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Resumo:

O género Characidium é composto por pequenos peixes de dgua doce pertencentes a familia
Crenuchidae, distribuidos na América do Sul. A espécie Characidium pterostictum foi
descrita originalmente, por Gomes 1947, dum rio costeiro no estado do Rio Grande do Sul,
Brasil, e sua distribuicdo estende-se at¢ o rio Ribeira do Iguape, no limite norte. A
delimitagdo de espécies neste género ¢ complexa devido a variabilidade morfologica e a
ocorréncia de populagdes geograficamente isoladas. Este projeto tem como objetivo principal
utilizar uma abordagem de taxonomia integrativa para delimitar a espécie Characidium
pterostictum. Serdao utilizados dados morfoldgicos e moleculares, com foco no gene
mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 (COI), para avaliar a diversidade e a estrutura
populacional ao longo de sua distribuicdo geografica. Para tal, serdo tomados caracteres
morfologicos tradicionais para avaliar variagdes entre as populagdes. Sera realizado também
a extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento do gene mitocondrial COI e andlise
filogenética para identificar linhagens genéticas utilizando métodos moleculares de
delimitacdo de espécies, como ASAP ¢ GMYC. Espera-se que os resultados deste estudo
fornecam delimitagdo precisa dos limites taxondmicos de Characidium pterostictum,
identificando possiveis novas espécies ou linhagens cripticas. Os resultados deste estudo
fornecerdo uma base solida para a conservagdo e manejo das populagdes de Characidium
pterostictum, além de contribuir para o conhecimento da biodiversidade e evolugdo das

espécies de peixes de agua doce na regido Sul e Sudeste do Brasil.



Abstract:

The genus Characidium is composed of small freshwater fishes belonging to the family
Crenuchidae, distributed in South America. The species Characidium pterostictum was
originally described by Gomes 1947 from a coastal river in the state of Rio Grande do Sul,
Brazil, and its distribution extends to the Ribeira do Iguape River, in the northern limit. The
delimitation of species in this genus is complex due to morphological variability and the
occurrence of geographically isolated populations. The main objective of this project is to use
an integrative taxonomy approach to delimit the species Characidium pterostictum.
Morphological and molecular data, focusing on the mitochondrial cytochrome oxidase
subunit 1 (COI) gene, will be used to assess diversity and population structure throughout its
geographic distribution. For this purpose, traditional morphological characters will be used to
evaluate variations among populations. DNA extraction, amplification and sequencing of the
mitochondrial COI gene, and phylogenetic analysis will also be performed to identify genetic
lineages using molecular species delimitation methods, such as ASAP and GMYC. The
results of this study are expected to provide precise delimitation of the taxonomic limits of
Characidium pterostictum, identifying possible new species or cryptic lineages. The results of
this study will provide a solid basis for the conservation and management of Characidium
pterostictum populations, in addition to contributing to the knowledge of biodiversity and

evolution of freshwater fish species in the South and Southeast regions of Brazil.
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Introducio:

O género Characidium, pertencente a familia Crenuchidae, compreende pequenos peixes de
agua doce distribuidos amplamente na América do Sul. Characidium inclui atualmente 85
espécies validas e ¢ o género de Crenuchidae mais amplamente distribuido, ocorrendo do
Panamé até a Argentina (Fricke et al., 2024). Espécies do género podem ser encontradas em
riachos com fortes corredeiras, cachoeiras e em ambientes relativamente 1€nticos (Buckup,
1993a; 1998). Apesar de Characidium ser o género mais amplamente distribuido e rico da
familia Crenuchidae, com grande representatividade nas colecdes € museus, uma série de
problemas taxondmicos envolvem espécies ou grupos de espécies do género, dificultando a
identificacdo e consequentemente impedindo o conhecimento real de sua riqueza.

Muitas espécies do género, dificeis de identificar, aparecem na literatura identificadas
apenas em nivel genérico, ou ainda, acompanhadas de "aff." ou "cf.", revelando incertezas
taxonomicas e indicando possivel riqueza ainda a ser conhecida (Zanata & Ohara, 2015).
Além disso, muito do material depositado em coleg¢des cientificas ndo identificado até a
espécie ainda ndo foi examinado por especialistas. De acordo com Buckup (1993b), a
dificuldade de identificar espécies de Characidium pode estar relacionada a homogeneidade
morfoldgica de seus representantes. Por outro lado, ¢ comum a presenca de morfotipos
semelhantes a espécies descritas, mas que ndo se encaixam totalmente nelas, distribuidos por
varias bacias hidrograficas independentes entre si.

Essa dificuldade de delimitacdo taxondmica ¢ atualmente observada na identificagcdo
de populagdes pertencentes a espécie Characidium pterostictum, descrita por Gomes em
1947. Esta espécie apresenta uma distribui¢do geografica que se estende desde rios costeiros
no estado do Rio Grande do Sul até o rio Ribeira do Iguape, Estado de Sao Paulo, no limite
norte (Fricke et al., 2024). A variabilidade morfologica e a ocorréncia de populacdes
geograficamente isoladas tornam a delimitagdo desta um desafio taxondmico significativo.
Essa problematica taxondmica pode esconder uma diversidade ainda ndo conhecida, como a
existéncia de novas espécies e estruturagdo populacional.

Mesmo sabendo da importancia dos dados morfologicos no reconhecimento e
descricdo de espécies, existem casos nos quais especiagdo recente, retengao de polimorfismo
ancestral, alto grau de variacdo intraespecifica e/ou convergéncias podem atuar como
importantes desafios na delimitagdo das espécies (Flot et al., 2011; Knowles & Carstens,
2007). E ¢ por isso que ¢ recomendado o uso de fontes adicionais de informagoes, além dos

dados morfologicos. Dados moleculares se mostram importantes nesse processo €, em
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conjunto com os avangos da bioinformatica, essa fonte de dados tem apresentado grande
relevancia na delimita¢do de espécies (Hillis, 2019).

Conforme discutido em Ferguson (2002), existe uma distdncia genética a ser
considerada na diferenciacdo entre espécies. De acordo com o autor, com algumas excegoes,
o acumulo de diferencas genéticas em varios /loci ao longo do tempo acarretaria
incompatibilidade genética entre os organismos, levando assim ao isolamento reprodutivo.
Partindo dessa ideia, Hebert et al. (2003) propuseram, a partir de um marcador molecular
mitocondrial nico, o desenvolvimento de um sistema de bioidentificagao global dos seres
vivos, denominado DNA barcoding. Com esse método, cada espécie analisada apresentaria
um “cddigo de barras” (barcode) proprio, o qual seria utilizado como ferramenta auxiliar para
sua correta identificacdo taxonomica, levando ao aumento na descoberta de novas espécies
(Hebert et al., 2003). De acordo com estes autores, o gene Citocromo C Oxidase I (COI) foi
escolhido porque apresenta caracteristicas importantes para a proposta do projeto: auséncia
de introns, ocorréncia rara de recombinagdo e auséncia de inser¢oes e delegdes (indels).

A medida que o objetivo da taxonomia ¢é chegar a estimativas robustas da identidade
das espécies, entdo a repetibilidade na delimitagao ¢ essencial, tanto quanto compreender que
as espécies sdo hipoteses sujeitas a mudangas com novos dados e descobertas (de Queiroz,
2007). Nesse sentido, 0 DNA barcoding precisa ser avaliado junto a outras fontes de dados
para ndo ser apenas um identificador de unidades moleculares (Galimberti et al., 2012).
Muitos autores passaram a defender esse tipo de abordagem complementar entre diferentes
fontes de dados na delimitacdo de espécies como Taxonomia Integrativa (Dayrat, 2005).
Nesse sentido, uma abordagem integrativa/iterativa assume a relevancia de agregar diferentes
fontes de dados (e.g., comportamentais, ecologicos, moleculares, morfolégicos), no processo
de delimitagdo de espécies (Yeates et al., 2011).

Considerando, portanto, a problematica taxondmica envolvendo populagdes de
Characidium pterostictum este projeto visa utilizar uma abordagem de taxonomia integrativa,
combinando dados morfoldgicos e moleculares, para delimitar com precisdo a espécie. A
delimitagdo precisa das espécies € essencial para a conservacdo e manejo eficaz das
populagdes naturais. Este estudo fornecera informagdes cruciais sobre a diversidade genética
e a estrutura populacional de Characidium pterostictum, contribuindo para o conhecimento
da biodiversidade e evolucao das espécies de peixes de agua doce no Sul e Sudeste do Brasil.
Além disso, a identificagdo de novas espécies ou linhagens cripticas pode ter implicagdes

importantes para a biogeografia e ecologia da regiao.
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Objetivo Geral:

Utilizar uma abordagem de taxonomia integrativa para delimitar a espécie
Characidium pterostictum, avaliando a diversidade e a estrutura populacional ao longo de sua
distribuicao geografica.

Objetivos Especificos:
1. Coletar e analisar dados morfologicos tradicionais para avaliar variagdes entre as
populacdes de Characidium pterostictum;
2. Realizar a extragdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento do gene mitocondrial

citocromo oxidase .

3. Analisar a diversidade genética e a estrutura populacional utilizando métodos
moleculares de delimitagdo de espécies (ASAP e GMYC).

4. Identificar possiveis novas espécies ou linhagens cripticas dentro do grupo estudado.
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Material e métodos:

Amostragem taxonomica e analise morfologica dos espécimes

O material a ser utilizado nas analises morfoldgicas e moleculares esta depositado na
Colecao de peixes do Laboratdorio de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de Botucatu.

Para as analises moleculares, serdo utilizadas amostras de tecido preservadas em
etanol a 96%, coletadas durante expedi¢des de campo sob licencas de coleta emitidas pelo
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio).

Sempre que possivel, a identificacdo morfologica sera realizada da seguinte maneira:
as amostras serdo agrupadas por ecorregido e, dentro desta, por bacia hidrografica, sendo
identificadas em nivel especifico a partir de comparagdes com material tipo e descrigdes
originais. Na busca por caracteres informativos para a delimitacdo morfoldgica, dados
tradicionalmente utilizados na taxonomia do género Characidium serdo obtidos e analisados,
incluindo: medidas e contagens realizadas de acordo com Melo & Oyakawa (2015),
utilizando paquimetro digital com precisdo de 0,1 mm e expressas como porcentagem do
comprimento padrdo (CP), exceto subunidades da cabeca, dadas como porcentagens do
comprimento da cabega (CC); observag¢do do padrdo de circuli e radii em escamas situadas
entre a base da nadadeira dorsal e a série da linha lateral.

Extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA

Amostras de tecido muscular, brinquias e nadadeiras, preservadas em etanol 96% e
mantidas em -80°C ou -20°C, serdo utilizadas como fonte de material genético. Para as
analises moleculares, serdo selecionados, sempre que possivel, pelo menos dois espécimes de
cada populacdo de Characidium pterostictum de cada localidade. O DNA genomico total sera
extraido usando o kit de purificagio de DNA Wizard Genomic (Promega;
www.promega.com). Fragmentos da subunidade I do marcador citocromo oxidase serdo
amplificados através da reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR)
usando os primers descritos em Ward et al. (2005).

Amplificagdes serdo realizadas com 200 uM de desoxinucleotideo trifosfato (ANTP;
Invitrogen; www.invtrogen.com), 1x buffer (Invitrogen), 1.5 mM MgCI2 (Invitrogen), 0.2
uM de cada primer, 1 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen), 50 a 100 ng de amostra de
DNA e agua ultra pura, perfazendo volume total de 15 pl. O programa no termociclador
consistira de uma etapa inicial de desnaturacao a 94°C por 4 min; seguida por 40 ciclos de:
cadeia de desnaturagdo 30 s a 92°C, pareamento 30 s a 52°C-56°C, extensdo nucleotidica de 1

min e 30 s a 72°C e uma etapa final de extensdo a 72°C por 10 min. Os segmentos de DNA
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amplificados serdo visualizados em gel de agarose 1%. Os produtos da PCR serdo purificados
com polietilenoglicol (PEG) 20% (Sambrook et al., 1989) e, em seguida, sequenciados em
ambas as direc¢des, utilizando os mesmos primers da PCR, com o kit BigDye Terminator v3.1

Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems; www.appliedbiosystems.com).

Analises moleculares
As sequéncias forward e reverse obtidas no presente estudo serdo montadas e editadas

usando o Geneious v9.1.3 (https://www.geneious.com). As sequéncias serao alinhadas usando

o Muscle v3.8.4 (Edgar, 2004) no programa MEGA X (Kumar ef al., 2018), com pardmetros
do default.

Uma analise filogenética serd obtida por Inferéncia Bayesiana (BI) no programa
MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012) através do portal CIPRES Science Gateway (Miller et
al., 2010). A sequéncia de Crenuchus spilurus sera usada para enraizar a analise filogenética.
A andlise sera realizada sob o modelo de substitui¢do estimado no jModeltest 2.2 (Nylander,
2004) em conjunto com PAUP *  sob critério de informacdo de Akaike (AIC). Serdo
realizadas duas corridas com 10 milhdes de geragdes e quatro cadeias de Markov Monte
Carlo (MCMC) cada, com 10% de burn-in e parametros amostrados a cada 1000 geragdes. A
convergéncia das corridas sera verificada no Tracer v1.7.1 (Suchard et al., 2018;
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/), certificando-se de que todos os valores do Tamanho
Efetivo da Amostra (ESS) fossem maiores que 200. A topologia com valores de
probabilidade posterior (PP) atribuidos aos nds serdentdo visualizada e editada no FigTree
1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Para a investigar o nimero unidades taxondmicas operacionais moleculares (i.e.
MOTUs; Floyd et al., 2002), serdao empregados dois de delimitagdo molecular de espécies:
(a) Generalized Mixed Yule-Coalescent Model (GMY C) (Fujisawa & Barraclough, 2013), (b)
Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP; Puillandre et al., 2020).
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Resultados:
Amostragem taxondmica e analise morfologica dos espécimes
As analises tiveram inicio com a parte de morfologia, na qual foram examinados
caracteres anatomicos e estruturais detalhados de Characidium pterostictum. Essa etapa foi
essencial para a identificacdo de caracteristicas diagnosticas da espécie, fornecendo a base
para as investigagdes subsequentes de biologia molecular.
As andlises morfologicas foram feitas com os lotes da colegdo do LBGP, visto que
consistiam em confirmar caracteres diagnosticos da espécie C. pterostictum, sendo eles:
e Presenca ou ndo de linha lateral completa;
e Formato das nadadeiras peitoral e dorsal (Fig. 3) (Fig. 5),
e Presenca ou ndo de escamas no istmo (Fig. 1),
e Numero de escamas no entorno do pedinculo caudal,
e Comprimento do peixe, do focinho a base da nadadeira caudal (Fig. 4),

e Presenca ou nao de padrdo de coloragdo na nadadeira caudal (Fig. 2),

Figura 1: Imagens de espécime de Characidium pterostictum, destacando padrao de escamagao ventral. Fonte:

arquivo pessoal.
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Figura 2: Imagem de espécime de Characidium pterostictum, destacando o padrao de coloracao da nadadeira

caudal. Fonte: arquivo pessoal.

Figura 3: Imagem de espécime de Characidium pterostictum, destacando nadadeira dorsal e caudal. Fonte:

arquivo pessoal.

Figura 4: Arquivo pessoal: Imagem de espécime de Characidium pterostictum, destacando comprimento e

nadadeira peitoral. Fonte: arquivo pessoal.
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Ap6s a identificacdo e confirmacdo das populagdes pertencentes a espécie alvo do
estudo, foram realizadas as atividades de bancada. A priori, foi elaborado um mapa da
distribuicdo das amostras, e a partir de entdo foi selecionada ao menos uma populacdo por

bacia hidrografica ao longo de toda a possivel distribuicao da espécie.

Extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA
Para a extracdo foi usado o protocolo do kit de extragdo da PROMEGA seguindo

instrucdes do fabricante com o seguintes reagentes:

e EDTA 0,5M PH 8: 60 ul

e Nuclei Lysis Solution (kit): 250 ul

e Proteinase K: 10 ul

e RNAse Solution (kit): 3 ul

e Protein Precipitation Solution (kit): 100 ul
e Isopropanol gelado: 300 ul

e Etanol 70%: 300 ul

e DNA Rehydration Solution: 30 ul

® *valor por amostra

Para preservagdo, as amostras extraidas foram armazenadas em freezer, em torno de
2°C e -8°C, e depois foram retiradas para visualizacao da qualidade do DNA extraido através

de um gel de agarose (Fig. 5).

E=F p SRR =
ey = —_"m;

.

Figura 5: Gel de agarose 1X, com o resultado das amostras de extragdo de DNA.
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Com a confirmacdo de qualidade das extracdes, foi realizado a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para amplificagdo do marcador de interesse, que nesse caso foi o
gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade I (COI), amplamente utilizado em estudos
moleculares de delimitagdo de espécies. Para reacdo de PCR (Fig. 6), foram usados os

seguintes reagentes:

e H20:8,55ul

e Buffer: 1,25 ul

e MgCl: 0,50 ul

e Primer F1.: 0,25 ul
e Primer R1.: 0,25 ul
e Dntp: 0,50 ul

e Taq: 0,20 ul
e DNA:1ul
®  ‘*valor por amostra

Figura 6: Processo de PCR. Fonte: arquivo pessoal.

Ao final, o mix de PCR teve o volume final de 12,5 ul por tubo, em exce¢do o tubo
controle, que foi para a reacdo com 11,50 ul. O termociclador foi programado a uma

temperatura de anelamento do primer a 54°C, com um total de 40 ciclos. Ap6s o processo da
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PCR, foi feito o gel de agarose (Fig. 7 e 8) a fim de conferir os resultados, para dar

continuidade no processo de sequenciamento.

Figura 7: Gel de agarose 1X, com o resultado das amostras da PCR de DNA-COI.

Figura 8: Gel de agarose 1X. Com o resultado das amostras da PCR de DNA-COI.

Com as amostras que tiveram o DNA amplificado com sucesso, foi realizado o
processo de purificagdo utilizando o protocolo EXOSAP. Esse método consiste na utilizacdo
das enzimas Exonuclease I (Exo) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), que atuam na
degradacdo dos primers e na inativagcdo dos nucleotideos livres, respectivamente. Essa etapa ¢
fundamental para garantir a qualidade do DNA amplificado, eliminando residuos que possam
interferir nas analises subsequentes, como o sequenciamento genético. O protocolo seguiu as

seguintes proporgdes:

e EXO:0,05ul
e SAP: 0,05ul
e H20: 1,90ul

O volume final da reacao foi de 2,00 ul por amostra.
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Apo6s a finalizacdo do processo de purificagio com EXOSAP, as amostras foram
submetidas ao sequenciamento utilizando o reagente BigDye Terminator, seguindo as
proporg¢des estabelecidas para cada componente. O protocolo utilizado foi otimizado para um

volume total de 10 uL por amostra, com os seguintes componentes e quantidades:

e Agua ultrapura (H:0): 4,5 pL

e Buffer de sequenciamento: 1,5 L
e BigDye Terminator: 1,0 uL

e Primer (F1 ou R1): 1,0 uL

e Produto de PCR: 2,0 uL.

Essas propor¢des garantem uma reacdo eficiente e de alta qualidade para o
sequenciamento capilar. Cada amostra foi preparada separadamente com os primers
direcionais, F1 e R1, de modo a obter leituras nos dois sentidos, assegurando maior
confiabilidade na andlise final das sequéncias de DNA.

Para o sequenciamento, foram preparados dois mix distintos. O primeiro continha o
primer forward (F), responsavel pela leitura no sentido 5'-3', enquanto o segundo mix
continha o primer reverse (R), que realiza a leitura no sentido 3'-5'. Essa separagdo foi feita
para evitar qualquer interferéncia entre os primers durante a reacdo de sequenciamento. Apds
a finalizagdo do processo, as amostras foram armazenadas em geladeira, envoltas em papel
aluminio para proteger a fluorescéncia contra exposi¢do a luz, garantindo a preservacdo da
qualidade dos reagentes e dos sinais fluorescentes.

A tltima etapa realizada na bancada foi o protocolo de precipitacdo da reacdo de
sequenciamento, utilizando glicogénio como agente carreadores para melhorar a recuperacao
do DNA. Essa etapa ¢ essencial para purificar os produtos da reacdo de sequenciamento,
removendo reagentes residuais e garantindo a qualidade do material para a leitura das
sequéncias.

Para cada amostra, foi preparado o seguinte mix:
e Etanol 100%,

e Acetato de sodio 3M (pH 5,2),
e Glicogénio (1 mg/mL),
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O volume total do mix foi ajustado para 20 pL. Apos a adi¢do do mix, cada amostra
foi submetida a uma etapa de centrifugacdo para formar o pellet de DNA, seguida pela
lavagem com 50 pL de etanol 70%, que remove sais e outras impurezas. Apos a lavagem, o
pellet foi seco em temperatura ambiente ou em estufa a baixa temperatura antes de ser
ressuspendido para analise subsequente.

Posteriormente, as amostras foram enviadas ao IBTEC- UNESP para a realizag¢do da
leitura dos sequenciamentos em equipamentos de capilaridade. Foram enviadas um total de

40 amostras sequenciadas.

Analises moleculares

Nao foi possivel receber e analisar os resultados a tempo da entrega do presente
estudo. Contudo, ¢ esperado que as andlises deste projeto de pesquisa tragam resultados que
contribuam para o avanco do conhecimento cientifico, tal como diversidade e evolugao dos
peixes de 4gua doce na América do Sul. Como também, fornecer uma base so6lida para
futuras pesquisas e iniciativas de conservacdo envolvendo a espécie Characidium
pterostictum e possiveis novas espécies que venham a ser descobertas. O trabalho continuara

no proximo ano, € assim sera possivel desenvolver e analisar, e trazer resultados.
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