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RESUMO

O  avanço  das  tecnologias  de  sequenciamento  de  nova  geração  tem  viabilizado  a 

caracterização em larga escala de genomas mitocondriais em diversas espécies. No entanto, 

mesmo  entre  os  peixes  —  grupo  com  o  maior  número  de  genomas  mitocondriais 

sequenciados — apenas 9,7% das espécies válidas estão representadas em bancos de dados. 

Essa lacuna limita programas de conservação, que dependem de dados genéticos para orientar 

ações de manejo. O gênero Cyprinodon, composto por várias espécies ameaçadas e restritas a 

habitats isolados, é especialmente vulnerável à perda de habitat e à hibridização. Diante disso, 

este  estudo  teve  como  objetivo  sequenciar  e  caracterizar  o  genoma  mitocondrial  de 

Cyprinodon sp.,  visando esclarecer  relações  filogenéticas  e aspectos evolutivos  da família 

Cyprinodontidae. A amostra foi sequenciada na plataforma Illumina HiSeq, montada com o 

software Megahit e analisada com ferramentas como MitoZ, Circos, ClustalW, MrBayes e 

Figtree. O mitogenoma completo apresenta 16.500 pb, contendo 37 genes.

Paralelamente, Arapaima gigas, espécie símbolo da Amazônia e historicamente relevante para 

a pesca, encontra-se ameaçada de extinção e classificada como "Deficiente em Dados" pela 

IUCN. No rio Tocantins, fortemente impactado por atividades humanas, pescadores de 25 

comunidades relataram a quase extinção da espécie, com apenas um registro recente na Ilha 

Jaracuera.  O  desaparecimento  de  A.  gigas  traz  graves  consequências  econômicas  às 

comunidades locais. Sem a colaboração entre gestores e comunidades, há risco iminente de 

extinção regional da espécie, agravado pela escassez de dados sobre sua pesca no norte do 

Brasil.

Palavras-chave: Conservação. Mitogenoma. Peixes. 
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ABSTRACT

The advancement of next-generation sequencing technologies has enabled large-scale 

characterization of mitochondrial genomes across various species. However, even among fish 

— the group with the highest number of sequenced mitochondrial genomes — only 9.7% of 

valid species  are represented in genetic  databases.  This gap limits  conservation programs, 

which rely on genetic data to guide management strategies. The genus Cyprinodon, composed 

of several threatened species restricted to isolated habitats, is particularly vulnerable to habitat 

loss and interspecific hybridization. In this context, the present study aimed to sequence and 

characterize the mitochondrial  genome of  Cyprinodon sp.,  in order to clarify phylogenetic 

relationships  and  evolutionary  aspects  of  the  Cyprinodontidae  family.  The  sample  was 

sequenced  using  the  Illumina  HiSeq  platform,  assembled  with  Megahit  software,  and 

analyzed using tools such as MitoZ, Circos, ClustalW, MrBayes, and Figtree. The complete 

mitogenome comprises 16,500 bp and contains 37 genes.  Concurrently, Arapaima gigas, an 

iconic  Amazonian  species  historically  important  to  fisheries,  is  currently  threatened  with 

extinction and classified as “Data Deficient” by the IUCN. In the Tocantins River, heavily 

impacted by human activities, fishers from 25 communities reported the near disappearance of 

the species, with only one recent sighting on Jaracuera Island. The disappearance of A. gigas 

has  severe  economic  consequences  for  local  communities.  Without  collaboration  between 

fishery  managers  and  local  populations,  the  species  faces  an  imminent  risk  of  regional 

extinction, further exacerbated by the lack of data on its fishing dynamics in northern Brazil.

Keywords: Conservation. Mitogenome. Fish.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DNA –  Deoxyribonucleic Acid (Ácido Desoxirribonucleico)

ddNTPs – Dideoxynucleotide (Didesoxinucleotídeos)

dNTPs – Deoxynucleotide Triphosphates (Desoxirribonucleotídeos trifosfato)

emPCR – Emulsion PCR (PCR em Emulsão)

IUCN  –  International  Union  for  Conservation  of  Nature  (União  Internacional  para  a 

Conservação da Natureza)

mtDNA – Mitochondrial DNA (DNA Mitocondrial)

NGS – Next Generation Sequencing (Sequenciamento de Próxima Geração)

PCR –  Polymerase Chain Reaction (Reação em Cadeia da Polimerase)

pb –  Par de Bases

qPCR – Quantitative PCR (PCR Quantitativo)

RNA – Ribonucleic Acid (Ácido Ribonucleico)

tRNA – Transfer Ribonucleic Acid (Ácido Ribonucleico de Transferência)

tRNA-Ala –  Alanine Transfer  Ribonucleic  Acid (Ácido Ribonucleico  de Transferência  de 

Alanina)

rRNA – Ribosomal ribonucleic Acid (Ácido Ribonucleico Ribossomal)

sRNA – Small ribonucleic Acid (Pequenos Ácido Ribonucleicos)



8

SUMÁRIO

1. INTRODUÇÃO........................................................................................................................................................
1.1 Ictiofauna Neotropical............................................................................................................................................
1.2 Gênero Cyprinodon................................................................................................................................................
1.3 Tecnologias de sequenciamento de DNA............................................................................................................
1.4 Montagem de novo...............................................................................................................................................
1.5 Genoma mitocondrial de peixes...........................................................................................................................

2. OBJETIVOS.........................................................................................................................................................
2.1 Objetivo geral.......................................................................................................................................................
2.2 Objetivos específicos...........................................................................................................................................

3. MATERIAL E MÉTODOS.................................................................................................................................
3.1 Aspectos éticos.....................................................................................................................................................
3.2 Coleta de material e extração de DNA.................................................................................................................
3.3 Obtenção das sequências de DNA mitocondrial, montagem e anotação.............................................................
3.4 Análise filogenética..............................................................................................................................................

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO.........................................................................................................................
      4.1 Genoma mitocondrial de Cyprinodon sp.......................................................................................................
      4.2 Redução de estoques de Arapaima gigas no Baixo Tocantins......................................................................
5. CONCLUSÃO......................................................................................................................................................
REFERÊNCIAS.......................................................................................................................................................



9

1. INTRODUÇÃO

1.1 Ictiofauna Neotropical
A região neotropical abriga a maior diversidade de peixes de água doce do mundo, 

sendo  cerca  de  4.225  espécies,  cujas  ordens  predominantes  são  Siluriformes  (1.384), 

Characiformes  (1.289),  Cichliformes  (354),  Cyprinodontiformes  (245)  e  Gymnotiformes 

(135) (TONELLA et al., 2023). Nesse contexto, a alta biodiversidade da região neotropical 

pode ser  explicada  pela  sua  grande extensão territorial,  diversidade  e  heterogeneidade  de 

ecossistemas e  história  evolutiva em relação à processos geológicos  e climáticos,  como a 

separação entre  a América do Sul e a África,  impacto  de asteróide na costa  de  Yucatán- 

México,  fechamento  da  rota  marítima  centro-americana  e  aquecimento  seguido  do 

resfriamento  globais,  o  que  culminou  em inúmeros  eventos de  diversificação  de  espécies 

como radiações adaptativas, extinção e colonização (ANTONELLI, 2022). 

No entanto, o antropoceno trouxe grandes desafios à contornar sobre a conservação da 

biodiversidade neotropical (ANDERMANN et al., 2020). Em se tratando de peixes, a erosão 

da diversidade de espécies é descrita com mudanças em níveis múltiplos de organização e 

condução  à  extinção  (PELICICE et  al.,  2017).  Um dos  principais  fatores  para  isso,  é  o 

exacerbado grau de fragmentação e degradação de habitat já consolidados, além de fatores 

como sobrepesca, poluição da água agrícola e urbana, desmatamento, mudanças climáticas e 

introdução de espécies exóticas invasoras (PELICICE et al., 2021; AGUIRRE et al., 2021).

1.2 Gênero Cyprinodon

O  gênero  Cyprinodon,  pertencente  à  família  Cyprinodontidae,  compreende 

aproximadamente  50  espécies,  onde  30  espécies  ocorrem  em  regiões  áridas  da  região 

Sudoeste da América do Norte e 20 espécies são endêmicas da região das Ilhas do Caribe à 

Península de Iucatã e de planícies costeiras de Massachusetts à Venezuela com distribuição 

alopátrica (ECHELLE et al., 2005). Denominadas popularmente como pupfishes, de acordo 

com dados da  IUCN (2024),  3  espécies  do gênero foram extintas  (Cyprinodon arcuatus,  

Cyprinodon  inmemoriam  e  Cyprinodon  ceciliae),  3  espécies  foram  extintas  na  natureza 

(Cyprinodon veronicae,  Cyprinodon alvarezi e Cyprinodon longidorsalis) e 5 espécies estão 

criticamente  ameaçadas  (Cyprinodon  diabolis,  Cyprinodon  latifasciatus,  Cyprinodon  

pachycephalus, Cyprinodon higuey e Cyprinodon julimes). Além disso, 11 espécies estão em 



10

perigo  de  extinção  (Cyprinodon  atrorus,  Cyprinodon  bifasciatus,  Cyprinodon  fontinalis, 

Cyprinodon  meeki,  Cyprinodon  elegans,  Cyprinodon  salinus,  Cyprinodon  tularosa, 

Cyprinodon  radiosus,  Cyprinodon  eremus,  Cyprinodon  bondi e  Cyprinodon  laciniatus). 

Assim, muitas espécies são alvo de conservação ex situ ou em cativeiro, a fim da manutenção 

de  populações  contra  a  extinção  em  seus  habitats  naturais  ou  para  restabelecimento  de 

populações selvagens em declínio (BLACK et al., 2016; BLACK et al., 2017; BURG et al., 

2019). 

 As  espécies  do  gênero  Cyprinodon são  consideradas  rústicas,  resistentes  a  altas 

temperaturas e salinidade. A maioria das espécies está restrita a pequenas áreas ou nascentes 

isoladas  e,  por  consequência,  estão  suscetíveis  à  perda  de  habitat  e  hibridização 

interespecífica (BLACK et al., 2021). Apesar disso, a capacidade adaptativa de Cyprinodon 

spp., sobretudo em relação à salinidade do meio, levou ao surgimento da espécie Cyprinodon 

brontotheroides,  advinda  de  uma  radiação  adaptativa  das  espécies  C.  Variegatus e  C. 

desquamator, endêmicas de lagos hipersalinos da Ilha de San Salvador, Bahamas (MARTIN; 

WAINWRIGHT, 2013a). De acordo com Martin e Wainwright (2013b), a radiação pode ter 

ocorrido a menos de 10.000 anos, coincidindo com a formação dos lagos hipersalinos da ilha. 

 Nesse cenário, a rusticidade de Cyprinodon spp. vem sendo, também, avaliada como 

característica interessante para estudos toxicológicos sobre exposição à petróleo e absorção de 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos,  utilizando  C. Variegatus como organismo modelo 

(FINCH; STUBBLEFIELD, 2016; MAGNUSON et al., 2018). 

1.3 Tecnologias de sequenciamento de DNA

As tecnologias de sequenciamento de DNA evoluíram rapidamente (Figura 1), desde a 

descoberta  da  estrutura  da  molécula  de  DNA.  Esse  rápido  avanço  resultou  no 

desenvolvimento de três gerações de sequenciamento de DNA e RNA até a atualidade (Satam 

et al., 2023).
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Figura 1.  Evolução das técnicas de sequenciamento de DNA ao longo dos anos e 

distribuição em três gerações de sequenciamento.

Fonte: Satam et al., 2023

A descoberta da estrutura de DNA, em 1953, possibilitou avanços na compreensão 

sobre a complexidade e diversidade do material genético (WATSON; CRICK, 1953). Após 

isso,  surgiram esforços  iniciais  para  o sequenciamento  de ácidos  nucleicos,  centrados em 

genomas de bacteriófagos de RNA de fita simples, RNA de transferência (tRNA) e RNA 

ribossomal (rRNA), cuja primeira sequência completa de ácidos nucleicos bem sucedida foi 

de tRNA-Ala da levedura Saccharomyces cerevisiae, em 1965, facilitada pelo conhecimento 

prévio de enzimas RNAse (HOLLEY, 1965). Simultaneamente, foi publicado por Sanger e 

colaboradores  (1965)  um  método  de  detecção  de  fragmentos  de  digestão  parcial 

radiomarcados  após  fracionamento  bidimensional  aplicado  a  rRNA  e  a  pequenos  RNAs 

(sRNA) de Escherichia coli. Subsequente a isso, uma mudança prática fundamental na técnica 

de determinação de bases nucleotídicas, foi a substituição do fracionamento bidimensional, 

baseado  em cromatografia  ou  eletroforese,  pela  separação  com base  no  comprimento  da 
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cadeia nucleotídica por eletroforese em gel de poliacrilamida (SANGER; COULSON, 1975; 

MAXAM; GILBERT, 1977). 

Apoiado por esses estudos, foi desenvolvido o primeiro método de sequenciamento 

bem  sucedido  de  DNA  a  partir  da  adição  de  nucleotídeos  marcados  radioativamente, 

chamados  de  didesoxinucleotídeos  ou  ddNTPs,  na  cadeia  de  terminação  na  fita  molde 

aplicado  ao  bacteriófago  ϕ X174 (ou  'PhiX')  para  um fragmento  do  genoma  (SANGER; 

NICKLEN;  COULSON,  1975)  e  posteriormente  para  o  genoma  completo  do  organismo 

(SANGER,  1977).  Esse  método  foi  amplamente  aceito  e  adotado,  denominado  como 

sequenciamento de DNA de primeira geração ou sequenciamento de Sanger, que continuou a 

ser desenvolvido com a implementação da eletroforese capilar e a utilização de marcadores 

fluorescentes  (ANSORGE  et  al.,  1986;  SWERDLOW;  GESTELAND,  1990).  Assim,  a 

primeira  máquina  comercial  de  sequenciamento  automatizado  foi  lançada  em  1987  nos 

Estados  Unidos,  a  Applied  Biosystems  ABI  370,  a  qual  implementou  o  uso  de  ddNTPs 

marcadas com fluorescência e eletroforese capilar (BARBA; CZOSNEK; HADIDI, 2013).

 Juntos  aos  esforços  de  aumentar  a  escala  de  sequenciamento  da  época,  surgiu  a 

técnica  de  pirosequenciamento,  que consiste  na determinação de sequências  com base no 

monitoramento da síntese de pirofosfato inorgânico utilizando luciferase, ao passo que cada 

nucleotídeo  é  incorporado  pelo  sistema  sobre  o  DNA molde  (NYRÉN;  LUNDIN,  1985; 

HYMAN, 1988). Essa técnica foi licenciada pela 454 Life Sciences e incorporada ao primeiro 

equipamento comercial de sequenciamento de segunda geração, também denominado  Next  

Generation  Sequencing (NGS)  ou  Sequenciamento  de  Próxima  Geração,  que  permitia  o 

sequenciamento massivamente paralelo de milhões de fragmentos  de DNA em uma única 

reação por  meio  da amplificação  de fragmentos  de DNA em gotículas  de água em óleo, 

Polymerase Chain Reaction de emulsão (emPCR) (MARGULIES et al., 2005). Isso culminou 

no desenvolvimento de novas técnicas e plataformas de sequenciamento como o Solexa com 

tecnologia  baseada  no  processo  de  amplificação  ou  PCR  “em  ponte”,  uma  vez  que  os 

adaptadores ligados às extremidades de um fragmento ligam oligonucleotídeos em uma célula 

de fluxo, formando uma estrutura arqueada ou em ponte durante a replicação de DNA ocorre 

para  iniciar  o  próximo ciclo  de  polimerização  (VOELKERDING;  DAMES;  DURTSCHI, 

2009). Outra plataforma de sequenciamento que agregou importantes mudanças tecnológicas 

na época, foi a SOLid que diferente dos métodos anteriores de Sanger e pirosequenciamento, 

não realiza sequenciamento por síntese, ou seja, que requerem a ação de DNA polimerase 

com nucleotídeos marcados, mas por ligação que utiliza uma DNA ligase, em que cada sinal 

de fluorescência é emitido a partir da combinação de dois nucleotídeos (MCKERNAN, 2009). 
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Nesse cenário, uma característica comum das tecnologias de sequenciamento 

de segunda geração é a produção de leituras curtas, sequências de DNA em pares de 

base (pb) de 250 a 800 pb. Além disso, o fluxo de trabalho de NGS é composto pelas  

etapas  de  preparo  de  bibliotecas,  sequenciamento  e  análise  de  dados  (TUCKER; 

MARRA;  FRIEDMAN,  2009).  Essas  plataformas  levaram  a  avanços  significativos  no 

desenvolvimento  das  ciências  “-ômicas”,  áreas  da  biologia  molecular  que  atuam  na 

caracterização  em  larga  escala  e  resolução  de  unidades  biológicas  e  organismos 

(VEENSTRA,  2021).  Possibilitando,  assim,  a  identificação  e  distinção  de  diversidade  de 

conteúdo, arquitetura e biologia de genomas mitocondriais  de diversas espécies  animais e 

vegetais (GUALBERTO; NEWTON, 2017; LAVROV; PETT, 2016).

As tecnologias de terceira geração são fundamentadas na técnica de sequenciamento 

de molécula única, divergindo das gerações anteriores, que são dependentes da amplificação 

de DNA. Desenvolvida no início dos anos 2000, a tecnologia de sequenciamento de molécula 

única  consistia  na  anexação  de  DNA  em  uma  superfície  plana,  seguida  da  lavagem  e 

fotografia de desoxirribonucleotídeos trifosfato (dNTPs) de terminadores fluorescentes, sendo 

uma base por vez  (BRASLAVSKY et al., 2003). A partir dessa tecnologia, originou-se o 

sequenciamento de molécula única em tempo real, a qual é baseada na difração da luz com o 

auxílio de guia de ondas de modo zero, pequenos orifícios de uma liga metálica que cobre um 

chip,  iluminando,  portanto,  apenas  o  fundo  dos  poços,  e  permitindo  a  visualização  de 

moléculas únicas de fluoróforo. A sequência nucleotídica pode ser monitorada em tempo real 

pela incorporação de nucleotídeos fluorescentes à cadeia de DNA, cujo sinal de fluorescência 

para determinada posição é encerrado após a clivagem do corante (EID, 2009). Atualmente, a 

última ramificação do sequenciamento de terceira geração, é o sequenciamento de nanoporos 

em que um campo elétrico conduz uma fita simples de DNA através de um canal iônico em 

uma membrana de bicamada lipídica por eletroforese. Ademais, a  passagem pelo canal iônico 

limita o fluxo de íons e diminui a corrente em tempo proporcional ao comprimento de ácidos 

nucléicos específicos (HAQUE et al., 2013). As primeiras plataformas de sequenciadores de 

nanoporos  foram GridION e  MinION da  Oxford  Nanopore  Technologies  (EISENSTEIN, 

2012).  Essas  diferentes  plataformas  de  sequenciamento  de  terceira  geração  podem  gerar 

leituras longas com comprimentos superiores a 10 kb (VAN DIJK et al.,  2014).

Tecnologias de leituras longas podem contornar problemas encontrados na utilização 

de leituras curtas como sequências repetitivas e detecção de variantes estruturais. No entanto, 

a precisão por leitura e o rendimento são de menor qualidade em comparação a tecnologias de 

leituras curtas  (ADEWALE, 2020).
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1.4 Montagem de novo

O avanço nas tecnologias de NGS revolucionou o sequenciamento de DNA e RNA 

com rapidez e alto rendimento,  resultando em um grande volume de dados de sequências 

genômicas, inclusive de organismos não-modelo (MOREY et al.,  2013). Nesse sentido, as 

abordagens de montagem de genoma de novo, processo de construção de um genoma a partir 

de leituras de sequenciamento com ausência de um genoma de referência, acompanharam a 

evolução tecnológica das plataformas de sequenciamento (LIAO et al., 2019). A estratégia de 

novo também pode ser aplicada à montagem de genomas mitocondriais (KUANG; YU, 2019) 

e cloroplastos (ŠTORCHOVÁ; KRÜGER, 2024).  

Os programas de montagem de novo são majoritariamente baseados na implementação 

de grafos de Bruijn, o qual faz a decomposição das sequências em substrings de comprimento 

k ou  k-mers.  Por exemplo,  uma leitura de 100 nucleotídeos  pode ser dividida em k-mers 

sobrepostos de comprimento de 46 a 55 (COMPEAU et al., 2011). Nessa estrutura, todas as 

leituras são divididas em L–k+1, onde L representa o comprimento da leitura e k  é o tamanho 

da  substring, o que confere menor esforço computacional para montagem. Além disso, há 

dois tipos de classificação de grafos de Bruijn, sendo grafos hamiltonianos e eulerianos com 

diferentes  formas  de  expressão  de  nós  e  arestas  (Figura  2)  (SOHN;  NAM,  2018).  Um 

exemplo de programa que integra grafos de Bruijn é o Megahit, projetado para montagem de 

leituras curtas de dados metagenômicos grandes e complexos, com uso eficiente de memória 

de uma unidade de processamento gráfico (LI et al., 2015). Para avaliação da qualidade da 

montagem, uma métrica essencial é o valor de N50, em que 50%  do total de pares de bases 

do genoma esteja contido em contigs (ALHAKAMI et al., 2017).

Figura 2.  (A) Na abordagem de grafos de Bruijn, leituras curtas são divididas em k-

mers antes da construção de grafos. (B) Na abordagem hamiltoniana de grafos de Bruijn, os k-

mers são os nós. (C) Na abordagem euleriana de grafos de Bruijn, os k-mers são as arestas. Os 

k-mers são conectados aos vizinhos pela sobreposição de prefixo e sufixo (k-1)-mers.
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Fonte: Sohn; Nam, 2018. 

1.5 Genoma mitocondrial de peixes

Os  genomas  mitocondriais  de  animais  bilaterais  foram  bem  caracterizados  como 

genomas pequenos (~16–17 kb) e circulares  (BOORE, 1999), codificantes de pequena parte 

de  genes  responsáveis  pelos  mecanismos  funcionais  mitocondriais  (SCHULZ; 

SCHENDZIELORZ;  REHLING,  2015),  de  herança  majoritariamente  materna 

(MUNASINGHE; ÅGREN, 2023) e possuem região controle com alta taxa de polimorfismo e 

níveis reduzidos de recombinação homóloga (FILIP et al., 2023). Além disso, coevoluem  de 

forma complexa com genes nucleares codificantes de proteínas com funções mitocondriais 

como na estrutura, replicação e transcrição do DNA mitocondrial (mtDNA) (SLOAN et al., 

2018). A estrutura padrão do genoma mitocondrial é composta por 13 genes codificadores de 

proteínas, 2 genes de rRNA, 22 genes de tRNA e a região controle D-Loop. De forma geral,  

em eucariotos, o mitogenoma pode variar em tamanho e número de genes (LADOUKAKIS; 

ZOUROS, 2017; SHARBROUGH et al., 2023). Em peixes, os genomas mitocondriais contêm 

o conjunto  padrão de genes,  com estruturas  conservadas  em subunidades  do citocromo c 

oxidase (COI) e sítios invariáveis em 12S rRNA e 16S rRNA (ALVARENGA et al., 2024). 

No  entanto,  desvios  de  conteúdo  e  ordem genética  do  mitogenoma  podem ocorrer  entre 

peixes, como identificado em espécies da ordem Perciformes (SATOH et al., 2016).  Peixes 
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representam o grupo de animais com maior número de genomas mitocondriais sequenciados, 

no entanto,  apenas 9,7% de espécies válidas  são depositadas  em banco de dados como o 

GenBank (SAYERS et al., 2023). 

Nesse sentido, o mtDNA é um eficiente marcador molecular para estudos de evolução 

molecular  (DOWLING;  WOLFF,  2023),  genética  forense  (ROCCARO  et  al.,  2021), 

identificação de espécies e ictiodiversidade a partir de DNA  barcoding (ALI et al., 2020), 

além de ser uma potencial ferramenta para fiscalização de espécies com captura controlada 

(SANTANA et al., 2023) e manejo conservacional de peixes com técnicas de DNA ambiental 

(SCHROETER et  al.,  2020).  Para a  aplicação do DNA mitocondrial  como ferramenta  de 

pesquisa  e  gestão,  é  necessário  o  uso  de  bancos  de  dados  de  sequências  para  busca  de 

iniciadores ou atribuição taxonômica (GOLDBERG et al., 2016). Apesar de existirem bancos 

de dados de DNA mitocondrial de peixes como Fish Barcode of Life (FISH-BOL) (WARD et 

al., 2009) e MitoFish (IWASAKI et al., 2013), essas ferramentas carecem de representação 

abrangente  de  espécies,  necessitando  de  expansão  contínua  além  da  inclusão  de  regiões 

genéticas taxonomicamente discriminativas além do gene COI, majoritariamente utilizado em 

projetos, como RNA ribossômico 12S, 16S rRNA e CytB (SCHROETER et al., 2020). 

Essa representação ampla de recursos mitocondriais para espécies aquícolas em bases 

de dados é fundamental para ampliação e eficiência do uso do DNA mitocondrial, uma vez 

que  a  utilização  de  um único  recurso  como o  gene  COI pode impossibilitar  projetos  de 

primers de  Quantitative  PCR (qPCR)  específicos  para  espécies,  primers universais  para 

metabarcoding e resolução taxonômica a nível de espécie (SCHROETER et al., 2020). Nesse 

sentido,  incertezas  taxonômicas  e  falta  de  recursos  genéticos  são  fatores  limitantes  em 

programas de conservação de espécies de peixes, uma vez que é possível fornecer evidências 

para melhor tomada de decisão de gestão de recursos pesqueiros por meio de caracterização e 

monitoramento de espécies e populações (THEISSINGER et al., 2023).

Dada a relevância ecológica de  Cyprinodon  spp., a importância da compreensão da 

organização  genética  dessas  espécies  para  conservação  e  o  uso  potencial  de  genomas 

mitocondriais como ferramenta investigativa, objetivou-se sequenciar e caracterizar o genoma 

mitocondrial  de  Cyprinodon  sp.  a  fim  de  esclarecer  relações  filogenéticas  e  aspectos 

evolutivos da família Cyprinodontidae. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral

Caracterizar o genoma mitocondrial de Cyprinodon sp. para fins de análise evolutiva e 

avaliar a percepção de estoques pesqueiros de Arapaima gigas na microrregião amazônica do 

Baixo Tocantins. 

2.2 Objetivos específicos

 Sequenciar o genoma mitocondrial completo de Cyprinodon sp., utilizando 
Sequenciamento de Próxima Geração;

 Realizar montagem do genoma mitocondrial de Cyprinodon sp.;
 Fazer anotação e caracterização do genoma mitocondrial de Cyprinodon sp.;
 Realizar análise comparativa de genomas mitocondriais entre espécies do gênero 

Cyprinodon disponíveis no NCBI por meio de uma árvore filogenética;

 Avaliar a percepção ambiental de pescadores no Baixo Tocantins sobre a pesca de 
Arapaima gigas e o monitoramento ambiental realizado na região.

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Aspectos éticos
O projeto foi realizado em conformidade com os preceitos da Lei nº 64-00 Geral do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais do governo da República Dominicana, decreto n° 

361-22, de 7 de julho de 2022, sob protocolo DJ-C-1-2023-0097, aprovado em 9 de outubro 

de 2023.  

3.2 Coleta de material e extração de DNA
Amostras de tecido de nadadeira caudal e dorsal foram coletadas de um indivíduo de 

Cyprinodon sp.   Encontrado  na Laguna El  Salado del  Muerto,  Salinas  Baní,  as  amostras 

foram armazenadas em freezer (-20 °C) até o momento de extração de DNA. O DNA foi 

isolado  utilizando  o  DNA  extraction  and  purification  kit  blood  and  tissue  handbook® 

(Qiagen) de acordo com instruções do fabricante, modificando apenas o período de incubação 

para 30 minutos.  A quantificação e análise  de pureza do DNA total  foram verificadas  no 

espectrofotômetro Biodrop Duo UV/Vis. 
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3.3 Obtenção das sequências de DNA mitocondrial, montagem e anotação
A sequência  completa  do  mitogenoma de  Cyprinodon  sp. foi  obtida  a  partir   da 

tecnologia de sequenciamento de próxima geração,  plataforma Illumina  HiSeq 2000  TM. A 

montagem  foi  realizada  pelo  programa  Megahit  (Li  et  al.,  2015)  utilizando  o  k-mer  71, 

selecionado  após avaliação  de  dados  brutos  com o  software Kmerstream (Melsted  et  al., 

2014).  Posteriormente,  os  contigs foram  submetidos  ao  Mitoz  (Meng  et  al.,  2019)  para 

extração das sequências do mitogenoma, seguido da anotação e representação visual com o 

programa  Circos  (Krzywinski  et  al.,  2009).  A  composição  de  nucleotídeos  básica  foi 

calculada usando o pacote BioSeqUtils na biblioteca BioPython (Cock et al., 2009) em Python 

3.12.

3.4 Análise filogenética
Para  reconstruir  a  árvore  filogenética,  será  realizado o  alinhamento  de  múltiplas 

sequências utilizando o programa de alinhamento ClustalW com os parâmetros pré-definidos 

do MEGA 11 (Tamura,  et  al.,  2021).  As Inferências  Bayesianas  serão executadas  usando 

Markov-Chain Monte Carlo em duas execuções simultâneas de cadeias de 5.000.000 gerações 

no  Mr.  Bayes  versão  3.1.2,  com uma  frequência  de  amostragem  a  cada  1.000°  geração 

(Ronquist; Huelsenbeck, 2003). As primeiras mil árvores serão descartadas como burn-in e a 

probabilidade posterior de cada nó será calculada a partir das árvores restantes, e examinadas 

no Figtree v1.4.4 (Rambaut, 2009).

3.5 Área de estudo
O  estudo  de  Arapaima  gigas alcançou  comunidades  pesqueiras  pertencentes  aos 

municípios  Baião,  Mocajuba,  Cametá  e  Igarapé-Miri  do Estado do Pará,  região  Norte  do 

Brasil (Figura 3). A região deste estudo é cercada por cursos de água pertencentes à parte 

baixa do Rio Tocantins.
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Figura 3. Mapa ilastrativo da área de estudo em municípios amazônicos (Pará, Brasil).

Fonte: os autores.

A  região  apresenta  uma  temperatura  anual  média  de  26°C,  clima  tropical  úmido 

megatérmico, com índice pluviométrico anual da ordem de 2.000 mm e um período climático 

bem definido com maiores vazões no período de dezembro a maio e menores de agosto a 

novembro (IDESP, 2014).

O município Baião abrange uma área de 3.202,399 km2 e possui aproximadamente 

49.454 habitantes. O município Mocajuba compreende uma área de 871.171 km2 e contém 

por volta de 31.917 habitantes. O município Cametá envolve uma área de 3.081,367 km2 e 

apresenta em torno de 140.814 habitantes. O município Igarapé-Miri engloba uma área de 

1.996,790 km2 e conta com cerca de 63.367 habitantes (IBGE, 2021).

3.6 Levantamento dos dados
No período  de  Dezembro  de  2017  a  Dezembro  de  2018,  foram entrevistados  25 

pescadores de 25 comunidades pesqueiras da região do Baixo Rio Tocantins (Tabela 1). As 

entrevistas foram estruturadas com base em dados pessoais, censo populacional do A. gigas na 
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região,  atividade  pesqueira  e  informações  correlatas.  Perguntas  abertas  e  fechadas  foram 

aplicadas. Cada entrevista ocorreu a partir da indicação dos representantes das comunidades 

pesqueiras e de pescadores,  conforme a técnica de amostragem não probabilística bola de 

neve (Vinuto, 2014).

Município Comunidade 
pesqueira 

Número de 
entrevistados

Baião

Limão 

6

Vila Iteguara
Joana Peres
Boa vista 
Itaperuçu

Vila Bom Sucesso

Cametá

Ilha de Itamduba

9

Jurmate
Ilha Marinteua
Ilha Jakacuera- 
Curuçambaba

Ilha Murucu Carmo
Ilha Jaracuera

Cuxipiari Carmo
Itaúna Baixo

Santa Maria do 
Maracu

Igarapé-Miri

Joarimbu

6

Ilha da Santana da 
Conceição
Muritipucu
Panacuera

Pindobal Grande

Mocajuba Ilha do Tauaré 4Ilha de Santana

Informações abertas citadas pelos pescadores como espécies de peixes capturadas e 

relações  apontadas  entre  alterações  na  dinâmica  populacional  de  peixes  e  intervenções 

humanas no ambiente foram registradas em relatório de viagem. Para identificar as espécies 

citadas, utilizou-se o catálogo de peixes do Baixo Tocantins (Juras, 2004). 

3.7 Avaliação de informações publicadas e não publicadas
Realizamos um levantamento de informações publicadas em artigos científicos acerca 

de estudos populacionais de  Arapaima gigas,  plano de gestão pesqueira e conservação da 

espécie no Brasil e no mundo. A partir disso, as informações obtidas nos questionários foram 
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comparadas para identificação de informações novas e prospecção de status de abundância 

populacional de A. gigas na região do Baixo Rio Tocantins e o impacto na comunidade local.

4. RESULTADOS  E DISCUSSÃO
4.1 Genoma mitocondrial de Cyprinodon sp.

        A montagem  gerou o total de  498.633 contigs com o total de 522.941.889 pb, valor de 

N50 de 1.396 pb e comprimentos mínimo, médio e máximo de contigs de 200 pb, 1.048 pb e 

16.605 pb, respectivamente. O genoma mitocondrial completo de Cyprinodon sp. compreende 

uma molécula  circular  medindo 16.500 pb de comprimento (Figura 2),  obtido a partir  da 

montagem do genoma e análise dos contigs na plataforma Mitoz. O mitogenoma é composto 

pelo total de 37 genes, incluindo 13 genes codificadores de proteínas, 22 tRNAs e 2 genes 

rRNA. O perfil genético e a categorização funcional do mitogenoma estão apresentados na 

Tabela 2. A composição nucleotídica do mitogenoma é em média A: 26,25%; T: 27,18%; C: 

29,61%; G: 16,94% e conteúdo geral AT de 53,43% e GC de 46,55%.

Figura 3. A organização do genoma mitocondrial de Cyprinodon sp.
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Tipo de gene Nome
Posição 
inicial

Posição 
final

Comprim
ento

(pb)

Fita de 
DNA

Produto 

Codificadores 

de proteínas ND1 5 575 571 L

NADH 

dehydrogenase 

subunit 1

ND2 788  1835   1048 L NADH 

dehydrogenase 
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subunit 2

COX1 2226   3780     155 L
Cytochrome c  

oxidase subunit I

COX2 3940 4639 700 L
Cytochrome c 

oxidase subunit II

ATP8 4706 4874 169 L
ATP synthase F0  

subunit 8

ATP6 4864 5548 685 L
ATP synthase F0  

subunit 6

COX3 5547 6333 787 L
Cytochrome c  

oxidase subunit III

ND3 6404 6755 352 L

NADH 

dehydrogenase 

subunit 3

ND4L 6822 7119 298 L

NADH 

dehydrogenase 

subunit 4L

ND4 7112 8498 1387 L NADH 

dehydrogenase 

subunit 4
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ND5 8712 10551 1840 L

NADH 

dehydrogenase 

subunit 5

ND6 10547 11069 523 L

NADH 

dehydrogenase 

subunit 6 

CYTB 11141 12281 1141 L Cytochrome b

tRNA trnI(gau) 580 650 71 L tRNA-Ile

trnQ(uug) 649 720 72 H tRNA-Gln

trnM(cau) 719 788 70 L tRNA-Met

trnW(uca) 1834 1906 73 L tRNA-Trp

trnA(ugc) 1908 1977 70 H tRNA-Ala 

trnN(guu) 1978 2051 74 H tRNA-Asn

trnC(gca) 2088 2154 67 H tRNA-Cys

trnY(gua) 2155 2225 71 H tRNA-Tyr

trnS(uga) 3792 3863 72 H tRNA-Ser
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trnD(guc) 3866 3936 71 L tRNA-Asp

trnK(uuu) 4631 4705 75 L tRNA-Lys

trnG(ucc) 6332 6404 73 L tRNA-Gly

trnR(ucg) 6753 6822 70 L tRNA-Arg

trnH(gug) 8493 8562 70 L tRNA-His

trnS(gcu) 8562 8630 69 L tRNA-Ser

trnL(uag) 8639 8712 74 L tRNA-Leu

trnE(uuc) 11069 11137 69 H tRNA-Glu

trnT(ugu) 12282 12354 73 L tRNA-Thr

trnP(ugg) 12353 12423 71 H tRNA-Pro

trnF(gaa) 13256 13324 69 L tRNA-Phe

trnV(uac) 14269 14341 73 L tRNA-Val

trnL(uaa) 16026 16100 75 L tRNA-Leu

rRNA s-rRNA 13324 14269 946 L 12S ribosomal RNA
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 l-rRNA 14342 16026 1685 L 16S ribosomal RNA

Tabela 2. Lista de genes mitocondriais anotados de Cyprinodon sp. e seu produto genético. L: 

. H: Heavy strand; L: Light strand.

4.2. Redução de estoques de Arapaima gigas no Baixo Tocantins

Artigo: Arapaima gigas stocks have declined drastically in the lower Tocantins River in the 

Amazon Microregion (https://doi.org/10.1590/0001-3765202420231343) (2024)

Autoria: Daralyns B. Macedo, Jeanderson S. Viana, Hendrya Julianny P. Coelho, Caio Vitor 

C. Costa, Dárcia Gabriela B. Da Costa, Ádria D. Dos Santos, Regianne M.S. Correa, Rommel 

Thiago J. Ramos & Marília Danyelle N. Rodrigues
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CONCLUSÃO

Este  estudo  sequenciou,  anotou  e  caracterizou  o  genoma  mitocondrial  completo  de 

Cyprindon sp.,  que  tem  16.500  pb  de  comprimento.  As  características  mitocondriais, 

incluindo  conteúdo  gênico  e  composição  de  nucleotídeos,  são  consistentes  com  aquelas 

observadas  em  outras  espécies  da  família  Cyprinodontidae.  Este  estudo  é  o  primeiro  a 

descrever  o  genoma mitocondrial  completo  de  Cyprindon sp.,  fornecendo  uma base  para 

futuras pesquisas sobre taxonomia molecular, diversidade genética e estrutura populacional 

desta espécie. As descobertas contribuem para aplicações no monitoramento, conservação e 

manejo de estoques pesqueiros desta espécie. No entanto, estudos adicionais são necessários 

para  alcançar  resolução  e  esclarecimento  filogenéticos  da  espécie  dentro  do  gênero 

Cyprinodon. Os estoques de A. gigas reduziram drasticamente do Baixo Rio Tocantins após a 

construção da Usina Hidrelétrica de Tucuruí, que pescadores apontaram como principal fator 

para o declínio populacional da espécie. A ausência de gestão pesqueira adequada no Norte do 

Brasil, impacta diretamente no bem-estar econômico das comunidades dependentes da pesca, 

podendo  levar  ao  desaparecimento  da  tradicional  pesca  artesanal  no  local  e  consequente 

êxodo rural. A urgência de soluções baseadas em proteção ambiental e manejo comunitário 

podem retornar com a recuperação populacional de  A. gigas e o desenvolvimento social no 

Estado do Pará. Dessa forma, ferramentas moleculares, como marcadores mitocondriais, se 

fazem necessárias  para  o  monitoramento  adequado  de  espécies  em declínio  na  natureza. 

Possibilitando, assim, a exploração comercial equilibrada e sua efetiva conservação.
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