituicdes, insercdes, delecdes e

duplica¢des nas moléculas herdadas pela progénie da mesma mae (SCHIMITT, 2005).

Figura 3 — Regido D-loop do DNA mitocondrial de vertebrados.

Phe 125 rDNA
Ddoopd | 7

165 rDNA

/ f .
Ggly |  ATPase |

Fonte: Souza (2011, p. 7).

D-loop também se constitui como a principal regido ndo codificadora (NCR, do inglés
non-coding region) de seres humanos com aproximadamente 1100 pares de bases (ARINI et
al., 2018). O arsenal de divergéncia na regido, evidenciado nas sequéncias de bases de
diferentes populacdes da mesma espécie, é crucial para a analise da estrutura populacional e

aspecto evolutivo dos organismos (AVISE, 1994).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Realizar a andlise genética da populacdo de Cetengraulis edentulus presente em

Raposa-Maranhd&o utilizando a genética molecular como ferramenta.

3.2. Especificos

1 Investigar, geneticamente, a populacdo de C. edentulus a partir das sequéncias da
regido controle do DNA mitocondrial;

1 Delimitar o nivel da estrutura populacional de C. edentulus presentes na regido de
Raposa-Maranh&o;

1 Estimar a variabilidade intrapopulacional.
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4. MATERIAL E METODOS

Os exemplares de C. edentulus foram coletados na costa do Maranh&o, Municipio de
Raposa. Apos o desembarque do pescado e identificacdo dos individuos, seguindo o guia de
identificacdo morfologica proposto por Whitehead, Nelson e Wangratana (1988), uma fracéo
de tecido foi coletado e conservado em etanol 70%. Em seguida, as amostras foram
armazenadas a -20°C no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular (LabGeM), da
Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo (UEMASUL).

4.1. Extracdo de DNA a partir do musculo de peixes

O DNA foi obtido a partir de 50 mg de tecido das espécies de Cetengraulis edentulus. O
DNA foi extraido com o uso do Kit comercial Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, com
sede em Waltham, Massachusetts, Estados Unidos da América, seguindo orientagcBes do
fabricante. A qualidade das amostras de DNA foi verificada a partir de eletroforese em gel de

agarose a 1% corado com GelRed.

4.2. Amplificacdo e sequenciamento do DNA

A amplificacdo da regido controle do DNA mitocondrial foi realizada por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando os iniciadores forward Dloop L1 5’-
CCTAACTCCCAAAGCTAGGTATTC-3, reverse H2 5-
CCGGCAGCTCTTAGCTTTAACTA-3’. Cada reacdo de PCR teve um volume final de 25
puL: tampdo de Taqg polimerase (10X), MgCl, (25 mM), iniciadores (200 ng/uL), DNA
genémico (200 ng/uL), 1,25 mM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Enzima Tag DNA
polimerase (2 U/uL) e dgua pura.

O termociclador foi usado para amplificagio do DNA obedecendo aos seguintes
parametros: a desnaturacdo inicial foi de 94 °C por 3 minutos, seguindo 30 ciclos de
desnaturacéo de 94 °C por 30 segundos, hibridiza¢do 57 °C por 1 minuto, extens&o inicial de
2 minutos a 72 °C. A extensdo final foi a 72 °C por 7 minutos. O produto de PCR foi
submetido a andlise de eletroforese a partir de gel de agarose 1% corado com GelRed.

Apo6s o término das reagdes de PCR, 2,5 pL das amostras amplificadas foram
purificadas e sequenciadas. Para a purificacdo, utilizou-se a enzima EXoSAP-IT (Amersham
Pharmacia Biotech Inc.). ApoOs esta etapa, as amostras foram submetidas a reacdo de
sequenciamento em um sequenciador ABI 3500, a partir do método didesoxiterminal de
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Sanger et al. (1977), com reagentes do Kit ABI Prism TM Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction (Perkin Elmer).

4.3. Analise genética

As sequéncias nucleotidicas foram editadas no programa BIOEDIT 7.0.9 (HALL, 1999)
e alinhadas utilizando o programa Clustal W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). A
diversidade genética foi estimada a partir do indice de Diversidade Haplotipica (h —
probabilidade de que dois hapldtipos selecionados aleatoriamente sejam diferentes entre 0s
individuos) e Indice de Diversidade Nucleotidica (7 — probabilidade de que dois nucleotideos
homologos selecionados aleatoriamente sejam diferentes entre os individuos) (NEI, 1987) no
programa DNASP 6.12.3 (ROZAS; LIBRADO, 2009).

Para o Teste de Neutralidade de Fu (Fs) (FU, 1997) e Tajima (D) (TAJIMA, 1989) foi
utilizado o programa ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010), para verificar o
desvio de neutralidade e inferir sobre a histéria demogréafica das populacdes. Os valores de D
e Fs significativamente diferentes de zero sdo indicativos de desvio de neutralidade. Quando
ha excesso de mutacOes recentes, os valores de D e Fs tendem a ser negativos, indicando
desvios causados pelo crescimento populacional. Valores positivos indicam possivel selecdo
balanceadora, subdivisdo populacional ou efeito bottleneck (TAJIMA, 1989).

A historia demogréafica das populac@es foi inferida a partir da mismatch distribution
(diferencas entre todos os pares de hapl6tipos da amostra) e na estimativa de parametros de
expansao demografica subita (t, g0 e gl), usando o método dos minimos quadrados como
descrito em Schneider e Excoffier (1999). A validade dos modelos de expansao stepwise foi
testada usando o bootstrap paramétrico, a partir dos valores de significancia da soma dos
desvios quadrados (SSD) e do indice de Raggedness (Rg) de Harpending (1994) no programa
ARLEQUIN (EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi calculada no programa ARLEQUIN
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). A AMOVA ¢ usada para testar a estruturacdo geografica
das populacdes em diferentes agrupamentos e para verificar a existéncia ou nao de
diferenciacdo intrapopulacional. Ela foi estimada com base nos valores de Fst pairwise para a
populacdo. A partir desta analise, foram estimadas a diversidade e a estruturacdo genética. O
programa Network 5 (BANDELT; FOSTER; ROHL, 1999) também foi usado para
construcdo da rede de haplétipos, e para verificar a distribuicdo e relacionamento dos

haplotipos na populacgéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O alinhamento das 22 sequéncias estudadas gerou um fragmento de 570 pares de bases
(pb). Ainda, foram observados 30 sitios variaveis, dos quais 24 sdo singleton e seis,
informativos de parcimonia. Os resultados também revelam a presenca dos sitios polimérficos
decorrentes de 42 substituicbes nucleotidicas, como transi¢cBes (31) e transversdes (11),
enquanto substituicbes indel (insercdo-delecdo) ndo foram observadas. O namero de sitios
polimorficos se mostrou elevado, em um teor de 40, 0 que pode sustentar a elevada taxa
mutacional do DNA mitocondrial (ALMEIDA, 2019).

Caldart et al. (2016) sinalizam para o fato de que é comum que mutagdes do tipo
transicdo (entre duas purinas ou duas pirimidinas) apresentem nimeros superiores em
comparacdo as do tipo transversdo (entre uma purina e uma pirimidina e vice-versa). No
entanto, essa proporcdo é passivel de alteragdo, uma vez que as transversdes podem ser
lentamente acumuladas e ultrapassar as transi¢des (MEYER, 1993).

A composicao nucleotidica média da populacdo de Cetengraulis edentulus calculada foi
de 11,93% para citosina, 36,33% para timina, 35,05% para adenina e 16,70% para guanina
(Gréfico 1). Em relacdo a isso, é notorio que a porcentagem de A/T é maior que o de G/C,
fator ja corroborado para a regido controle do mtDNA (RESENDE, 2018).

Grafico 1 — Composicdo nucleotidica estimada para a populagéo de C. edentulus.
Bases nitrogenadas
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Fonte: Autora (2022).
O resultado apresentado pode ser um indicio relacionado ao evento de separacdo do

Istmo do Panama, que foi o responsavel pela dicotomia do género Cetengraulis. Nesse
sentido, pode ser observado que cerca de 70% da composicao é de A/T, que sdo bases ligadas
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duas pontes de hidrogénio (ligacbes mais fracas em relagdo as que ocorrem entre G/C). A
partir disso, é possivel inferir que a especiacdo de C. edentulus é recente, neotropical e condiz
com a afirmacéo levantada por Lowe-Mcconel (1999).

Das amostras sequenciadas foram observados 22 hapl6tipos, com uma diversidade
haplotipica (h) de 1,0000, nucleotidica (x) de 0,01631 e o numero médio de diferencas
nucleotidicas (k) =8,0763 (Tabela 1). O conhecimento de tais parametros genéticos da regido
D-loop é importante para analisar a condicdo atual de uma populacdo (MARIN, 2013). Desse
modo, a populacdo de C. edentulus em Raposa-MA apresenta alta diversidade haplotipica,
que revela alta variabilidade, mas sua diversidade nucleotidica é baixa.

Tabela 1 — Diversidade genética de C. edentulus baseada em 570 pb da regido D-loop (H= nimero de
haplétipos; h= diversidade haplotipica; == diversidade nucleotidica).

Populacao H h n

Raposa 22 1.0000 0.01631

Fonte: Autora (2022).
Os dados de Grant, Lecomte e Bowen (2010) sinalizam que alta diversidade haplotipica

e baixa diversidade nucleotidica ficaram evidentes em seu trabalho, ndo apenas para C.
edentulus (h =0,853; © =0,0046), mas para C. mysticetus (h =0,928; = =0,00143). Esse
parametro resultante pode ser associado a uma populacdo de ampla composicdo, em relagdo
ao namero de haplétipos relacionados, e que presenciou um cenario esperado apds um evento
demogréfico recente resultante de expansao ou contracdo populacional recente.

Almeida et al. (2018) revelam que alta diversidade haplotipica e baixa diversidade
nucleotidica sdo indicativos de acimulo de mutacfes logo ap6s um bottleneck, em que ha
reducdo do tamanho populacional em uma geracdo e depois um crescimento com variacao
genética reduzida.

Tal padrdo de diversidade genética também foi encontrado para o taxa irmao de
Cetengraulis, a anchova da Califérnia Engraulis mordax (h =0,776; = =0,003) (LEWIS;
LEMA, 2019). Esse levantamento fornecido por Diaz-Viloria, Sdnchez-Velasco e Peréz-
Enriquez (2012) foi importante para sustentar a hipotese de continuidade genética entre as
populacdes do Golfo Central e da regido Sulista da California.

As andlises estatisticas de Fs e D demonstraram valores negativos (Tabela 2) para a
amostragem de Raposa. O valor de Fs se mostrou significativo (p < 0.02), bem como o de D
(p < 0.05) (FU, 1997; TAJIMA, 1989). Desse modo, os testes de neutralidade corroboram

para a hipdtese de expansdo populacional.
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Tabela 2 — Testes de Neutralidade (Fs= valor teste de Fu; PFs= p-value de teste de Fu; D= valor teste de
Tajima; PD= p-value de teste de Tajima).

Popula¢do Fs PFs D PD

Raposa -21.14805 0.00000 -1.90365 0.01000

Fonte: Autora (2022).

Os dados apresentados que sinalizam a expansdo populacional da anchoveta atlantica
vao de encontro aos de Bennemann (2022), que afirma a diminuicdo em abundéancia, ou
mesmo desaparecimento de anchovas (Engraulidae) por aspectos de mudangas na distribuicéo
espacial das espécies. Por mais que Araujo et al. (2018) também revelem isso em analises de
expansdo populacional de clupeideos peldgicos, para estimar os impactos das mudangas
climaticas causados sobre as espécies presentes no Atlantico Sudoeste, o estudo ndo envolveu
representantes do género Cetengraulis. As anchovas da California apresentaram o mesmo
indicativo de expansdo populacional recente a partir de ancestrais em pequeno ndmero
(GRANT; BOWEN, 1998; DIAZ-VILORIA, SANCHEZ-VELASCO E PEREZ-ENRIQUEZ,
2012). Para eles, a expansdo da populacdo pode ter ocorrido no final do Pleistoceno até o
momento da ultima glaciacdo (CLAYTON et al., 2006).

Para validar o modelo da histéria demogréafica estimada pelo teste de neutralidade
apresentado, a distribuicdo mismatch, o indice de irregularidade (raggedness index) e a soma
dos desvios quadrados (SSD) foram observados. Os valores disponiveis na Tabela 3, obtidos
com 100 réplicas de bootstrap paramétrico, sdo baixos e ndo rejeitam a hipdtese de expansdo

recente da populacéo.

Tabela 3 — Pardmetros da distribuicdo mismatch para Cetengraulis edentulus (t= parametro de expansio; @0=
parametro de mutacdo antes da expansao populacional; ®1= parametro de mutagdo apos expansao populacional;
SSD (PSSD) = Soma dos Desvios dos Quadrados; Rg (PRg) = Indice de Raggedness).

Populacdo T 00 01 SSD (PSSD) Rg (PRg)

Raposa 3.273 0.000 1,0000 0.04506453  0.02278818
(0.03000000)  (0.74000000)

Fonte: Autora (2022).
Como bem sinaliza Evangelista-Gomes (2020), a forma como a diversidade genética se

comporta dentro da populagédo é elementar para padronizar a estrutura populacional de cada
espeécie, além de ser extremamente relevante para sustentar o mecanismo adaptativo frente as
flutuacGes no ambiente, resultando na manutencdo das populagcdes em ambientes naturais. O
ocorrido no Pleistoceno referente a pendltima regressdo marinha (ha cerca de 140 mil anos),
que deixou exposta a plataforma continental marinha no Brasil, contribuiu para que houvesse
a reducdo de ambientes naturais. Desse modo, € provavel que um efeito gargalo tenha sido
causado, e pode justificar o valor nulo de 60 (ROGERS, 1975).
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Observa-se, ainda, que o valor de SSD indica equilibrio demografico (p < 0.05),
enquanto que Rg indica expansdo (p > 0.05). O grafico da analise ilustra muito bem esse
cenario, tendo em vista que a curva da frequéncia observada assume distribui¢cdo bimodal,
validando a hipotese de expanséo (Gréfico 2) (MACHADO, 2018).

Grafico 2 — Representacdo gréafica das diferencas par a par das sequéncias do gene mitocondrial D-loop para a
populacdo de Cetengraulis edentulus amostradas em Raposa-MA.

0.3 —— Freq. Obs.
=== Freq. Exp.

Pairwise Differences

Fonte: Autora (2022).
O padrdo observado de distribuicdo bimodal, como bem defende Strasburg et al.

(2007), pode ser uma representacao de expansao populacional recente logo apds uma reducao
e isso acaba influenciando nos achados dos indices de neutralidade que indicaram expans&o.
Além do Teste de Neutralidade, a Analise da Variancia Molecular (AMOVA) foi observada
para um agrupamento populacional baseado em indicios de estruturacdo apresentados pelos

valores de Fst (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados obtidos da AMOVA. (CV = Componente de variacdo; V%= Porcentagem de variacdo;
Fct= Diferenca genética entre grupos; Fsc= Diferenga genética entre amostra dentro dos grupos; Fst= Diferenca
genética dentro das amostras).

Fonte de variagéo Ccv V% Estatistica F Valor p

Entre grupos -0.08091 -2.91 Fct=-0.02908 0.33040
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Entre amostras dentro 0.04823 1.73 Fsc=0.01685 0,01075
dos grupos
Dentro das amostras 2.81485 101.17 Fst=-0.01175 0.00587

Fonte: Autora (2022).

A AMOVA revelou que 101.17% da variancia resultam da diferenca genética dentro
das amostras. Ainda, os individuos de Cetengraulis edentulus de Raposa apresentaram baixa
diferenciacdo genética (0 < Fst < 0,05; p < 0,05), confirmando que se trata de uma Unica
populacdo. Isso demonstra que ndo ha caracteristicas genéticas marcadamente diferentes
(CARVALHO et al., 2016). Além disso, o valor de Fst ndo evidenciou estrutura genética para
a populacdo analisada, visto que ele é significativamente baixo (- 0,01175).

A rede haplotipica resultante concorda com o observado, ja que é apresentado um
padrdo caracteristico de populacdo ndo estruturada (Figura 4) de baixa diferenca genética

entre os individuos.
Figura 4 —Rede de haplétipos de C. edentulus a partir da alca D do mtDNA.
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Fonte: Autora (2022).

O alto fluxo génico na populagdo pode ser associado ao descrito por Cavalcante (2016)
para a espécie de C. edentulus no Maranhdo (Raposa e Sdo José de Ribamar) que, pela
morfologia, hipotetizou a ocorréncia e manutencdo de fluxo génico entre os individuos. Uma
das influéncias que o elevado fluxo génico apresenta na populacdo é a variabilidade genética.
Ela é de extrema importancia para sustentar a diversidade e o potencial evolutivo das espécies
(BITTENCOURT et al., 2019). Se perdida, a tendéncia de adaptacdo frente a mudancas no

ambiente pode ser penalizada.
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Ameagas antropicas referentes a pescaria séo sinalizadas como maneira insustentavel de
desequilibrio ambiental (PESTANA et al., 2020). Em se tratando dos ecossistemas marinhos
e costeiros, a descaracterizacdo e degradacdo ambiental sdo evidenciadas pela interferéncia
humana na exploracdo de espécies com valor comercial elevado (CUTRIM, 2018). A
renovacao dos estoques pesqueiros também ¢é afetada quando ocorre a captura dos individuos
com tamanho inadequado (DINIZ et al., 2020).

No Municipio de Raposa, a pesca é uma atividade referéncia, e ja foi designada como
uma das maiores comunidades pesqueiras do Estado (DINIZ, 2021). Os problemas
relacionados a tal atividade séo percebidos pelos proprios pescadores, que ja afirmaram haver
mudancas no tamanho e peso de captura (CANTANHEDE, 2018). As espécies de C.
edentulus sdo abundantes nas estacfes chuvosa e seca (PIORSKI; SERPA; NUNES, 2009),
ocupam o primeiro lugar das capturas totais dentro da familia Engraulidae e estd entre as
espécies mais capturadas ao longo do ano (AZEVEDO, 2017).

Cetengraulis edentulus é uma espécie marinha pelagica que apresenta variacdo
geografica na costa brasileira. Esse aspecto torna medidas de ordenamento de pesca
necessarias a sustentabilidade das populacGes. Na mesma linha de raciocinio, a espécie €
conhecida pela formagdo de cardumes e Martins et al. (2021) afirma que tais peixes podem
ser significativamente capturados pelas embarcagfes que usam redes de cerco. Algumas artes
de pesca sdo preocupantes para C. edentulus, como é o caso da zangaria usada, comumente,
para a captura de camardes. Ela torna a espécie uma fauna acompanhante (by catch), e nos
ecossistemas marinhos essa fauna se tornou um dos maiores desafios na conservagédo
(AZEVEDO, 2017; DINIZ et al., 2020).

Nesse Vviés, a anchoveta atlantica foi identificada como uma espécie que ndo apresenta
medidas conservacionistas especificas na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da Unido
Internacional de Conservacdo da Natureza (IUCN) (MUNROE et al., 2015), e € porque Verba
(2019) a sinaliza como uma das espécies superexploradas na costa brasileira. Cenarios como
esse de superexploracdo pode afetar o periodo reprodutivo da espécie, especialmente quando
ndo ha conhecimento ou desrespeito ao periodo de defeso, estabelecido pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais — IBAMA (2022).

Oliveira (2020) afirma que Cetengraulis edentulus é flexivel quanto ao ajuste do
periodo reprodutivo em conformidade com as caracteristicas ambientais de um determinado
local. Torna-se perceptivel que a ecologia da espécie reforca ainda mais a necessidade de

conservacao. Portanto, a unido de fatores genéticos, evolutivos, ecologicos e comportamentais
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de Cetengraulis edentulus na costa maranhense sdo esfor¢os validos para a conservacao e
sustentabilidade desse recurso pesqueiro altamente migratorio (CESAR, 2022). As
caracteristicas exclusivas da espécie devem ser preservadas e servir como subsidio para que a
historia evolutiva das populaces residentes no Brasil possa ser inferida e mais estudos sejam
acrescentados em sua elucidacao.

Por mais que a amostragem seja pequena se tornando um empecilho para discussoes
macicas sobre a caracterizacdo genética da espécie na costa do Maranhdo, é imprescindivel
que a andlise genética da populacdo aqui desenvolvida é pioneira para a regido, além de se
configurar como um ponto de partida para que outros estudos acerca da espécie Cetengraulis

edentulus sejam desenvolvidos, e que estratégias de conservacgdo sejam adotadas.
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6. CONCLUSAO

Com o cenério constante de degradacdo dos ecossistemas marinhos ameacando a saude
da agua, a sobrevivéncia da biodiversidade aquética e o continuismo de espécies de alto valor
comercial e ecoldgico, as analises genéticas apresentadas sdo urgentes para uma abordagem
integrada de sustentabilidade e conservacdo. Desse modo, na comunidade pesqueira de
Raposa, Maranhdo, a populacdo de Cetengraulis edentulus demonstrou expansao
populacional. Além disso, apresentou auséncia em relacdo a estrutura genética, uma vez que
foi observada baixa diferenciacdo entre os individuos, e elevada variabilidade

intrapopulacional.
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