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RESUMO

Diversidade, estrutura genética e histéria evolutiva do Pira-Brasilia
(Simpsonichthys boitonei), uma espécie de peixe anual ameacada de extin¢cao

endémica do Distrito Federal

Thiago de Moura Amaral
Orientadora: Lilian Gimenes Giugliano

Coorientador: Fernando Pacheco Rodrigues

Resumo da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-graduacéo
em Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia, como parte
dos requisitos necessarios a obtencao do Titulo de Mestre em Zoologia.

Os peixes anuais (killifishes), pertencentes a subordem Aplocheiloidei, possuem forte
dimorfismo sexual e sdo caracterizados por estarem presentes apenas em um periodo
do ano, durante a ocorréncia de pocas sazonais. A familia Rivulidae, uma das maiores
da ordem Cyprinodontiformes, € encontrada no continente americano e tem sofrido
nos ultimos anos perdas de habitat devido a atividade humana. Simpsonichthys
boitonei, conhecido como Pira-brasilia, € uma espécie de rivulideo endémico do
Distrito Federal, que se encontra presente em lagoas temporarias no periodo chuvoso
do Cerrado. Até o momento, ndo havia estudos que explorassem a genética desta
espécie, atualmente ameacada e isolada em pontos especificos da regido. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de Simpsonichthys boitonei, bem
como observar sua relacédo filogenética e biogeografica com outras espécies do
mesmo grupo taxondmico pelo o uso de marcadores genéticos mitocondriais e
nucleares. Para isso, foram utilizadas amostras de individuos coletados nas duas
populacbes conhecidas, localizadas em brejos proximos aos cérregos Guara e
Taquara. A partir da extracdo de DNA das amostras foi realizado o sequenciamento e

a genotipagem de locos nucleares e mitocondriais, bem como a montagem e anotacao

Vi



do genoma mitocondrial completo de S. boitonei. Por meio da genotipagem de locos
microssatélites, foram realizadas analises de diversidade genética nas duas
populacdes conhecidas, em que se demonstrou uma reducao populacional recente e
uma diferenca genética significativa entre elas. A partir da montagem do genoma
mitocondrial completo de S. boitonei, foi realizada uma anélise filogenética utilizando
mitogenomas de espécies proximas encontradas no Genbank. Trata-se do primeiro
trabalho a avaliar a filogenia da ordem Cyprinodontiformes com base no genoma
mitocondrial completo. Os locos sequenciados foram utilizados para a realizacéo de
analises filogenéticas, que possibilitaram apontar a posicao filogenética de S. boitonei,
bem como revisar a filogenia e discutir a biogeografia histérica dos grupos aos quais

ela pertence.

Palavras-chaves: Simpsonichthys boitonei; diversidade genética; marcadores

microssatélites; analise filogenética; genoma mitocondrial; biogeografia.

Brasilia
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ABSTRACT

Diversity, genetic structure and evolutionary history of Pira-Brasilia
(Simpsonichthys boitonei), an endangered annual fish species endemic to Distrito
Federal, Brazil

Thiago de Moura Amaral
Advisor: Lilian Gimenes Giugliano

Co-advisor: Fernando Pacheco Rodrigues

Abstract for the Master's thesis presented to the Postgraduate Zoology Program,
Institute of Biological Sciences, University of Brasilia, as part of the necessary

requirements to obtain the Master's Degree in Zoology.

Annual fishes (killifishes) from the suborder Aplocheiloidei have strong sexual
dimorphism and they are characterized by being present only in one period of the year
during the occurrence of seasonal wetlands. The Rivulidae family, one of the largest
in the Cyprinodontiformes order, is found on American continent and has suffered in
recent years habitat loss due to human activity. Simpsonichthys boitonei, known as
Pird-brasilia, is a rivulid specie endemic to Distrito Federal, which is present in
temporary ponds while the rainy season of the Cerrado. Until now, there were no
studies that explored the genetics of this specie that is currently threatened and
isolated in specific points of the region. The objective of this study was to evaluate the
genetic diversity of S. boitonei, as well as to observe its phylogenetic and
biogeographic relationship with other species from the same taxonomic group based
on mitochondrial and nuclear genetic markers. Samples of individuals collected in the
two known populations, located in temporary swamps near the Guara and Taquara
streams, were used to this purpose. After extracting DNA from the samples, nuclear
and mitochondrial loci sequencing and genotyping were conducted, along with the
assembly and annotation of the complete mitochondrial genome of S. boitonei.
Microsatellite genotyping and genetic diversity analyzes were performed in the two

known populations, in which a recent population reduction and a significant genetic
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difference between them was demonstrated. After the assembly of the complete
mitochondrial genome of S. boitonei, phylogenetic analysis was done using
mitogenomes of closely related species found in Genbank. This is the first effort that
evaluated the phylogeny of the Cyprinodontiformes order based on the complete
mitochondrial genome. The sequenced loci were used to perform phylogenetic
analyses, which made it possible to get strong support for the phylogenetic position of
S. boitonei, as well as to review the phylogeny and to discuss the biogeographic history

of the groups to which it belongs.

Keywords: Simpsonichthys boitonei; genetic diversity; microsatellite markers;

mitochondrial genome; biogeography.
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INTRODUCAO

Peixes anuais e familia Rivulidae

Os peixes anuais (killifishes) pertencem majoritariamente a subordem
Aplocheiloidei, da ordem Cyprinodontiformes (Costa, 2013). Esta subordem é
composta por aproximadamente 620 espécies de peixes de agua doce que se
encontram em regides tropicais e subtropicais das Américas, Africa e sudeste Asiatico
(Berois et al., 2017). Uma caracteristica marcante desse grupo é o evidente
dimorfismo sexual que muitas espécies apresentam, com machos mais compridos e
padrao de cores brilhantes (Berois et al., 2015). A familia Rivulidae, uma das maiores
da ordem Cyprinodontiformes, é encontrada no continente americano e inclui 367
espécies distribuidas em 38 géneros (Ponzetto et al., 2016). Os rivulideos apresentam
pequeno tamanho corporal (méaximo 200 mm) e muitos possuem um ciclo de vida
anual (Loureiro et al., 2018). Este ciclo pode ser descrito pela sobrevivéncia em
formacdes de aguas rasas e sazonais (como riachos ou brejos), que se encontram
presentes apenas em uma parte do ano, e pela postura de ovos com caorion rigido
capazes de passar por diapausas no desenvolvimento embrionéario (Hrbek e Larson,
1999; ICMBIo, 2013).

Nas ultimas décadas, os rivulideos tém sofrido perdas de habitat e ameacas a
integridade de suas espécies por conta da intensa destruicdo das lagoas temporarias
em areas ocupadas pela agropecuaria, bem como pelo desmatamento, drenagem e
aterros decorrentes do processo de urbanizacao, além da implantacéo de barragens,
acudes e rodovias (ICMBio, 2013). Outro fator que tem contribuido para a reducéo de
suas populacdes é a retirada de exemplares da natureza para sua comercializacédo
como peixes ornamentais, em razao da valorizacdo dada a diversidade de cores e
morfologias presentes nos machos das espécies. Em 2008, 52 espécies de peixes
rivulideos foram listados pelo Ministério do Meio Ambiente, no Livro Vermelho da
Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo como ameacados de extingdo no Brasil
(Machado et al., 2008). Em 2011, uma nova avaliagao realizada pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), agora com 132 espécies,
mostrou que todas elas sofrem algum grau de ameaca de acordo com 0s critérios

adotados pela Uniao Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN).



Simpsonichthys é um género pertencente a familia Rivulidae que pode ser
encontrado em uma vasta area geografica na América do Sul. Com tamanho corporal
diminuto, todas as espécies pertencentes ao grupo possuem ciclo anual de vida
(Costa, 2007). Na regido central do Brasil, encontram-se diversas espécies
endémicas: S. boitonei, S. punctulatus, S. zonatus, S. santanae, S. parallelus e S.
cholopteryx (Costa e Brasil, 2006; Costa e Brasil, 2007).

Pird-Brasilia (Simpsonichthys boitonei)

Conhecida popularmente como Pira-Brasilia, Simpsonichthys boitonei é
uma espécie rara e endémica do Distrito Federal que possui forte dimorfismo sexual
e dieta onivora baseada em microcrustaceos, insetos e algas (Shibatta, 2005). Uma
carateristica notavel da espécie é a auséncia da nadadeira pélvica. Além disso,
diferencia-se de espécies proximas (S. parallelus e S. cholopteryx) pela sua nadadeira
dorsal ser mais projetada anteriormente do que a nadadeira anal (Ramos, 2010). Os
machos possuem o corpo avermelhado com manchas pontilhadas em tom azulado,
enguanto as fémeas possuem uma coloracéo clara e rajada em castanho, com uma

ou duas manchas escura no centro do corpo (Figura 1).

~

Figura 1. Macho (a esqueda) e fémea (a direita) da espécie Pira-Brasilia (S. boitonei),

coletados na Reserva Biologica do Guard. Fotos de Pedro de Podesta.

O Pira-Brasilia, assim como todas as espécies de Simpsonichthys, apresenta
ciclo de vida anual, tendo como habitat natural pocas de agua temporarias formadas
pelas chuvas. O Cerrado apresenta um periodo chuvoso normalmente entre novembro

a junho, e durante este tempo ocorre o periodo reprodutivo da espécie. Como
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observado por Shibatta (2006), o macho corteja a fémea pelas vibragdes do seu corpo,
gue causam variacOes de coloracdo corporal entre vermelho e azul, atraindo a fémea
e a conduzindo até o substrato lamacento, onde eles se enterram e a fémea é induzida
a depositar os ovos. Com a seca prevalecendo entre julho e novembro, os peixes
adultos morrem, restando nessas areas apenas 0s ovos em diapausa, enterrados no
substrato. Com a chegada novamente das chuvas, as pocas retornam, 0S 0vOS
eclodem e os alevinos desenvolvem-se rapidamente até a fase adulta reprodutiva (em
cerca de dois meses), dando assim continuidade ao ciclo de vida da espécie (Shibatta,
2005).

Os primeiros espécimes de Pira-brasilia foram coletados durante a construcéo
de Brasilia por de Carvalho em 1959, dando origem a descricdo do género e da
espécie. Esses primeiros exemplares foram coletados em uma area de alagamento
sazonal na zona de drenagem do corrego Riacho Fundo, onde atualmente se encontra
0 Zoologico de Brasilia. A ultima vez que a espécie foi registrada em sua localidade
tipo foi em 1976, com alguns relatos isolados de sua coleta proximos a essa area no
fim da década de 70 e inicio da década de 80 (Costa e Brasil 2006; Costa 2007). Em
1994, o Pira-brasilia foi utilizado como bandeira para a criagdo de um plano de manejo
com o fim de preservar espécies do Santuario de Vida Silvestre do Riacho Fundo,
localizado préximo as areas do Zooldgico de Brasilia, no entanto ndo houveram mais

registros da populacao neste local nos anos posteriores.

Atualmente a espécie € considerada ameacada de extincdo e recentemente,
em junho deste ano, sua situacdo de conservacao foi reclassificada de vulneravel para
criticamente em perigo (CR) (IUCN, 2021; MMA, 2014; MMA 2022). Sua distribuicao
geografica limita-se a porcao sul da bacia do Paranoa, com populacées conhecidas
proximas ao cérrego Taquara (presente na Estacao Ecolégica do Jardim Botanico e
na Reserva Bioldgica do IBGE), e ao corrego Guara (presente na Reserva Bioldgica

do Guara).

Abordagem genética em rivulideos

Foram poucos os estudos genéticos realizados até agora com peixes anuais
pertencentes a familia Rivulidae. Entre estes, a maioria envolve o estudo das relacdes

filogenéticas entre as espécies (Garcia et al., 2000; Costa et al., 2014a; Garcia et al.,
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2014; Ponzetto et al., 2016; Costa et al., 2017). Garcia et al. (2000) utilizaram o gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase | (COIl) para avaliar as relacdes filogenéticas do
género Cynolebias, e revisar sua validade taxondmica, sendo uma das primeiras
andlises genéticas para avaliar relacdes ao nivel de género. Costa et al. (2014)
realizaram uma andlise filogenética sobre as populagbes conhecidas do género
Hypsolebias, a partir de sequéncias do gene citocromo b, em que foi possivel
responder questdes sobre a validade e distribuicdo geogréafica do género. Garcia e
Gutiérrez (2014) demonstraram em uma andlise citogenética o tamanho
anormalmente grande do genoma de espécies do género Austrolebias, bem como
analisaram a filogenia deste grupo baseado em sequéncias do gene mitocondrial
citocromo b. Ponzetto et al. (2016) testaram a validade da classificacdo, feita
previamente com base em morfologia, de recentes géneros originados de subgéneros
de Simpsonichthys por meio de uma analise filogenética a partir dos genes
mitocondriais ATPase 6 e 8, levantando uma discussdo sobre o0 posicionamento das
espécies nestes géneros. Finalmente, Costa et al. (2017), em um dos trabalhos
filogenéticos mais recentes para espécies de Rivulidae, retificaram a validade dos
géneros da tribo Cynolebiini, entre os quais se encontra presente 0 género
Simponichthys, assim como discutiram o passado biogeografico do grupo na América
do Sul.

Fora os trabalhos de andlise filogenética, houveram também trabalhos sobre
filogeografia (Garcia, 2006), diferenciagdo genética entre populacdes (Guerrero-
Jiménez et al., 2017), delimitacdo de espécies e identificacdo molecular por DNA
barcode (Costa et al., 2014b), isolamento e caracterizacdo de marcadores
microssatélites (G. Garcia et al., 2014), andlise citogenética (Nascimento et al., 2014)
e descricdo do genoma mitocondrial (Gutiérrez et al., 2015)

Até o momento ndo ha estudos publicados que explorem a genética do S.
boitonei. Por constituir-se de pequenas populacdes isoladas, essa espécie pode ser
atil para o estudo das alteracdes genéticas causadas pelo isolamento populacional.
Com a reducéo e o isolamento das populacdes, estas tornam-se mais propensas a
sofrer efeitos negativos oriundos de fenbmenos ambientais, genéticos e demograficos
(Fahrig, 2003; Frankham et al., 2010). Além de contribuir para o entendimento do
impacto de mecanismos evolutivos sobre populacdes pequenas, o estudo genético da

espécie pode revelar a sua atual diversidade genética, assim como o grau de
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conservacdo das populacdes existentes. A partir dessas analises é possivel obter
dados relevantes para realizacdo de projetos de conservacao para a espécie, uma
medida necessaria e urgente, visto o desaparecimento de suas populacdes nas

regides do Distrito Federal anteriormente ocupadas por ela.

Populagbes isoladas e fragmentadas tendem a ter tamanho populacional
reduzido, o que leva a maiores chances de perdas em sua variabilidade genética
(Fahrig, 2003). O processo de deriva genética, em que alelos séo fixados ou
eliminados durante a passagem de genes pelas geracdes, tem mais for¢ca sobre
pequenas populacdes, 0 que as leva a perda de diversidade genética e de potencial
adaptativo (Allendorf et al., 2022). A probabilidade de reproducédo entre individuos
aparentados também aumenta nessas condi¢Bes, favorecendo a ocorréncia do
fenbmeno conhecido como depressdo endogamica, que também reduz as chances de
sobrevivéncia de individuos da populacao (Charlesworth & Willis, 2009).

Os possiveis efeitos da deriva genética e da endogamia sobre as populacdes
podem ser analisados utilizando marcadores moleculares, que permitem identificar
diferencas genéticas entre organismos, que nem sempre sao visiveis ao nivel
fenotipico (Marwal e Gaur, 2020). Entre os marcadores genéticos mais utilizados para
analise de estruturacdo genética populacional, encontram-se os marcadores do tipo
microssatélite. Por geralmente apresentar alto polimorfismo, ter caracteristica
codominante, ter uma taxa de mutacdo maior que outras regides do DNA e ser
facilmente detectado pela técnica de PCR, os marcadores microssatélites sao
extremamente Uteis para o estudo de individuos e populacdes, bem como para a
avaliacdo da estrutura genética a elas associadas (Solé-Cava, 2001, Abdul-Muneer,
2014).

Por muito tempo o custo elevado das metodologias utilizadas em analises
moleculares foi considerado um fator que desestimulou seu uso em estudos de
diversidade populacional. No entanto, as novas tecnologias de sequenciamento de
DNA desenvolvidas nos ultimos anos tém permitido sequenciar genomas com maior
velocidade que métodos tradicionais e com um custo menor (Shendure et al., 2011).
Conhecidos como Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), esses novos meétodos
sequenciam varias regides do genoma simultaneamente, formando uma biblioteca de
fragmentos que, ao serem combinados a partir de analises computacionais, podem

resultar no genoma completo (Van Dijk, 2014).



E importante ressaltar que os dados genéticos obtidos em analises de
diversidade populacional podem contribuir também para as avaliacdes de risco de
extincdo de espécies. Atualmente, as avaliagdes sobre o estado de conservacgao de
espécies apresentadas na Lista Vermelha da IUCN, as quais o ICMBIo utiliza como
referéncia para suas avaliagfes (ICMBio, 2013), levam em conta critérios quantitativos
sobre o tamanho populacional, nimero de individuos maduros, area de ocupacéao e
fragmentacdo das populacdes de uma espécie (IUCN, 2022). No entanto estas
avaliacGes raramente consideram os fatores genéticos (Laikre, 2009). A partir das
informacdes genéticas, como o tamanho estimado populacional (Ne) e perdas na
heterosigosidade esperada, é possivel identificar riscos de reducdo no tamanho e
diversidade populacional, que nao seriam observados em dados demograficos
(Garner et al., 2020).

Origem biogeografica dos peixes anuais ha América

Os peixes anuais da subordem Aplocheiloidei se subdividem em trés familias:
Aplocheilidae, encontrado na Asia; Nothobranchiidae; grupo endémico da Africa
Subsariana; e Rivulidae, endémico da América Central e do Sul (Costa, 2004). O
padrao de distribuicdo biogeogréafica desse ultimo grupo para o continente americano
tem sido foco de discussdo de muitos estudos filogenéticos nas ultimas décadas.
Alguns autores mostraram-se a favor da teoria de distribuicdo por vicariancia durante
a quebra do supercontinente Gondwana, no periodo Cretaceo (Parenti, 1981; Murphy
& Collier, 1997; Costa, 2013); e outros defenderam uma distribuicdo mais tardia

(Eoceno) a partir de uma dispersao transoceéanica (Briggs, 2003; Lundberg, 1993).

Costa (2013) combinou dados morfolégicos e moleculares para analisar a
filogenia e as distribui¢cdes biogeograficas de Aplocheiloidei. Os resultados apontaram
esta subordem como monofilética e corroboraram a teoria da vicariancia, indicando
gue a familia Rivulidae se originou por volta de 100 milhdes de anos atras (Maa),
simultaneamente com a separacdo da América do Sul e Africa, na quebra do
supercontinente Gondwana. No entanto, outro estudo mais recente do mesmo autor
(Costa et al. 2017), em que a datacao foi realizada por meio de analise de fésseis, a
divergéncia dos clados obtidos pela andlise filogenética molecular contrariou a teoria

da vicariancia, apontando a distribuicdo da subordem Aplocheiloidei para a América



como um evento de dispersao ocorrido no Eoceno (aprox. 50 Maa). Evidencia-se,
deste modo, a incerteza quanto a origem biogeografica dos representantes sul-

americanos dos peixes anuais.

Distribuicdo geografica e filogenia dos rivulideos

Rivulidae € uma das maiores familias de peixe de agua doce de regibes
neotropicais (Reis et al., 2003), compreendendo 3 principais subfamilias: Cynolebiinae
Hoedeman 1961; Rivulinae Myers 1925; e Kryptolebiatinae Costa 2004. Cynolebiinae
€ 0 grupo mais diverso e amplamente distribuido na América do Sul, sendo composto
pelos seguintes géneros principais: Austrolebias, Campellolebias, Cynopoecilus,
Cynolebias, Leptolebias, Nematolebias, Notholebias, Mucurilebias, Simpsonichthys,
Hypsolebias, Ophthalmolebias, Spectrolebias, Xenurolebias; com os 4 ultimos sendo
géneros novos originados de Simpsonichthys (Costa, 2010; Ponzetto et al., 2016).

A distribuicdo dos rivulideos pela América do Sul se deu por um conjunto de
eventos de vicariancia e dispersdo. Uma barreira geogréfica proveniente da formacéo
da margem continental passiva da América do Sul ap6s sua separacdo da Africa
causou a divergéncia basal das subfamilias Rivulinae e Cynolebiinae (40 Maa),
isolando-as, respectivamente, na regido amazénica e na regido leste do Brasil (Costa,
2013). A partir disso, Cynolebiinae passou por uma série de eventos de dispersao:
para as planicies amazonicas (aprox. 17 Maa), onde deu origem ao género
Spectrolebias; em seguida para diversos planaltos internos do Brasil (12-14 Maa),
atuais regides de Caatinga, Cerrado e Pampas, onde formaram-se 0s géneros
Hypsolebias e Cynolebias, Simpsonichthys, e Austrolebias, respectivamente (Costa et
al., 2017).

A Classificagdo de Simpsonichthys, Hypsolebias, Ophthalmolebias,
Spectrolebias, Xenurolebias como géneros independentes é recente e foi inicialmente
considerada por Costa (2010). Porém, esses taxons, antes inseridos como
subgéneros de Simpsonichthys, ndo se encontram bem estruturados, visto que ha
presenca de inconsisténcias filogenéticas. Amorim (2014), a partir de analises
filogenéticas baseadas em genes mitocondriais e nucleares, obteve resultados que
corroboraram o monofiletismo desses géneros, com excec¢do de Hypsolebias, que foi

dividido em dois grupos. Outro estudo filogenético de Ponzetto (2016), também
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baseado em genes mitocondriais, apontou, além de Hypsolebias, os géneros
Simpsonichthys e Spectrolebias como taxons parafiléticos. Em contraposto, Costa et
al. (2017), utilizando diferentes genes mitocondriais, demonstrou resultados que
corroboram a monofilia de Simpsonichthys e Hypsolebias. A incongruéncia presente
nesses estudos demonstra a necessidade de mais trabalhos envolvendo a filogenia

desses géneros.

Neste estudo foi proposto a utilizacdo de diferentes abordagens genéticas para
acessar a diversidade, estrutura genética e historia evolutiva do Pir4-Brasilia (S.
boitonei), uma espécie endémica do Cerrado. Para tanto, marcadores moleculares

mitocondriais e nucleares foram utilizados para:

a) Avaliar como a fragmentacdo e o isolamento populacional do Pira-
Brasilia atua sobre a diversidade e estrutura genética de suas populacées. Para isso,
foram utilizados marcadores moleculares do tipo microssatélites isolados para a
espécie, para estudar a diversidade e estrutura genética em populacdes de S. boitonei
em unidades de conservacao localizadas no Distrito Federal. Além dos marcadores
microssatélites, foi utilizado também nessa avaliacdo o gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase subunidade | (COIl);

b) Avaliar a posicao filogenética e o tempo de divergéncia do Pira-Brasilia
em relacdo a outras espécies/géneros de peixes anuais presentes nas regides tropical
e subtropical da América do Sul, correlacionando a topologia encontrada nas arvores
filogenéticas com os processos historicos que levaram a formacao do platdé do Brasil
Central e com a dindmica da vegetacdo no bioma Cerrado. Para tanto, as amostras
de S. boitonei foram analisadas a partir do sequenciamento de dois genes
mitocondriais e quatro genes nucleares, os quais foram utilizados em conjunto com
sequéncias ja depositadas no banco de sequéncias GenBank para a reconstrucao de

arvores filogenéticas;

C) Investigar a biogeografia historica e o tempo de divergéncia entre as
espécies no Novo Mundo (incluindo S. boitonei) e as espécies do Velho Mundo.
Tambeém foram utilizados dois genes mitocondriais e quatro genes nucleares, sendo

analisados em conjunto com sequéncias ja disponiveis no GenBank;

d) Avaliar a performance da utilizagdo do mitogenoma de S. boitonei para

a resolucgéo filogenética em diferentes niveis taxondmicos. Para isso, foi descrito o
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genoma mitocondrial completo de S. boitonei, para comparar sua estrutura com o

mitogenoma de outras espécies de peixes Cyprinodontiformes, e desenvolver uma

arvore filogénetica a partir dos mitogenomas disponiveis.

Com base nas andlises aqui propostas geramos informacdes que preenchem

algumas lacunas de conhecimento apresentadas acima, contribuindo para que

politicas publicas mais efetivas possam ser estabelecidas para a conservacao nao

apenas do Pira-Brasilia, mas de toda a biodiversidade presente no Cerrado.

Objetivo geral

Avaliar a diversidade genética de S. boitonei, analisar a estrutura genética de
suas populacdes, bem como observar sua relacéo filogenética e biogeogréafica
com outras espécies do mesmo grupo taxonémico com base no uso de

marcadores genéticos mitocondriais e nucleares.

Objetivos especificos

Analisar a diversidade genética existente em S. boitonei pelo uso de
marcadores mitocondriais e microssatélites, visando uma melhor compreensao

sobre a diversidade genética de suas populacoes.

Analisar a estruturacdo/diferenciacdo genética existente entre as populacdes
de S. boitonei a partir do uso de marcadores microssatélites e do gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI), visando a avaliacdo dos
impactos que o isolamento populacional (natural ou ocasionado pela ocupacao
humana de seu habitat) pode exercer sobre a estrutura genética de suas

populacoes;

Avaliar com base nas analises filogenéticas utilizando sequéncias de genes
mitocondriais e nucleares a posicdo de S. boitonei dentro das filogenias ja
conhecidas e correlacionando o tempo de divergéncia entre os diferentes
taxons estudados com eventos histéricos ocorridos durante a separagédo do
supercontinente Gondwana e eventos posteriores ocorridos no continente

americano.

Descrever o genoma mitocondrial de S. boitonei e utilizad-lo em analises

filogenéticas posteriores.



MATERIAIS E METODOS

Area de estudo e Amostragem

Atualmente existem dois locais conhecidos em que ha a presenca de
populac6es de S. boiotnei, ambos no Distrito Federal: Cérrego do Guara, localizado
na Reserva Bioldgica do Guara (populacdo Guard - coordenadas 15°48'27.6"S
47°58'33.0"W); e Cérrego Taquara, localizado nas Estacdes Ecolégicas do IBGE e do
Jardim Botanico (populacdo Jardim Botanico - coordenadas 15°55'38.8"S
47°54'11.4"W) (Figuras 2 e 3). As amostras utilizadas neste trabalho baseiam-se em
coletadas realizadas nesses locais nos anos de 2014, 2016 e 2021.

Em fevereiro de 2014, foram coletados tecidos de 9 individuos no corrego
Guara, no entanto foi possivel extrair o DNA de apenas 2 amostras. J4 em junho de
2016, as coletas foram realizadas no Corrego Taquara, obtendo-se um total de tecidos
de 11 individuos, em que 8 amostras tiveram sucesso na extracdo. Por fim, em julho
de 2021 ambos os corregos foram revisitados, nos quais se coletaram 11 individuos
do cérrego Taquara e 10 do corrego Guara. Nesta Ultima coleta foi possivel extrair

com sucesso 0 DNA de todas as amostras.

48°0.0'W 47°54.0'W 47°48.0'W

15°48.0'S 15°48.0'S

i oy y Estacao Ecologica'" 4 -
15°54.0S [ P s < o TAE WA 15°54.0'S

Reserva
Biologica

48°0.0'W 47°54.0'W 47°48.0'W

@® Populacdo Jardim Botanico = (Cdrego Guard 0 2,5 5 km
@® Populacdo Guara —— (drego Taquara [ —

@® Zooldgico de Brasilia (Pop. Extinta)

Figura 2 Area do Distrito Federal em que se encontra as populacées de S. boitonei. Pontos
representam as populacdes. As manchas urbanas e a poluicdo que essas ocasionam nos
lagos e rios sdo barreiras que ameagam as populacdes atuais e as isolam. Imagens de
satélites retiradas do Google Earth.
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Figura 3. Local de coleta das amostras na Reserva Biologica do Guara. Pogas que se
formam em periodos de chuva (brejo).

Extracdo do DNA

A extracao de DNA das amostras foi realizada utilizando o kit comercial DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen ®), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apés a
extracdo, o total de DNA nas amostras foi quantificado por espectrofotometria de
massa. Em seguida, cada amostra foi diluida para as concentracdes de 10 ng/ul e 25

ng/ul, para andlises de sequenciamento e genotipagem, respectivamente.

Marcadores microssatélites

Amplificacédo e Genotipagem dos locos

Para a realizacdo das andlises de diversidade e estruturacdo genética das
populacées, foram selecionados 13 locos de microssatélites previamente isolados e
caracterizados por Martins (2019). Tais locos foram obtidos por meio da metodologia
de sequenciamento de nova geracéo (Next Generation Sequencing — NGS), utilizando

0 equipamento lllumina HiSeq 2500 (lllumina, San Diego, California, USA).

11



Os locos de microssatélites passaram por amplificagdo utilizando-se PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) a partir do protocolo de Schuelke (2000), em que
se utiliza trés iniciadores (iniciador foward sintetizado com cauda universal, iniciador
reverse, e cauda universal marcada com fluoréforo), e da metodologia multiplex
proposto por Vartia et al. (2014). Foram utilizadas trés diferentes caudas universais
marcadas com diferentes fluoréforos: Hill: TGACCGGCAGCAAAATTG marcada com
FAM; Neomycin_rev. AGGTGAGATGACAGGAGATC marcada com CAL Fluor
Orange 560; e M13 (-21): TGTAAAACGACGGCCAGT marcada com NED. Este
método permite a amplificagdo de varios locos simultaneamente por meio da
combinacdo dos diferentes fluor6foros com os tamanhos dos marcadores
selecionados. Por meio disso, acelera-se os processos de caracterizacado dos locos
desenvolvidos e de genotipagem das amostras, como também ajuda a reduzir custos

de materiais.

As PCRs multiplex foram realizadas por meio do kit de PCR multiplex da Qiagen
(Qiagen Multiplex PCR Kit) em uma solugao final de 15 pyL contendo 35,5 ng de DNA,
1x Multiplex PCR Master Mix (Qiagen), 0,05 yM de cada iniciador foward modificado
com a cauda especifica, 0,2 uM de cada iniciador reverse, 0,2 uM de cauda universal
marcada com fluoréforo para cada iniciador foward modificado. As solu¢des passaram
pelas seguintes temperaturas no termociclador: 95°C por 15 minutos seguido por 30
ciclos a 94°C por 30s, 56°C por 90s e 72°C por 60s, seguidos de 8 ciclos de 94°C por
30s, 53°C por 90s e 72°C por 60s, e finalmente 72°C por 30 minutos. Em seguida,
verificou-se 0 sucesso da amplificagcdo por meio de uma eletroforese em gel de

agarose 1%, corado com brometo de etidio.

Posteriormente a amplificacdo, as amostras foram preparadas para
genotipagem em uma solucao contendo 2,0 yL de produto do PCR multiplex, 7,6 pL
de formamida e 0,4 uL do marcador de peso molecular GeneScan 500 ROX (Applied
Biosystems), sendo posteriormente desnaturada a 95°C por 5 minutos e analisada em
eletroforese capilar no sequenciador ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Os
eletroferogramas gerados foram analisados utilizando o software GENEIOUS 6.1.6,
por meio do qual se avaliou o tamanho dos alelos encontrados para cada um dos

locos.
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Andalise de dados microssatélites

A ocorréncia de desequilibrio de ligacdo entre os pares de locos utilizados foi
avaliada pelo teste para desequilibrio genotipico implementado no programa Genepop
4.3 (Rousset, 2008). A diversidade genética para o conjunto total de amostras e para
cada uma das localidades foi medida utilizando-se os programas FSTAT 2.9.3.2
(Goudet, 2001) e Genepop (Rousset, 2008). Varios indices foram calculados, incluindo
0 numero de alelos por loco (A) e sua meédia, a heterozigosidade esperada
(diversidade génica He) (Nei, 1987), heterozigosidade observada (Ho), riqueza alélica
(AR) e o coeficiente de endogamia (Fis) (Weir e Cockerham, 1984). Desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg foram avaliados a partir do programa Genepop por meio
do teste de deficiéncia de heterozigosidade. Testes multiplos passaram por correcées
utilizando a metodologia de Bonferroni (Rice, 1989).

O programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) foi utilizado
para avaliar a ocorréncia de alelos nulos, allele dropout e erros de genotipagens. A
frequéncia de alelos nulos (r) foi calculada para cada loco e populacdo mediante uma
estimativa de maxima verossimilhanca (Dempster et al., 1977) pelo do programa
FREENA (Chapuis e Stoup, 2007).

Para testar a reducao recente no tamanho efetivo populacional foi utilizado o
programa Bottleneck 1.2.02 (Piry et al., 1999), adotando-se o0 modelo de mutacédo em
duas fases (two-phase mutation model, TPM) com diferentes porcentagens de
mutacdo passo-a-passo (SMM), por ser a melhor abordagem para uma analise
baseada em microssatélites, conforme recomendacdo dos autores do programa, e
avaliando a significancia estatistica dos resultados obtidos pelo teste de postos
sinalizados de Wilcoxon (Wilcoxon signedrank test). O programa Ne Estimator v 2.1
(Do et al., 2014) foi utilizado para estimar o tamanho populacional efetivo (Ne) para

cada uma das populacgdes, a partir do método de desequilibrio de ligacéo.

A diferenciacdo genética entre as populacbes amostradas foi realizada
utilizando a estatistica F (Weir & Cockerham, 1984) e a metodologia Bayesiana
(Beaumont, 2002). Para a diferenciacdo por estatistica F utilizou-se o estimador de
Weir e Cockerham (1984) para Fst (8) pelo do programa Genepop 4.3 (Rousset,

2008), enquanto que as analises Bayesianas foram feitas utilizando o programa
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Structure 2.3.4, com o qual foi possivel determinar o nimero de agrupamentos
genéticos mais provavel (K) e também obter a probabilidade de atribuicdo dos
individuos analisados aos diferentes agrupamentos populacionais inferidos (Pritchard
et al., 2000). A analise foi realizada baseada na premissa de que as populagfes tém
uma ancestralidade comum e que suas frequéncias alélicas sédo correlacionadas, além
disso foi utilizado um Burn-in de 10.000 e um MCMC de 100.000, com 10 interacdes
para cada K (1,2,3 ou 4). Ap0s obtidos os resultados brutos no programa Structure, o
programa de Web Structure Havester v0.6.94 (Earl et al., 2012) foi utilizado para
identificar o nUmero provavel de agrupamentos por meio do método de Evanno et al.
(2005).

Anadlise de diversidade pelo gene mitocondrial COI

A fim de complementar as andlises de diversidade, foi utilizado o
sequenciamento de fragmentos do gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade
| (COIl) de cada individuo das amostras das populacbes do Guara e do Jardim
Botanico. Os iniciadores e o protocolo de referéncia para a amplificacdo do gene pelo
método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram extraidos do trabalho de
Costa et al. (2017). O procedimento para amplificacdo e sequenciamento deste gene
mitocondrial é detalhado no subtépico “Amplificacdo e sequenciamento do DNA” de

“Analises Filogenéticas”, presente no Material e Métodos deste trabalho.

As sequéncias brutas resultantes do sequenciamento foram verificadas e
manipuladas por meio dos programas BioEdit (Hall, 1999) e MEGAX (Kumar, 2018),
em que se fez o alinhamento das sequéncias Forward e Reverse de cada gene para
obter uma sequéncia consenso. Em seguida, foi realizado o alinhamento das
sequencias consenso no conjunto de amostras, e aparou-se as extremidades das
sequéncias de forma a deixar todos os fragmentos com mesmo tamanho. Apds esses
procedimentos, andlises de diversidade genética puderam ser realizadas, sendo os

indices de diversidade obtidos pelo programa DNASP v6 (Rozas et al., 2017).

Embora o gene COI possua uma taxa de mutacdo mais lenta e seja
normalmente utilizado para analises de diferenciacdo interespecifica (Ward et al.,
2009), optou-se por utiliza-lo neste trabalho a fim verificar a possivel existéncia de
sinal de divisdo entre as populacdes. Esta escolha levou em consideracdo o

isolamento ambiental que as populagbes de S. boitonei apresentam, bem como
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peculiaridades biolégicas desta espécie, principalmente em virtude de seu ciclo de

vida anual.

Montagem e anotacdo do DNA mitocondrial

Sequéncias do DNA mitocondrial também foram obtidas por meio da
metodologia NGS como subproduto do trabalho desenvolvido por Martins (2019),
realizado para o isolamento dos locos microssatélites para S. boitonei a partir de uma
das amostras coletadas na Estacdo Ecolégica do Jardim Botanico em 2016. Os
fragmentos de leitura foram alinhados com o mitogenoma de referéncia da espécie
Austrolebias charrua (Genbank ACN KP718940) por meio do programa Geneious
Prime 2020. A anotacdo dos genes foi realizada no mesmo programa usando o
mitogenoma de referéncia como base e aplicando ajustes manuais a partir de
informagOes provenientes das plataformas Web MITOS (Bernt et al., 2013) e
MitoAnnotator (Sato et al., 2018). Usando como referéncia os resultados do trabalho
de Satoh (2016), foi verificado se os cédons de inicio e fim dos genes codantes
encontrados se equiparam aos de maior frequéncia em 250 mitogenomas de peixes
de diferentes ordens. O programa MITOS também foi utilizado para se observar as
estruturas secundérias dos RNAs transportadores presentes.

Andlises filogenéticas

Amplificacédo e sequenciamento do DNA

Para fins de andlises filogenéticas, foram utilizadas sequéncias parciais dos
genes mitocondriais RNA ribossdmico 16S e citocromo c¢ oxidase subunidade | (COl);
e dos genes nucleares cortex neural ectodérmico 1 (ENCL1), transportador de glicina
do tipo 1 (GLYT1), rodopsina (RHO) e dominio proteico SH3-PX 3 (SH3PX3). Os
iniciadores e o protocolo de referéncia para a amplificacdo dos genes pelo método de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram extraidos do trabalho de Costa et al.
(2017). A solucéo utilizada na PCR continha 1x de Tampao de Reacdo de DNA
Polimerase (Invitrogen); 0,5 U de Taqg Polimerase; 2 uM de MgCLz; 0,2 uM de cada
iniciador (forward e reverse); 30 ng de DNA genémico; e 0,2 mM de cada dNTP, em
um volume final de 15 pl apos diluicdo em agua MiliQ. A configuracdo de temperaturas

no termociclador foi de, inicialmente, 1 ciclo a 94°C por 5 min; em seguida 35 ciclos
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de 1 min em 92°C, 1 min em 56°C e 1 min em 72°C, respectivamente; e por fim, 1
ciclo & 72°C por 10 min. Apos a verificacdo dos produtos de PCR por eletroforese em
gel de agarose, estes foram purificados para remocédo de iniciadores e dNTPs
restantes por meio de uma mistura com as enzimas Exonuclease | (EXOI) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP). ApGs a purificacao, as amostras foram sequenciadas por

meio do Sequenciador Genetic Analyzer 3130 utilizando o método Sanger (1977).

Analises de dados filogenéticos baseado em locos

Os genes amplificados de uma das amostras de S. boitonei foram adicionados
ao conjunto de dados ja analisados no trabalho de Costa et al. (2017), que consistiu
na analise filogenética de 54 espécies, sendo 35 do grupo Cynolebiini. Realizou-se o
alinhamento do conjunto de sequéncias para cada gene usando o programa MEGA X
(Kumar, 2018) por meio da ferramenta ClustalW (Thompson et al., 2003). As
extremidades de cada sequéncia no alinhamento foram removidas de modo a
aproximar os tamanhos de fragmentos entre as espécies. Em seguida, os locos foram
concatenados para a realizacdo da analise filogenética. O programa BEAST versao
1.10.4 (Suchard et al., 2018) foi usado para as analises filogenéticas baseada na
inferéncia bayesiana, com MCMC de 10 milhdes de repeticbes. O modelo de
substituicdo para os genes foi definido como GTR+I+G, ap6s analise ho Jmodeltest
2.1.10 (Darriba et al., 2012), baseando-se no critério de informacao de Akaike (AIC).
A convergéncia das cadeias MCMC foram avaliadas graficamente para a definicdo do
burn-in por meio do programa Tracer v. 1.7.2 (Rambaut et al., 2018). A melhor arvore
filogenética foi estabelecida utilizando a ferramenta TreeAnnotator (Drummond e

Rambaut, 2007), pertencente ao pacote de programa BEAST 1.10.4.

Datacao molecular da anélise filogenética

Quanto a analise filogenética baseada nos locos, a estimativa do tempo de
divergéncia entre as espécies, que incorpora a abordagem do relégio molecular
relaxado (Drummond et al., 2006), foi calculada a partir do estabelecimento de dois
pontos de calibracdo, considerando o processo de especiacdo de Yule (Gernhard,
2008). O primeiro ponto foi estabelecido como o ndé que compreende os géneros

Aphanius, Valencia, Jenynsia e Phalloptychus. Esta marcacéo foi baseada no fossil
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de Prolebias stenoura Sauvage (1874), de Puy de Dome, Franca, considerado o
membro mais antigo ja identificado do clado dos cyprinodontiformes europeus (Costa
et al., 2017; Pohl et al., 2015) e estimado de ter 33 Ma (Prior distribution: Exponecial;
Off set: 33; média = 0,5). O segundo ponto foi o ponto de divergéncia entre Aphanius
e Valencia, baseado no fossil de Aphanius chebianus (Obrhelova, 1985) da bacia de
Cheb, Republica Tcheca (Gaudant, 2009) com 17 Ma (Prior distribution: Exponencial;
Off set: 17; média = 0,5). A calibracdo temporal foi realizada simultaneamente a

andlise filogenética a partir do pacote de programas do BEAST 1.10.4.

Andlise filogenética a partir do genoma mitocondrial

Aproveitando-se a montagem do genoma mitocondrial completo de S. boitonei
no presente trabalho, foi realizado também uma analise filogenética para a ordem
Cyprinodontiformes, tendo como carater filogenético as bases nitrogenadas presentes
no mitogenoma completo de representantes das familias desta ordem. Foram
utilizados na analise, além do mitogenoma de S. boitonei, o0 mitogenoma de outras 16
espécies, extraidos da base de dados Genbank (Anexo 1), sendo 2 espécies utilizadas
como representantes da Ordem Atheriniformes. Optou-se pela utilizagdo de um grupo
externo pelas suas vantagens para o fortalecimento dos testes de hip6teses
filogenéticas (Grant, 2019). O método utilizado para a analise foi a inferéncia
Bayesiana, seguindo os mesmos parametros utilizados na andlise filogenética por

meio dos locos.

RESULTADOS

Analises de diversidade populacional

O teste de desequilibrio de ligacdo na analise por localidade nd&o apontou
nenhum valor significativo nas comparacgdes par-a-par. Ao analisar todas as amostras
em conjunto, o MicroChecker apontou ndo haver presenca de alelos nulos para os
locos analisados. No entanto, as frequéncias de alelos nulos dos locos SBOI 03, SBOI
09 e SBOI 14 encontradas no teste realizado pelo programa FreeNa foram superiores
a 20%, um valor considerado alto (Chapuis & Estoup, 2007). Os valores de

heterozigosidade observada para os locos foram em geral menores que os de
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heterozigosidade esperada (médias de Ho = 0,3647 e He=0,61), sendo encontrados
valores estatisticamente significativos para desvios no Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) em 6 locos. O numero de alelos dos locos variou de 2 a 13, com uma média
de 6,46 alelos (Tabela 1).

Tabela 1 Caracterizacdo dos 13 locos microssatélites isolados para S. boitonei utilizando o
total amostral de 31 individuos da espécie das duas localidades amostradas.

Loco N° Alelos Riqueza  Tamanho Ho He Valor de P r

Alélica alelos (pb)

SBOI 01 8 7,79 333-361 0,5806 0,769 0.0007*  0,11136
SBOI 02 7 7,00 385-413 0,1935 0,510 0.0001*  0,19346
SBOI 03 12 11,31 250-354 0,2258 0,612 0.0006*  0,21541
SBOI 04 12 11,41 373-481 0,5484 0,837 0.0103 0,12779
SBOI 06 5 4,89 272-308 0,2903 0,344 0.1879 0,04121
SBOI 08 5 5,00 301-330 0,3548 0,666 0.0050 0,16773
SBOI 09 3 3,00 214-226 0,0968 0,556 0.0000*  0,28993
SBOI 12 3 3,00 258-264 0,3548 0,561 0.0061 0,13353
SBOI 13 2 2,00 369-378 0,1935 0,177 1.0000 0,00001
SBOI 14 4 4,00 232-288 0,3226 0,691 0.0000*  0,20527
SBOI 15 7 6,90 395-431 0,4193 0,751 0.0001*  0,17573
SBOI 17 3 3,99 263-278 0,3548 0,584 0.0620 0,12261
SBOI 18 13 12,71 270-327 0,8064 0,875 0.0897 0,02586
MEDIA 6,46 6,38 - 0,3647 0,6102 - 0,13922

Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada (Nei 1987); r: frequéncia alelo nulo

(valor médio de todas populagdes). *Valores significativos apds corre¢cdo de Bonferroni (a < 0,00385).

Ao realizar as analises de diversidade em cada populacdo separadamente, 0s
indices de diversidade obtidos foram diferentes dos encontrados na analise geral. Na
populacdo do Jardim Botéanico, foi encontrado uma média de 3 alelos por loco. A
heterozigosidade observada nos locos variou de 0,105 a 0,737 (0,359+0,217),
enquanto a heterozigosidade esperada variou de 0,102 a 0,781 (0,426%0,246).
Apenas o locus SBOI 01 desviou do EHW de modo significativo. J& na populagcédo do
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Guara, o numero de alelos por loco foi maior, com uma média de 4,4. Tanto a
heterozigosidade observada quanto a esperada dos locos permaneceram em um
intervalo de 0,083 a 0,917, porém a heterozigosidade observada apresentou uma
média menor que a da heterozigosidade esperada (0,467+0,217 e 0,555+0,254,
respectivamente). Nesta populacéo, apenas o locus SBOI 02 desviou do EHW de
modo significativo. Quanto ao coeficiente de endogamia (Fis), ndo houve presenca de

valores significativos (Tabela 2).

Tabela 2 Caracterizacdo dos 13 locos microssatélites isolados para S. boitonei das
populagdes de Jardim Botanico (n=19) e Guara (n=12).

Populacado da Estacéo Ecologica de Jardim Botanico (N=19)

Loco N° Alelos Ho He Valor de Fis P-valor r
alelos Exclusivos EHW Fis
SBOIO1 | 4 0 0,474 0,707 0,0321* 0,336 0,0308 0,12533
SBOI02 | 2 0 0,105 0,102 1,0000 -0,029 1,0000 0,00002
SBOIO3 |1 1 - - - - - 0,00100
SBOI04 | 7 6 0,684 0,781 0,3407 0,127 0,1577 0,00005
SBOI 06 | 2 1 0,158 0,235 0,2587 0,333 0,2269 0,08442
SBOI 08 | 3 2 0,263 0,240 1,0000 -0,098 1,0000 0,00100
SBOI 09 | 2 1 0,205 0,193 0,1598 0,463 0,1346 0,10717
SBOI 12 | 2 1 0,421 0,501 0,4021 0,163 0,3923 0,00000
SBOI13 |1 0 - - - - - 0,04534
SBOI 14 | 2 2 0,210 0,341 0,1427 0,390 0,1192 0,10958
SBOI'15 | 4 3 0,368 0,439 0,2749 0,166 0,2269 0,03916
SBOI 17 | 3 1 0,421 0,284 0,2845 0,270 0,2231 0,03491
SBOI 18 | 6 3 0,737 0,734 0,5305 -0,004 0,6423 0,00001
MEDIA| 3 1,615 0,358 0427 - 0,183 0,04215
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Populacdo da Reserva Bioldgica do Guara (n=12)

Loco N° Alelos Ho He Valor de Fis Valorde r
alelos Exclusivos EHW Fis

SBOI 01| 8 4 0,750 0,815 0,0621 0,083 0,4077 0,04926
SBOI 02| 7 5 0,400 0,771 0,0028* 0,496 0,0115 0,19465
SBOI 03] 11 11 0,583 0,844 0,0353 0,319 0,0077 0,08383
SBOI 04| 6 5 0,500 0,482 0,1222 -0,039 0,1269 0,00001
SBOI 06| 4 3 0,333 0,442 0,7071 0,254 0,6692 0,00000
SBOI 08| 3 2 0,500 0,649 0,2396 0,237 0,1846 0,05815
SBOI 09| 2 1 0,083 0,083 - 0,000 1,0000 0,00002
SBOI 12| 2 1 0,250 0,344 0,4037 0,283 0,3731 0,07431
SBOI 13| 2 1 0,500 0,391 1,0000 -0,294 11,0000 0,00000
SBOI 14| 2 2 0,500 0,522 0,6673 0,043 0,7154 0,00058
SBOI 15| 4 3 0,500 0,714 0,0891 0,309 0,0962 0,10620
SBOI 17| 3 1 0,250 0,238 1,0000 -0,064 11,0000 0,00001
SBOI 18| 10 7 0,917 0,917 0,4366 0,000 0,5808 0,00000
MEDIA | 4,924 3,538 0,467 0,555 - 0,125 - 0,04361

Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada (Nei 1987); Fis: coeficiente de

endogamia; r: frequéncia alelo nulo (valor médio de todas populacdes). *Valores significativos apds

correcao de Bonferroni (a < 0,00385).

Ao comparar os indices de diversidade das duas populacées (Tabela 3), pode-
se observar uma riqueza alélica maior na populacdo do Guara (4,496) do que na
populacao do Jardim Botanico (2,702). Tal fato ganha notoriedade ao considerar que
0 numero de amostras da populacdo do Guara foi menor que o numero obtido na
Estacdo do Jardim Botanico. Quanto ao coeficiente de endogamia total, a populagéo

do Jardim Botanico apresentou um valor de 17,8%, sendo maior do que o observado

na populacdo do Guard, de 16,8%.
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Tabela 3. Diversidade genética de S. boitonei em cada uma das areas de estudadas, com
base na analise de 13 locos microssatélites.

A RA Ho He Fis
Guara 4,923 4,496 0,4667 0,555 0,169
JB 3,000 2,702 0,3589 0,427 0,178

A: quantidade média de alelos observados; RA: riqueza alélica; Ho: heterozigosidade observada; He:

heterozigosidade esperada (Nei 1987); Fis: coeficiente de endogamia;

A andlise de reducdo populacional feita por meio do programa Bottleneck
apresentou, em ambas as populacdes, valores muitos significativos em cada uma das
diferentes porcentagens de SMM utilizadas no modelo TPM (Tabela 4), demonstrando
um excesso de heterozigotos em ambas as populacdes. Além disso, em relacdo a
estimativa do tamanho efetivo das populac¢des calculada através do programa Ne
Estimator, a populacdo de Jardim Botanico apresentou um Ne de 26,7+10,5 (IC 95%),

enquanto para a populacédo do Guara, de 130,6+16,5 (IC 95%).

Tabela 4 Teste de reducdo populacional (Bottleneck) para as 2 localidades
amostradas. Valores de P para excesso de heterozigotos foram estimados com
diferentes proporcdes de mutacdo passo-a-passo (SMM) no modelo TPM.

Porcentagem de mutacbes passo-a-passo (SMM) no modelo TPM

75% 85% 95%
Guara 0,0003* 0,0006* 0,0034*
JB 0,0008* 0,0012* 0,0017*

* Valores significativos (a < 0,05)

Quanto a andlise de diferenciagdo genotipica realizada por meio do programa
Genepop, foi obtido um valor alto de Fst (0,4418) para a comparacao entre as duas
populacdes, sendo este resultado estatisticamente significativo (Tabela 5). Isso
sugere que as populagbes comparadas possuem estruturacdo genética, ou seja,
estdo geneticamente diferenciadas. A analise Bayesiana de estruturacdo genética
realizada no programa Structure foi compativel com os valores encontrados na
estatistica F e indica, como mais provavel, a existéncia de 2 agrupamentos genéticos
bem definidos (K=2), de acordo os valores de delta K na analise realizada no programa
Structure Havester (Figura 4). Na figura 5, é possivel observar a representacao grafica

dos agrupamentos inferidos na analise, sendo que para cada um dos individuos foi
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apontado uma probabilidade superior a 99% de pertencimento a um dos grupos
inferidos. Estes grupos sdo compativeis com as duas populacdes amostradas, o que

demonstra uma forte evidéncia de diferenciacéo genética entre elas.

Tabela 5 Diferenciacdo par-a-par das localidades amostradas. Diagonal inferior: valores de
Fst (Weir & Cockerham 1984); Diagonal superior: valor de P da diferencia¢@o genotipica par-
a-par.

Guara JB
Guara <0.05*
JB 0.4418

* Valor significativo apods corregéo de Bonferroni (a < 0,05)

1.000,00 470,40
o
o 100,00
g
©
2 10,00
... 1,60
1,00 L
1 2 3 4

NUmero de agrupamentos genéticos provaveis (K)

Figura 4. Valores de Delta K obtidas no programa Structure Havester referentes a cada
hipétese de K simulado no programa Structure. Escala do Eixo Y em logaritimo.
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Figura 5. Agrupamentos genéticos resultantes da analise do programa STRUCTURE. Cada
coluna representa um individuo, e as cores (vermelho ou azul) a sua probabilidade de
atribuicdo a um determinado agrupamento genético inferido na analise.

O sequenciamento do gene mitocondrial COIl para cada uma das amostras
analisadas resultou em fragmentos com 615 pares de base (Anexo 2). A partir da
analise das sequéncias alinhadas foi possivel observar a presenca de 6 sitios
polimorficos, resultando na existéncia de 3 haplétipos diferentes e exclusivos nas
populacdes estudadas: 1 na populacdo do Guara e 2 na populacao do Jardim botéanico
(Tabela 6). A analise do polimorfismo a partir do programa DNASP apontou um valor
total de 0,658 de diversidade haplotipica e 0,00451 de diversidade nucleotidica no
conjunto amostral. Ao utilizar a estatistica Kst de Hudson (1992) baseada em
sequéncia nucleotidica, foi apontando um valor de 0,899, demonstrando que ha uma
diferenciacdo genética significativa entre as duas popula¢cbes, o que corrobora 0s
resultados obtidos na andlise de Fst no programa Genepop e na analise de inferéncia

bayesiana realizada no programa Structure.
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Tabela 6. Polimorfismos observados e Haplétipos presente na analise dos fragmentos do
gene COI dos individuos coletados nas duas popula¢cdes conhecidas. NUmeros a esquerda
representam a posi¢cao dos nucleotideos polimorficos no fragmento do gene COI. Colunas
representam cada individuo.

DIEFECKENEEYGRAN  Populacéo Jardim Botanico (1=19)
Posicéo Haplotipo 1 Haplotipo 2 Haplotipo 3
122 AAAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGGGGGG
146 AAAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGGGGGG
272 TTTTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCcCcCcccccc
377 TTTTTTTTTTTTCCCCCCCCCCcCccCccccccc
3832 GGGGGGGGGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAA
536 | TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCCC

0O>» 0000

Analise filogenética e posicéo de S. boitonei

O conjunto concatenado de locos de cada um dos 55 taxons analisados gerou
sequéncias de 4195 pares de bases. A andlise bayesiana resultou em uma arvore
filogenética com a maioria dos nés apresentando valores de probabilidade posterior
elevados (p(6/data)>0,9; Figura 6). O monofiletismo, tanto da tribo Cynolebiini (Costa,
2010) quanto do género Simpsonichthys, mostrou-se bem sustentado
estatisticamente apds o acréscimo de S. boitoinei (prob. posterior = 1), sendo este

mais proximo filogeneticamente de S. punctulatus do que S. parallelus.

Os demais géneros que compde a tribo Cynolebiini também se mostraram
monofiléticos, com excecdo de Hypsolebias, em que uma parte de seus
representantes (H. igneus, por exemplo) se mostrou mais proxima dos representantes
de Austrolebias, enquanto a outra parte (H. ocellatus, por exemplo), mais proxima de
Ophthalmolebias.
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Figura 6. Relacdes Filogenéticas entre 36 espécies de Cynolebiini (incluindo S. boitonei) e 19
espécies externas, baseada na inferéncia bayesiana a partir de sequéncias parciais dos genes
nucleares GLYT1, ENC1, Rho, SH3PX3 e dos genes mitocondriais 16S e COlI, totalizando
4195 pb. Numeros ao lado de cada né da arvore se referem ao valor de probabilidade posterior
obtido.

Tempo de divergéncia

A partir da andlise bayesiana de datacdo molecular, foi estimado o tempo de
divergéncia entre os grupos taxonémicos (Figura 7). Estima-se que a familia Rivulidae
tenha surgido na transicéo de Oligoceno para o Mioceno, por volta de 23,1 Maa (95%
High Posterior Density[HPD]: 16,11-32,16). Para a tribo Cynolebiini, a estimativa foi
por volta de 13,4 Maa (95% HPD: 9,15-19,82), na metade do Mioceno. O género
Simpsonichthys divergiu de seu grupo irmao Cynolebias no final do Mioceno, ha
aproximadamente 7,8 Maa (95% HPD: 4,81-11,53 Maa). Para a espécie S. boitonei
foi estimado que sua divergéncia em relacéo a sua espécie irma S. punctulatus tenha
ocorrido por volta de 2,2 Maa, na transi¢cdo do Plioceno para o Pleistoceno (95% HPD:
0,52-5,95).
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Figura 7. Filogenia de Cynolebiini (e grupos externos) com calibragdo temporal a partir de
analise bayesiana de datacdo molecular feita no programa BEAST. *Em negrito, novo taxon
de S. boitonei adicionado ao conjunto de espécies trabalhado por Costa et al. (2017).

Genoma Mitocondrial

1.976.844 pares de sequéncias (forward e reverse) foram obtidas a partir do
sequenciamento NGS de S. boitonei. Desse total, 3809 pares de fragmentos foram
alinhados para o mapeamento do mitogenoma da espécie, com uma cobertura média
de 52(+39) leituras por base. O produto final foi um genoma mitocondrial de 17.402
bp com uma ordem génica tipica de vertebrados (Satoh, 2016), contendo 2 rRNAs, 22
tRNASs (duplicacéo para tRNA-Leu e tRNA-Ser), 13 genes codantes de proteina e uma
regido controle (Figura 8). Praticamente todos os nucleotideos do mitogenoma foram
obtidos, com excecéao de alguns nucleotideos nao identificados ou de leitura ambigua,
localizados no gene ND5 (n=1) ou na regido controle (n=13), o que representa apenas
0,08% do total.
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Figura 8. Genoma mitocondrial da espécie S. boitonei.

Nove genes foram identificados na cadeia leve (L): tRNA-GIn, tRNA-Ala, tRNA-
Asn, tRNA-Cys, tRNA-Tyr, tRNA-Ser (1), tRNA-Glu e tRNA-Pro e 0 gene codante ND6.
Os genes restantes do mitogenoma foram codificados na cadeia pesada (H). ATG € 0
codon de inicio de todos os genes codantes, com excecdo do gene COI, que se inicia
por GTG. Em relacdo ao cdédon de parada, o mais comum é o TAA, sendo que s6 ndo
€ observado nos genes COI, COIll e ND4, em que se observa um cédon incompleto
(T-). 21 dos RNA transportadores presentes apresentam a tipica estrutura secundaria
de 3 bracos (D, Anticodon e T), com um tamanho variando de 67 a 75 pb. No entanto,
0 tRNA-Cys (tamanho de 59 pb) apresentou uma estrutura secundaria com o braco-D
ausente (Figura 9), caracteristica incomum na ordem Cyprinodontiformes, porém ja
observada no mitogenoma de Austrolebias charrua (Gutiérriez et al., 2015). Detalhes

sobre cada gene podem ser observados no Anexo 3.
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Figura 9. Estrutura secundéaria do RNA transportador de Cisteina (tRNA-Cys) da espécie
S. boitonei. Auséncia do brago-D.

Analise filogenética por genoma mitocondrial

A filogenia resultante da andlise bayesiana a partir do genoma mitocondrial
apontou como monofiléticas as duas subordens de Cypridontiformes, bem como as
familias da subordem Aplocheiloidei, se mostrando bem suportado, com uma média
de 0,94 de probabilidade posterior. A familia Rivulidae foi posicionada como um grupo
mais basal em relacdo as outras duas familias da subordem Aplocheiloidei, sendo
considerada monofilética e apresentando um suporte de 0,78 de probabilidade

posterior.
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Figura 10. Filogenia da ordem Cyprinodontiformes com 15 espécies representantes de familias
do grupo e 2 espécies de grupo externo (Ordem Atheriformes) baseada na inferéncia bayesiana
a partir do genoma mitocondrial. Apds o nome cientifico das espécies, tem-se a familia a qual
elas pertencem. Entre parénteses, o local de sua distribuigdo. Valores nas bases dos pontos de
divergéncia representam os valores de probabilidade posterior da inferéncia bayesiana. O
tamanho dos ramos sdo proporcionais a divergéncia genética (quantidade de substituicdes
dividido por tamanho da sequéncia)
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DISCUSSAO

Diversidade Genética das populacdes de S. boitonei

Os indices de diversidade obtidos para os locos microssatélites em analise
demonstraram que as populacdes em geral se encontram em equilibrio de Hardy-
Weinberg quando analisadas isoladamente. A quantidade de alelos variou bastante
entre os locos analisados, sendo que a média de cada populacdo se encontra abaixo
do esperado para peixes de agua doce, apontado como 9 alelos por locos (DeWoody
e Avise, 2000). O pequeno numero de alelos presente em alguns locos sugere que,
durante um determinado periodo de tempo, as populacdes perderam alelos,

provavelmente por conta da deriva genética.

O excesso de heterozigotos observado na andlise realizada no programa
Bottleneck sugere que estas populagdes sofreram uma redugéo de tamanho recente.
Esta reducéo populacional contribui para o aumento dos efeitos da deriva genética,
pois populacdes menores tendem a sofrer mais intensamente o efeito desta forca
evolutiva (Allendorf et al., 2022).

Os valores néo significativos de coeficiente de endogamia presentes nos locos
de ambas as popula¢des demonstram que o niumero de ocorréncias deste evento nao
foi suficiente para impactar significativamente a heterozigosidade observada na
populacdo. No entanto, em ambas as populacdes, o coeficiente de endogamia total
calculado demonstrou um valor acima de 12,5%, o que, de acordo com estudos sobre
efeito da endogamia em peixes, pode trazer problemas adaptativos, a exemplo de
reducdes no numero de eclosdes de ovos ou ha sobrevivéncia dos alevinos (de Freitas
et al.,, 2014). A presenca de endogamia em uma populacdo pode acarretar na
manifestacdo de muitos genes recessivos e, consequentemente, na diminuicdo do
valor médio adaptativo dos individuos, prejudicando o sucesso reprodutivo e a

sobrevivéncia da populacdo (Charlesworth e Willis, 2009).

De acordo com Frankham et al. (2014), para que uma populacdo nao sofra
relevante reducdo da variabilidade genética por conta de depressdo endogamica, €
necessario que seu tamanho populacional efetivo (Ne) alcance um valor minimo de
100 individuos, sendo que valores menores podem levar a perdas superiores a 10%

de diversidade genética populacional em um curto intervalo de tempo (5 geracdes).
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Tendo em vista que a populacdo do Jardim Botanico apresentou um Ne de 26,7
individuos, inferior a este limite, evidencia-se o risco de perda ainda maior de sua

diversidade genética e a ameaca de extingao futura.

Outro ponto a se considerar € a pequena quantidade de alelos em comum entre
as populacdes. Do total de 84 alelos presentes nos locos microssatélites, apenas 18
(21%) sao compartilhados entre as populagdes, o que indica uma diferenca genética
relevante entre as populacbes. Tal diferenciagcdo € evidenciada pelos valores
encontrados de Fsr, pelos resultados da inferéncia bayesiana, bem como pela anélise
de polimorfismo realizada por meio do gene mitocondrial COI, que demonstrou que as
populacdes de S. boitonei possuem haplétipos diferentes para este gene. Apesar dos
elevados valores de diferenciacdo genética observados poderem também ter ocorrido
por influéncia daser um viés resultante da baixa amostragem, os indices de
diversidade obtidos corroboram a existéncia desta diferenca, uma vez que se
observou uma maior diversidade genética nos locos da populacdo do Guara, mesmo
esta sendo a populacéo para a qual se obteve um menor nimero de amostras. Uma
explicacdo provavel para esta estruturacéo genética é a interrupcao de fluxo genético
entre as populagdes somada a fixacdo de diferentes alelos devido a deriva genética,

como tratado anteriormente.

Considerando que o habitat natural desta espécie se resume a pequenos brejos
sazonais espalhados proximos as margens de corregos, € natural que ocorra o
isolamento de populac¢des por conta da distancia entre estes. Tendo em vista que a
primeira populacao registrada de S. boitonei se encontrava onde hoje esta o Zooldgico
de Brasilia, e que esta populacdo se posicionava em uma regido intermediaria as
regides das duas popula¢cdes atualmente conhecidas, € possivel presumir que outras
populacfes existiram ou ainda existem nos trechos dos cérregos afluentes da bacia

sul do Lago Paranoa.

Durante a construcdo de Brasilia houve o alagamento de areas para a formacéo
do lago Paranoa, o que provavelmente teria eliminado possiveis populagcbes
presentes nestes locais. Visto a especifica condicdo de habitat destes animais, é
improvavel que esta espécie consiga sobreviver na regido deste lago artificial, levando
em conta a presenca de predadores, polui¢cdes, ocupacéo urbana e outros fatores que

sejam incompativeis com a espécie. Sendo assim, é possivel concluir que as
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alteragbes urbanas contribuiram como uma barreira fisica para o isolamento das

populacdes de S. boitonei.

Além disso, com o desenvolvimento de Brasilia muitas areas proximas a cérregos
passaram por drenagem de aguas, de modo que o ambiente fosse propicio as
construgdes urbanas. Esta acdo ainda é presente nos dias atuais, e seus impactos ao
ambiente local ainda sdo discutidos (dos Santos Conserva et al., 2019). Ao considerar
gue as populacdes de S. boitonei se encontram justamente em brejos proximo aos
corregos, tal evento pode ser uma possivel explicagdo para a recente reducédo dos
tamanhos das populacbes como observado no teste de postos sinalizados de
Wilcoxon. Observando a figura 2 (em Materiais e Métodos), percebe-se a proximidade
das areas urbanas as populacbes do Pira-brasilia, principalmente em relacdo a
populacdo do Guara. Em setembro deste ano, foi sancionada a Lei 14.777, que reduz
em cerca de 40% a Floresta Nacional de Brasilia, para fins de regulariza¢éo urbana,
0 que demonstra que areas nativas do Distrito Federal continuam sofrendo reducdes

por conta de assentamentos urbanos.

Os resultados obtidos mostram que as populagdes de S. boitonei sofreram perdas
na sua diversidade genética e se encontram reduzidas, com taxas de endogamia
passiveis de causar problemas adaptativos nos individuos, principalmente na
populacdo do Jardim Botanico, em que foi observada uma diversidade genética
menor. Além disso, h4 uma significativa diferenciacdo genética entre as duas
populacées conhecidas, sugerindo que o fluxo génico entre elas é raro ou inexistente.
Tal cenario confirma o estado critico de perigo de extincdo que a espécie enfrenta,
como apontado na recente atualizacdo da Lista Nacional de Espécies Ameacadas
(MMA, 2022). Isso demonstra a necessidade de criacdo de um projeto de conservagao
para esta espécie, sendo que os dados genéticos obtidos no trabalho podem contribuir
para a definicdo das medidas a serem adotadas. Vale destacar que a populacdo em
gue se observou uma maior diversidade genética, encontrada na Reserva Biologica
do Guara, é a que se encontra mais ameacada por fatores antropicos, visto que esta

a poucos metros de residéncias e rodovias.
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Consideracdes sobre a filogenia do grupo

As relacoes filogenéticas obtidas no presente trabalho sdo semelhantes aquelas
presentes em estudos anteriores sobre a familia Rivulidae (Costa, 2010; Ponzetto et
al., 2016; Costa et al., 2017). Com excec¢éo de Hypsolebias, todos os géneros da tribo
Cynolebinii se mostraram monofiléticos, o que reforca a classificagdo desses grupos

como géneros independentes (Costa 2010).

O género Hypsolebias se mostrou parafilético, com parte dos representantes em
um grupo irméo com o género Ophthalmolebias, e a outra parte sendo mais proxima
do género Austrolebias. Esta relacdo difere do grupo monofilético encontrado no
trabalho de Costa et al. (2017), porém o parafiletismo ja foi observado em trabalhos
de outros autores (Ponzetto et al., 2016). Os parametros utilizados para o calculo da
melhor arvore filogenética, como o método para reconstrucéo filogenética (Inferéncia
Bayesiana), as configuragbes do programa BEAST, bem como o modelo de
substituicdo de nucleotideos, podem ter causado a diferenca encontrada nas analises.
Outro fator que também pode ter influenciado para a diferenca na filogenia aqui
encontrada em comparacéo a filogenia de Costa et al. (2017) foi a insercéo da espécie
Simponichthys boitonei na andlise, o que contribui para a quantidade de informacéo
utilizada na reconstrucao filogenética. Tendo em vista as divergéncias existentes na
filogenia do género Hypsolebias, é necessario que haja mais pesquisas para a

verificacdo desse género como taxon valido.

A analise filogenética baseada no genoma mitocondrial completo demonstrou ser
um método bastante Util para uma analise em diferentes niveis taxondmicos dentro da
Ordem Cyprinodontiformes. Foi possivel realizar inferéncias robustas sobre a posicao
filogenética dos géneros dentro de Rivulidae, bem como analisar as relagfes das
familias dentro das subordens Aplocheiloidei e Cyprinodontoidei. Lavoué et al. (2007)
ja havia utilizado com sucesso 0 mitogenoma completo para analisar as relagbes
filogenéticas de espécies dentre da ordem de peixe Clupeiformes. As vantagens de
se utilizar o genoma mitocondrial completo também ja foram demonstradas em
estudos com insetos, em que foi possivel apontar o monofiletismo e as relagdes de
parentesco de taxons ja estabelecidos (Coleoptera — Yuan et al, 2016; Orthoptera —
Fenn et al., 2008).
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No entanto, ao comparar genomas mitocondriais inteiros é necessario considerar
que as posicbes e tamanho dos genes podem mudar de acordo com o0 grupo
taxondémico, principalmente para genes de tRNA, por conta de mutacdes evolutivas.
Satoh et al. (2016) demonstraram esta variagdo na estrutura do mitogenoma a partir
de uma andlise comparativa com 248 espécies de 42 ordens de peixe raiados, e foram
observadas mudancas notaveis no tamanho e posicdo dos genes, até mesmo dentro
de ordens, a exemplo de ordem Perciformes. Sendo assim, torna-se necessario uma
andlise prévia do nivel taxondbmico que se deseja abranger na analise filogenética a
partir do genoma mitocondrial completo, considerando que niveis mais elevados
tendem a acumular mais variacbes que trariam inconsisténcias no momento de
comparacao das sequéncias, por conta da distancia evolutiva entre os representantes

dos grupos.

Origem de Aplocheiloidei na América.

A Familia Rivulidae pertence a subordem Aplocheiloidei, composta também
pelas familias Nothobranchiidae e Aplocheilidae, que se encontram distribuidas pela
Africa e Asia, respectivamente. Visto que a América do Sul se separou do continente
Africano ao longo do periodo Cretaceo — aprox. 144 a 66 Maa — (Blakey, 2008) seria
razoavel associar tal fato a divergéncia das espécies de Aplocheiloidei e a origem da
familia Rivulidae. No entanto, a calibracao temporal realizada na arvore filogenética
apontou a divergéncia de Rivulidae de seu grupo irmao em um intervalo de periodo
gue abrange o Oligoceno e o inicio do Mioceno (aprox. entre 32 a 16 Maa). Este
intervalo encontrado € aproximadamente a metade da estimativa encontrada no
trabalho de Costa et al. (2017), que apontou esta divergéncia no periodo entre o
Paleoceno e Eoceno (aprox. entre 63 a 39 Maa). No entanto, em ambos os trabalhos
foi apontado a formacdo desta familia milhdes de anos a frente do evento de

separacao de Gondwana.

Um estudo realizado com a familia Cichlidae, da ordem Cichliformes, grupo
proximo ao Cyprinodontiformes, trouxe um resultado parecido. Ao utilizar calibracao
filogenética baseada em relégio molecular, foi apontado a divergéncia de seus

representantes africanos e americanos em um periodo bem posterior ao periodo
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Cretaceo, milhares de anos apds a separacdo da América do Sul (Friedman et al.,
2013).

Diante de tal cenario, surge a questdo de como estes grupos se dispersaram
para o continente americano, havendo a presenca do oceano atlantico como barreira
fisica. Uma possivel explicagédo para isso € uma disperséao por ilhas até a América. De
Oliveira et al. (2009), em um estudo voltado a primatas e roedores analisou, por meio
de reconstrucfes de cenarios geograficos entre 50 e 20 Maa, a possibilidade destes
animais terem se dispersado utilizando cadeias de ilhas, e apontou o melhor cenério

no periodo Eoceno.

Considerando que os ancestrais dos representantes da familia Rivulidae
tenham dispersado por ilhas até a América, seria necessario que tivessem aptidao
para sobrevier em aguas marinhas, o que ndo se verifica na maioria dos
representantes atuais, habitantes de adgua doce sazonais (Loureiro et al., 2018). No
entanto, ha espécies do género Kryptolebias, um dos taxdns mais basais da familia
Rivulidae, que habitam ambientes de mangues, como o caso de K. marmoratus
(Costa, 2016). A presenca destas espécies em ambientes com salinidade levanta a
possibilidade das espécies ancestrais de Rivulidae terem a capacidade de suportar 0

ambiente marinho para a dispersao.

Outra hipotese de dispersédo presente no meio académico é de que as aves
serviriam como agentes dispersores a partir do transporte dos ovos em suas penas
ou seus pés. De acordo com um levantamento de dados feito por Hirsch et al. (2018),
até entdo nao existiam evidéncias empiricas suficientes para a corroboracdo desta
hipétese especifica. No entanto, estudos recentes demonstraram ser possivel a
dispersédo dos ovos dos peixes através do trato digestivo de aves aquaticas (Lovas-
Kiss et al., 2020; Silva et al., 2019). Silva et al. (2019) demonstrou experimentalmente
a possibilidade de sobrevivéncia de ovos de Killifishes em fezes de cisnes, apés

passarem horas dentro do sistema digestivo dessas aves.

Considerando a caracteristica evolutiva dos ovos de killifishes, o qual incluem
a familia Rivulidae, de possuirem um corion rigido e de serem resistentes a
dissecacdo (Furness et al., 2015), é possivel sugerir que as aves tenham contribuido
para a disperséo dos ancestrais de Rivulidae entre as ilhas do Oceano Atlantico até a

chegada no continente Americano. Entretanto, a fim de corroborar esta hipotese, séo
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necessarias melhores mais analises sobre 0s possiveis mecanismos de dispersao de
peixes pelos corpos d’agua a partir derealizados com a ajuda das aves, visto que

ainda existem poucos estudos experimentais sobre este assunto.

Origem de Simpsonichthys boitonei

Costa et al. (2017) aponta que a divergéncia do género Simpsonichthys do seu
grupo irmao Cynolebias ocorreu durante o Mioceno, periodo no qual houve a elevacao
do planalto central. O resultado obtido neste trabalho € compativel com essa
estimativa, apontando para sua ocorréncia a aproximadamente 8 milhdes de anos
atrds. De certo, a formacao do planalto foi evento geoldgico de grande importancia
para a diversidade biologica do Cerrado, sendo também responsavel pela
diversificacdo das linhagens de outros grupos de animais, como 0s lagartos da
subfamilia Teiinae (Giugliano et al., 2013) e o0s sapos neotropicais do género

Physalaemus (de Oliveira Miranda et al., 2019).

De acordo com os resultados obtidos, a divergéncia da espécie S. boitonei da
sua espécie irma mais proxima analisada, S. punctulaus, ocorreu na transicdo do
Plioceno para o Pleistoceno (aprox. 2,2 Maa). Tal periodo € posterior a elevacao do
planalto central, momento em que ja havia ocorrido uma importante reorganizacao
topografica do Cerrado, com surgimento de depressées e de planaltos elevados
(Oliveira et al., 2018). Neste mesmo periodo, por volta de 2,5 milhdes de anos atras,
o planeta passava por um periodo glacial, o que limitava a distribuicdo de espécies,
as concentrando em pontos com temperatura e condi¢cdes especificas adequadas
para a sobrevivéncia, que, de acordo com a hipotese do refagio florestal, teria tido
grande influéncia na especiacdo dentro de varios grupos taxondmicos neotropicais
(Mayr & O’Hara, 1986).

A populacéo conhecida de S. punctulatus € encontrada adjacente a um corrego
afluente do rio Bezerra, drenagem do rio Preto (coordenadas 15°33'1.0”S
47°10°33.2"W - Costa e Brasil, 2007), localizada aproximadamente 90 km de distancia
de ambas as populacdes conhecidas de S. boitonei (localidades em Materiais e
Métodos). Considerando a limitacdo que os rivulideos possuem para dispersar, e
levando em conta sua localizacdo em brejos sazonais, é possivel que a especiagédo

dentro de Simpsonicthys tenha sido influenciada pelas condi¢cdes de temperatura
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presentes na Terra nesse periodo. O clima ameno e a topografia com presenca de
planaltos da regido podem ter colaborado para a reducédo das populacbes e seu
isolamento em regides de refagio, criando uma barreira fisica que impedisse o fluxo
génico entre populacdes, as levando a uma estruturacdo genética e resultando na

especiacao pelo processo de anagénese.

E importante ressaltar que a falta de maiores informagdes sobre as populagdes
do género Simpsonicthys existentes nos arredores do Distrito Federal, bem como
sobre o passado topografico desta regido, impede que se faca afirmagBes mais
precisas sobre os eventos historicos que determinaram a distribuicdo atual do Pira-

brasilia.

CONCLUSAO

No presente trabalho, pela primeira vez se analisou, do ponto de vista molecular,
a espécie Simponichthys boitonei, para fazer estudos sobre a diversidade genética de
suas populacdes conhecidas e sobre sua classificacao taxondmica. Trata-se também
do primeiro trabalho a realizar uma analise filogenética para a ordem
Cyprinodontiformes com base no genoma mitocondrial completo. A analise genética
mostrou que as duas populacdes conhecidas ja se encontram reduzidas e com um
diferenga genética significativa entre elas, o que leva a concluséo de que a ocorréncia
atual de um fluxo génico entre as duas popula¢cdes € bastante limitada. A partir da
analise filogenética molecular foi possivel confirmar a classificacdo da espécie como
pertencente ao género Simpsonichthys, apontar sua posicédo filogenética, bem como
revisar a filogenia dos grupos aos quais ela pertence. Por fim, foi discutido a origem
biogeografica da espécie S. boitonei e de sua familia Rivulidae, em que se levantou
possiveis explicacbes para a sua distribuicdo espacial ao considerar os tempos de
divergéncia das espécies obtidas na analise filogenética. A fim de ratificar os dados
obtidos neste trabalho e obter mais informacfes sobre a espécie estudada, sdo
necessarias mais exploracdes de campo, de forma a investigar a ocorréncia de outras

populac6es do Pira-brasilia e sua area de distribuicdo no Cerrado.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de espécies, e seus respectivos niumeros de acesso do Genbank, utilizadas na
analise filogenética a partir do genoma mitocondrial completo.

Genbank _ .

Accession Espécie Familia Ordem
NC_003290 Kryptolebias marmoratus Rivulidae Cyprinodontiformes
NC_ 032387 Kryptolebias hermaphroditus Rivulidae Cyprinodontiformes
NC 028510 Austrolebias charrua Rivulidae Cyprinodontiformes
NC 044426 Epiplatys dageti Nothobranchiidae  Cyprinodontiformes
NC 044451 Aphyosemion australe Nothobranchiidae  Cyprinodontiformes
NC 044460 Nothobranchius foerschi Nothobranchiidae  Cyprinodontiformes
NC 044433 Aplocheilus lineatus Aplocheilidae Cyprinodontiformes
NC 044380 Pachypanchax playfairii Aplocheilidae Cyprinodontiformes
NC 011381 Xenotoca eiseni Goodeidae Cyprinodontiformes
NC 012312 Fundulus heteroclitus Fundulidae Cyprinodontiformes
NC_009125 Cyprinodon rubrofluviatilis ~ Cyprinodontidae  Cyprinodontiformes
NC_027582 Orestias ascotanensis Cyprinodontidae  Cyprinodontiformes
CM026089.1 Anableps anableps Anablepidae Cyprinodontiformes
NC_ 011379 Xiphophorus maculatus Poeciliidae Cyprinodontiformes
AP006773 Phenacostethus smithi Phallostethidae Atheriniformes
NC 035147 Atherinosoma microstoma Atherinidae Atheriniformes
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Anexo 2. Fragmento do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl) de um dos
individuos coletados da espécie Simpsonichthys boitonei, da populacdo do Guard (N° de
Campo CiUnb 1039-A). Em negrito e sublinhado, bases polimérficas observada na

comparacdo dos individuos das duas populacdes.
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GTCGCCCCCG
TGTAATACCC
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Anexo 3. Organizagdo do genoma mitocondrial da espécie Simpsonichthys boitonei.

Gene Localizacéo Tamanho Cddon Sentido
Start End Start Stop

tRNA-Phel 1 68 69 H
12S rRNA 69 1023 955 H
tRNA-Val 1024 1091 68 H
16S rRNA 1092 2736 1645 H
tRNA-Leu(1) 2737 2810 74 H
ND1 2961 3935 975 ATA TAA H
tRNA-lle 3942 4010 69 H
tRNA-GIn 4010 4080 71 L
tRNA-Met 4080 4148 69 H
ND2 4150 5196 1047 ATA TAA H
tRNA-Trp 5210 5277 68 H
tRNA-Ala 5278 5349 72 L
tRNA-Asn 5351 5423 73 L
tRNA-Cys 5459 5517 59 L
tRNA-Tyr 5517 5583 67 L
COl 5585 7141 1557 GTG T- H
tRNA-Ser(1) 7145 7215 71 L
tRNA-Asp 7219 7288 70 H
COll 7292 7982 691 ATG T- H
tRNA-Lys 7983 8054 72 H
ATPS8 8057 8224 168 ATG TAA H
ATP6 8215 8898 684 ATG TAA H
COlll 8898 9683 786 ATG TAA H
tRNA-Gly 9750 9817 68 H
ND3 9909 10259 351 ATG TAA H
tRNA-Arg 10258 10326 69 H
ND4L 10327 10623 297 ATG TAA H
ND4 10617 12036 1420 ATG T- H
tRNA-His 12037 12105 69 H
tRNA-Ser(2) 12106 12172 67 H
tRNA-Leu(2) 12172 12246 75 H
ND5 12250 14085 1836 ATG TAA H
ND6 14082 14606 525 ATG TAA L
tRNA-Glu 14607 14680 74 L
CYTB 14733 15878 1146 ATG TAA H
tRNA-Thr 15882 15951 70 H
tRNA-Pro 15978 16047 70 L
D-loop 16048 17402 1355 H
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