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RESUMO

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento das tecnologias de Sequenciamento de Nova Geragao
(NGS), aliado ao avanco de ferramentas bioinforméaticas para montagem, anotagao e validacao
de genomas, ampliou significativamente a obtengao de mitogenomas completos, possibilitando
analises comparativas da organizacdo génica, composicao nucleotidica, uso de codons,
rearranjos e relagdes filogenéticas em peixes. Apesar desse avango, a disponibilidade de
genomas mitocondriais completos ainda permanece desigual entre os representantes de
Teleostei. Na ordem Cyprinodontiformes, embora algumas familias estejam relativamente bem
representadas, outras ainda apresentam escassez de informagdes mitogenomicas, limitando
estudos comparativos e inferéncias sobre sua historia evolutiva. Entre elas destaca-se a familia
Anablepidae, cujos representantes apresentam adaptagdes morfologicas e ecoldgicas
singulares, mas permanecem pouco estudados sob a perspectiva genOmica. As espécies
Anableps anableps e Anableps microlepis, popularmente conhecidas como tralhotos ou peixes-
de-quatro-olhos, apresentam uma adaptagdo ocular tnica, caracterizada pela divisao horizontal
da cornea e da retina, que permite visdo simultdnea acima e abaixo da superficie da dgua. Essas
espécies habitam ambientes estuarinos e costeiros da costa norte da América do Sul,
desempenham importante papel ecologico nas cadeias troficas e apresentam potencial como
bioindicadoras de alteracdes ambientais. Entretanto, até o0 momento, inexistiam descrigdes de
seus genomas mitocondriais completos. Diante dessa lacuna, este trabalho propde a
caracterizagdo dos mitogenomas completos de A. anableps e A. microlepis. Para isso, os
genomas foram montados, anotados e caracterizados quanto a sua organizagdo estrutural,
composi¢do nucleotidica e conteudo génico, sendo comparados com outros representantes de
Cyprinodontiformes para investigar suas relagdes evolutivas. Os resultados ampliam a
representatividade da familia Anablepidae em bancos de dados publicos e fornecem uma base
para futuros estudos em filogenia, filogeografia, genética da conservacao e evolugdo dos

genomas mitocondriais de peixes estuarinos.

Palavras-chave: Genética Molecular; Mitogenomas; NGS; Estudrios; Peixe-quatro-olhos.



ABSTRACT

Over the last decades, the development of Next-Generation Sequencing Technologies (NGS),
combined with advances in bioinformatics tools for genome assembly, annotation, and
validation, has greatly expanded the availability of complete mitochondrial genomes, enabling
comparative analyses of gene organization, nucleotide composition, codon usage, gene
rearrangements, and phylogenetic relationships in fishes. Despite these advances, the
availability of complete mitochondrial genomes remains uneven among teleost lineages. Within
the order Cyprinodontiformes, although some families are relatively well represented, others
still lack comprehensive mitogenomic data, limiting comparative studies and inferences
regarding their evolutionary history. Among these, the family Anablepidae stands out due to its
representatives exhibiting unique morphological and ecological adaptations while remaining
poorly studied from a genomic perspective. The species Anableps anableps and Anableps
microlepis, commonly known as four-eyed fishes, display a remarkable ocular adaptation
characterized by the horizontal division of the cornea and retina, allowing simultaneous vision
above and below the water surface. These species inhabit estuarine and coastal environments
along the northern coast of South America, play an important ecological role in trophic webs,
and have potential as bioindicators of environmental disturbances. However, until now, no
complete mitochondrial genomes had been described for these species. To address this gap, the
present study provides the complete mitochondrial genome characterization of A. anableps and
A. microlepis. Their mitogenomes were assembled, annotated, and characterized with respect
to structural organization, nucleotide composition, and gene content, and subsequently
compared with other representatives of Cyprinodontiformes to investigate their evolutionary
relationships. The resulting data expand the representation of the family Anablepidae in public
databases and provide a valuable genomic resource for future studies on phylogeny,
phylogeography, conservation genetics, and the evolution of mitochondrial genomes in

estuarine fishes.

Keywords: Molecular Genetics; Mitogenomes; NGS; Estuaries; Four-eyed fish.
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CAPITULO I



1. INTRODUCAO GERAL

1.1 A importancia do genoma mitocondrial em estudos evolutivos

As mitocondrias sdo organelas responsaveis pela maior parte da produgao de energia
nas células eucaridticas por meio da fosforilagdo oxidativa (Nunnari; Suomalainen, 2012;
Spinelli; Haigis, 2018). Além da produ¢do de ATP, as mitocondrias participam de processos
fundamentais, como a regulacao da apoptose, o metabolismo de lipidios, a homeostase do calcio
intracelular e a geragdao de espécies reativas de oxigénio, desempenhando papel essencial na
manuten¢do da fisiologia celular (Nunnari; Suomalainen, 2012; Spinelli; Haigis, 2018).

Outra caracteristica inica das mitocondrias ¢ a presenca de um genoma proprio,
denominado DNA mitocondrial (mtDNA), cuja organizagao ¢ altamente conservada na maioria
dos vertebrados (Miya et al, 2013; Satoh et al., 2016). Esse genoma corresponde a uma
molécula circular de dupla fita, com aproximadamente 16 a 17 kb, composta por 37 genes,
sendo 13 genes codificadores de proteinas envolvidos na cadeia respiratoria, 22 genes
transportadores de RNA (tRNAs), dois genes ribossomicos (12S e 16S rRNA) e uma regido
controle rica em elementos regulatdrios associados a replicag@o e a transcri¢cdo (Boore, 2006;
Miya et al., 2013). Em peixes teledsteos, essa arquitetura ¢ amplamente conservada, embora
variacdes na ordem génica e na organizagdo estrutural tenham sido registradas em diferentes
linhagens, fornecendo importantes informagdes sobre sua historia evolutiva (Satoh et al., 2016).

Comparado ao genoma nuclear, o DNA mitocondrial apresenta caracteristicas que o
tornam especialmente util em estudos evolutivos, como: a heranga predominantemente
materna; a auséncia ou reduzida ocorréncia de recombinagdo; o elevado numero de copias por
célula; e uma taxa de substituicao nucleotidica geralmente superior a do DNA nuclear que
favorece a recuperacdo de sinais evolutivos em diferentes escalas temporais (Avise, 2000;
Galtier et al., 2009). Essas propriedades fizeram do mtDNA um dos conjuntos de marcadores
moleculares mais utilizados em estudos de sistematica, filogenia, filogeografia, genética de
populagdes, delimitagdo de espécies e biologia da conservagao, permitindo inferir padrdes de
diversificacdo, conectividade populacional e processos historicos responsaveis pela distribui¢ao
da biodiversidade (Avise, 2000; Ballard; Whitlock, 2004).

Nas ultimas duas décadas, o desenvolvimento das tecnologias de Sequenciamento de
Nova Geracao (Next-Generation Sequencing/NGS) revolucionou os estudos gendmicos ao
permitir a obtencao rapida e econdmica de milhdes de sequéncias de DNA simultaneamente
(Goodwin; McPherson; McCombie, 2016; Mardis, 2017). Essa mudanca reduziu

significativamente os custos de sequenciamento e tornou possivel obter genomas mitocondriais



completos de modo pratico e rapido, ampliando consideravelmente a disponibilidade de dados
mitogendmicos para organismos ndo modelo (Goodwin; McPherson; McCombie, 2016;
Heather; Chain, 2016). Associado ao avango de ferramentas bioinformaticas especificas para
montagem, anotacao e validacdo de genomas mitocondriais, 0 NGS passou a desempenhar
papel central na caracterizacdo da diversidade gendmica de diferentes grupos de vertebrados
(Bernt et al., 2013; Afgan et al., 2018).

Com esse crescente nimero de mitogenomas disponiveis em bases publicas, tornou-se
possivel realizar andlises comparativas cada vez mais robustas, envolvendo composi¢ao
nucleotidica, uso preferencial de cddons, organizagdo génica, regides nao codificadoras e
padrdes de rearranjos génicos (Satoh et al., 2016; Li et al., 2024). Essas informagdes tém
contribuido para esclarecer relagdes filogenéticas controversas, identificar marcadores
moleculares diagndsticos e compreender mecanismos associados a evolucdo dos genomas
mitocondriais em diferentes grupos taxondmicos (Miya; Nishida, 2015; Satoh et al., 2016).

Apesar do expressivo avanco da mitogendmica nos ultimos anos, muitas linhagens de
peixes neotropicais ainda permanecem subamostradas quanto a disponibilidade de genomas
mitocondriais completos. Essa lacuna limita comparagdes evolutivas mais abrangentes e reduz
a disponibilidade de marcadores moleculares para estudos filogenéticos e populacionais. Nesse
contexto, a montagem e a caracterizacdo de novos mitogenomas representam uma importante
fonte de informagdes para a compreensao da evolugdo molecular, da organizacdo gendmica e
da diversificacdo das espécies, além de fornecerem uma base para investigagdes em genética

evolutiva, taxonomia e conservacao (Miya; Nishida, 2015; Li et al., 2024).

1.2 Mitogen6mica em peixes e na ordem Cyprinodontiformes

Os peixes representam o grupo mais diverso entre os vertebrados, compreendendo mais
da metade de todas as espécies viventes descritas (Fricke; Eschmeyer; Van der Laan, 2026).
Dentre eles, os Teleostei constituem a maior radiagdo evolutiva, ocupando praticamente todos
os ambientes aquaticos e exibindo ampla diversidade morfoldgica, fisioldgica e ecologica (Near
et al., 2012; Hughes et al., 2018). Essa grande diversificagdo adaptativa tem despertado grande
interesse em estudos de sistematica, evolucdo e biogeografia, tornando os peixes um dos
principais modelos para investigacdes filogenéticas baseadas em dados mitogendmicos, que
tém permitido a reconstru¢do das relagdes evolutivas entre linhagens, sendo marcadores mais
informativos do que genes mitocondriais analisados isoladamente (Miya; Nishida, 2015;

Nelson; Grande; Wilson, 2016).
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A organizacdo do genoma mitocondrial dos teledsteos €, em geral, altamente
conservada, apresentando os 37 genes caracteristicos dos vertebrados distribuidos em uma
molécula circular de aproximadamente 16 a 17 kb (Miya et al., 2013; Satoh et al., 2016).
Entretanto, estudos comparativos tém demonstrado que algumas linhagens exibem rearranjos
génicos, duplicagdes, inversdes e modificagdes em regides ndo codificadoras, caracteristicas
que podem representar importantes sinapomorfias e contribuir para o entendimento da evolugao
molecular em peixes (Miya; Nishida, 2015; Li et al, 2024). Além da arquitetura génica,
parametros como composi¢ao nucleotidica, viés no uso de codons, estruturas secundarias de
RNAs transportadores e padrdes de selecao natural também tém sido amplamente empregados
para investigar processos evolutivos em diferentes grupos de Teleostei (Li et al., 2024).

Entre os teledsteos, a ordem Cyprinodontiformes destaca-se por reunir espécies com
grande diversidade ecoldgica e reprodutiva, distribuidas predominantemente em ambientes
dulcicolas, estuarinos e costeiros das regides tropicais e subtropicais (Pohl ez al., 2015). O grupo
compreende organismos adaptados a diferentes condi¢des ambientais, incluindo espécies
anuais, viviparas e eurialinas, que tém sido amplamente utilizados em pesquisas sobre evolugao,
desenvolvimento, ecologia e genética (Reznick et al., 2017). Estudos filogenéticos baseados
em caracteres morfoldgicos e moleculares contribuiram significativamente para o entendimento
das relagdes internas da ordem, embora diversos aspectos de sua historia evolutiva ainda
permaneg¢am em discussdo (Reznick et al., 2017; Helmstetter et al., 2020).

Apesar do crescimento expressivo da disponibilidade de mitogenomas em peixes, a
cobertura taxonomica dentro de Cyprinodontiformes ainda ¢ escassa. Enquanto algumas
familias contam com diversas espécies sequenciadas e caracterizadas, outras permanecem
representadas por poucos ou nenhum genoma mitocondrial completo. Essa limitagdo reduz o
potencial de andlises comparativas envolvendo evolugdo da arquitetura mitocondrial, padrdes
de rearranjos génicos e reconstrugdes filogenéticas mais abrangentes, dificultando a
compreensao dos processos evolutivos responsaveis pela diversificagdo desse importante grupo
de peixes. Estudos recentes ressaltam que a ampliacao da amostragem mitogenomica continua
sendo uma das principais demandas para o avango do conhecimento sobre a evolugdo dos
Cyprinodontiformes (Li et al., 2024; Rodriguez-Machado et al., 2024).

Entre as familias ainda pouco representadas em estudos mitogendmicos destaca-se
Anablepidae, cujos representantes apresentam adaptacdes morfologicas, fisioldgicas e
reprodutivas singulares entre os teledsteos (Watanabe er al., 2014). Embora pesquisas
envolvendo ecologia, reproducdo e genética populacional tenham contribuido para ampliar o

conhecimento sobre essas espécies, informagdes referentes a organizagdo completa de seus
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genomas mitocondriais permanecem escassas (Nascimento; Assun¢do, 2008; Watanabe ef al.,
2014; Mescouto et al., 2023). Essa lacuna limita comparagdes evolutivas com outros
representantes de Cyprinodontiformes e refor¢a a importancia da obtencao e caracterizagao de
novos mitogenomas, especialmente para espécies neotropicais de interesse ecologico e

evolutivo, como Anableps anableps e Anableps microlepis.

1.3 A familia Anablepidae e o género Anableps

A familia Anablepidae ¢ composta atualmente por trés géneros (Anableps, Jenynsia e
Oxyzygonectes) e 19 espécies reconhecidas, distribuidas desde o sul do México até o sudeste
da América do Sul (Fricke; Eschmeyer; Van der Laan, 2026). Embora relativamente pequena
quando comparada a outras familias de Cyprinodontiformes, Anablepidae representa um dos
grupos mais peculiares da ictiofauna neotropical devido as suas adaptacdes morfoldgicas,
fisiologicas e reprodutivas, que refletem a ocupacdo de ambientes costeiros e estuarinos
altamente dinamicos (Nelson; Grande; Wilson, 2016; Fricke; Eschmeyer; Van der Laan, 2026).

Entre os representantes da familia, o género Anableps destaca-se por apresentar
adaptagdes Unicas entre os vertebrados aquaticos e conhecidos popularmente como tralhotos ou
peixes-de-quatro-olhos, denominagdo associada a caracteristica mais marcante do género: a
divisdo horizontal da cornea e da retina, permitindo a formagdo simultanea de imagens acima e
abaixo da superficie da dgua (Perez et al., 2017). O género compreende trés espécies validas:
Anableps dowii (Gill, 1861), distribuida ao longo da costa do Pacifico, desde o sul do México
at¢ a Guatemala, e Anableps anableps (Linnaeus, 1758) e Anableps microlepis (Miiller;
Troschel, 1844), ambas distribuidas na costa atlantica do norte da América do Sul, ocorrendo
desde a Venezuela até o litoral norte brasileiro, especialmente nos estados do Amapa, Para,
Maranhao e Piaui (Nascimento; Assun¢do, 2008; Fricke; Eschmeyer; Van der Laan, 2026).

As espécies do género habitam preferencialmente regides de manguezais, estuarios e
areas costeiras influenciadas pelas marés, sendo consideradas eurialinas por tolerarem amplas
variacoes de salinidade ao longo do ciclo de vida (Nascimento; Assunc¢do, 2008; Mescouto et
al., 2023). Pesquisas realizadas no estuario amazonico mostram que 4. anableps e A. microlepis
vivem frequentemente em simpatria, formando cardumes mistos, embora apresentem
diferencas na utilizacdo dos habitats ao longo do ciclo hidrolégico (Nascimento; Assungao,
2008). Enquanto A. microlepis tende a predominar em periodos de maior salinidade, A.
anableps torna-se mais abundante durante a estagdo chuvosa, quando ocorre maior influéncia

de 4gua doce (Nascimento; Assuncdo, 2008). Essas diferencas sugerem estratégias ecologicas



12

distintas relacionadas a tolerancia ambiental e ao uso dos recursos disponiveis nos estudrios
amazonicos (Nascimento; Assun¢ao, 2008; Mescouto et al., 2023).

Embora ndo apresentem grande importancia comercial, as espécies de Anableps
desempenham relevante papel ecologico nos ecossistemas estuarinos, participando das cadeias
troficas como consumidores de algas, invertebrados bentdnicos e pequenos organismos
aquaticos (Mescouto et al., 2023). Além disso, estudos recentes tém indicado seu potencial
como organismos bioindicadores, uma vez que apresentam elevada fidelidade aos ambientes
estuarinos e respondem as alteragdes provocadas por impactos antropicos, como poluigdo,
expansao urbana, turismo, pesca e degradagao dos manguezais (Figueiredo et al., 2019; Guedes;
Correia, 2021). A captura incidental durante a pesca artesanal, associada as modificacdes
ambientais que vém ocorrendo na costa amazodnica, refor¢ca a necessidade de ampliar o
conhecimento sobre a biologia dessas espécies, fornecendo subsidios para estratégias de
conservagdo ¢ manejo dos ecossistemas costeiros (Figueiredo et al., 2019; Guedes; Correia,
2021; Mescouto et al., 2023).

Nas ultimas décadas, estudos envolvendo marcadores moleculares comegaram a revelar
aspectos importantes da diversidade genética de Anableps. Watanabe et al. (2014), utilizando
sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial, identificaram quatro linhagens
mitocondriais distintas de 4. anableps distribuidas ao longo da costa norte brasileira, sugerindo
que oscilagdes do nivel do mar durante o Pleistoceno, associadas a baixa capacidade de
dispersdo da espécie e ao comportamento residente em estudrios, desempenharam papel
importante na estruturacdo genética das populagdes. Apesar desses avangos, o conhecimento
genomico do grupo permanece bastante limitado, sendo os estudos concentrados em
marcadores mitocondriais parciais, sem informagdes sobre a organizacdo completa dos
genomas mitocondriais.

Nesse contexto, propostas visando a obtencdo e a caracterizagdo dos genomas
mitocondriais completos de A. anableps e A. microlepis representam um avango significativo
para o conhecimento da biologia molecular da familia Anablepidae. Além de ampliar a
disponibilidade de dados gendmicos para um grupo ainda pouco representado em bancos de
dados publicos, essas informacdes poderdo contribuir para estudos filogenéticos,
filogeograficos e taxondmicos, bem como para investigagoes sobre evolucao da arquitetura
mitocondrial, identificacdo de marcadores moleculares e conservagao de espécies estuarinas

neotropicais.
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2. JUSTIFICATIVA

A familia Anablepidae reune espécies que apresentam caracteristicas morfoldgicas,
ecologicas e reprodutivas singulares entre os teledsteos, tornando-se um importante modelo
para investigacdes sobre adaptacdo, evolucdo e diversificagdo em ambientes estuarinos
(Nascimento; Assuncao, 2008; Watanabe et al., 2014). Apesar desse potencial cientifico, o
conhecimento gendmico disponivel para o grupo ainda ¢ limitado quando comparado ao de
outras familias de Cyprinodontiformes, especialmente no que se refere a caracterizacao de
genomas mitocondriais completos. Essa lacuna restringe a realizagdo de analises comparativas
robustas e dificulta a compreensao dos processos evolutivos que moldaram a histoéria da familia.

Com o desenvolvimento das tecnologias de NGS houve um avango significativo na
obtencdo de genomas mitocondriais completos, permitindo a caracterizacdo detalhada da
organizag¢do génica, composi¢do nucleotidica, padrdes de uso de cédons e relagdes filogenéticas
entre diferentes grupos de organismos (Goodwin; McPherson; McCombie, 2016). Em peixes,
esses dados tém contribuido para o refinamento de hipdteses filogenéticas, identificacdo de
linhagens evolutivas, delimitacdo de espécies e desenvolvimento de marcadores moleculares
aplicados a genética de populagdes e a conservagdo (Miya; Nishida, 2015; Satoh et al., 2016).

Embora estudos anteriores tenham investigado aspectos da ecologia, reproducdo e
estrutura genética populacional de Anableps anableps e Anableps microlepis, utilizando
principalmente marcadores mitocondriais (Nascimento; Assunc¢do, 2008; Watanabe et al.,
2014), ainda ndo héa descricdes completas da organizacdo dos genomas mitocondriais.
Considerando que essas espécies habitam ecossistemas costeiros e estuarinos sujeitos a intensa
pressao antropica e desempenham importante papel ecoldgico nesses ambientes, a ampliacao
do conhecimento gendmico torna-se relevante ndo apenas para estudos evolutivos, mas também
para futuras pesquisas voltadas a taxonomia, filogeografia, genética da conservagdo e
monitoramento da biodiversidade.

Dessa forma, este estudo justifica-se por realizar a montagem e a caracterizacdo dos
mitogenomas de 4. anableps e A. microlepis, disponibilizando novos genomas mitocondriais
completos para a familia Anablepidae. Além disso, a obten¢do desses dados ampliardo a
representatividade do grupo em bancos de dados publicos e fornecerdo uma base genomica de
referéncia para estudos comparativos em Cyprinodontiformes, contribuindo para o
entendimento da evolucdo da arquitetura mitocondrial, bem como para futuras investigagdes

em genética de populagdes, filogeografia e conservagao destas espécies estuarinas neotropicais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Sequenciar e caracterizar os genomas mitocondriais completos de A. anableps e A.
microlepis, descrevendo sua organizacdo estrutural e avaliando seu posicionamento

filogenético em relacdo a outros representantes da ordem Cyprinodontiformes.

3.2 Objetivos especificos

e Montar os genomas mitocondriais completos de A. anableps e A. microlepis a partir de
dados de sequenciamento de nova geragao;

e Realizar a anotacdo dos genes mitocondriais, identificando genes codificadores de
proteinas, RNAs transportadores, RNAs ribossomicos e a regido controle;

o Caracterizar a organizagao estrutural dos genomas mitocondriais, incluindo composi¢ao
nucleotidica, contetido génico, uso de codons e demais caracteristicas gendmicas;

o Investigar as relagdes filogenéticas, contribuindo para o entendimento da histéria

evolutiva do género Anableps.
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RESUMO

Os genomas mitocondriais sdo ferramentas importantes na gendmica evolutiva e apresentam
informagdes relevantes para a ecologia e conservagdo das espécies, mas ainda s3o pouco
descritos para diversas linhagens de peixes neotropicais. Este estudo apresenta a
caracterizacdo mitogendmica completa de Anableps anableps e Anableps microlepis, duas
espécies  estuarinas residentes emblematicas da familia Anablepidae, conhecidas
principalmente por sua adapta¢do visual Unica. Utilizando dados obtidos por meio de
Sequenciamento de Nova Geragao (Next-Generation Sequencing, NGS) foi feita a montagem e
andlise comparativa dos mitogenomas a fim de investigar a organizagdo gendmica, a
composicdo de nucleotideos, o uso de codons e as relagdes filogenéticas dentro de
Cyprinodontiformes. Ambas as espécies exibiram a estrutura candnica do mitogenoma de
vertebrados, com genomas circulares (~16,5 kb) contendo 37 genes e uma ordem génica
conservada. Os genomas mostraram um leve viés A+T e o GC-skew negativo (-0,318 e -
0,317, A. anableps e A. microlepis respectivamente) consistente, refletindo a assimetria de fita
tipica em mitogenomas de teledsteos. Apesar da conservagao estrutural geral, foram observadas
diferencas sutis na composi¢ao de nucleotideos e nos padrdes de uso de cédons, particularmente
um maior enriquecimento de citosina em A. microlepis. O viés de uso de cddons foi
amplamente impulsionado pela pressdo mutacional em vez da selecdo adaptativa, com
preferéncia por codons terminados em A ou C. Analises filogenéticas baseadas
em mitogenomas completos da ordem Cyprinodontiformes recuperaram Anableps como um
grupo monofilético, com A. anableps e A. microlepis formando um clado irmdo fortemente
suportado. A familia Anablepidae foi posicionada como um grupo irmao de Poeciliidae,

corroborando hipdteses evolutivas anteriores para a ordem. Essas descobertas preenchem uma
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lacuna critica nos dados mitogendmicos de Anablepidae e fornecem novas informagdes sobre
a evolucdo do genoma mitocondrial, oferecendo dados para futuros estudos filogenéticos e

populacionais em peixes estuarinos.

Palavras-chave: Estrutura gendmica; GenOmica comparativa; Mitogenomas; Peixes

estuarinos; Tralhoto.

1. INTRODUCAO

A ordem Cyprinodontiformes compreende um grupo altamente diverso e
ecologicamente versatil de peixes teledsteos, amplamente distribuidos em regides tropicais e
subtropicais (Nelson; Grande; Wilson, 2016; Morales et al., 2024). Esse clado tem despertado
grande interesse na biologia evolutiva devido a recorrente emergéncia de caracteristicas como
viviparidade, tolerancia a condi¢des ambientais extremas e rapida diversificagdo de linhagens
(Furness et al., 2019). Os representantes da ordem ocupam uma ampla variedade de habitats,
desde ambientes estritamente dulcicolas até sistemas hipersalinos e estuarinos (Watanabe et al.,
2014; Nelson; Grande; Wilson, 2016), tornando-se modelos importantes para investigagdes
sobre adaptacao, diversificacdao e evolugdo em ecossistemas dindmicos.

Dentro de Cyprinodontiformes, a familia Anablepidae representa uma linhagem
pequena, porém biologicamente singular, composta atualmente por trés géneros
viventes: Anableps, Jenynsia e Oxyzygonectes (Nelson; Grande; Wilson, 2016; Amorim; Costa,
2018). Enquanto as espécies de Jenynsia estdo predominantemente associadas a ambientes
dulcicolas do sul da América do Sul, Anableps e Oxyzygonectes habitam principalmente regides
costeiras e  estuarinas  neotropicais. Apesar da baixa riqueza especifica,
os anablepideos apresentam um conjunto notavel de especializa¢des ecoldgicas e morfoldgicas,
tornando o grupo particularmente relevante para estudos evolutivos, sobre adaptacdo e
biogeografia (Amorim; Costa, 2018).

As espécies do género Anableps, popularmente conhecidas como “peixes de quatro-
olhos”, exibem uma das adapta¢des morfologicas mais peculiares entre os vertebrados, que sao
olhos posicionados dorsalmente, com pupilas divididas horizontalmente, permitindo visdao
simultanea nos ambientes aéreo e aquatico (Schwab et al., 2001). Além dessa notavel adaptacao
sensorial, essas espécies apresentam viviparidade, apresentam fecundagao interna mediada por
um gonopodio (estrutura derivada da nadadeira anal) e exibem assimetria sexual relacionada as

estruturas reprodutivas  (Torres-Dowdall et al., 2022). Ecologicamente, espécies
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de Anableps estdo intimamente associadas a ambientes estuarinos sujeitos a intensas variagdes
de salinidade, turbidez e temperatura. Essas caracteristicas, aliadas a auséncia de fase larval
planctonica e ao reduzido potencial de dispersdo, tornam o grupo especialmente interessante
para investigagdes sobre os efeitos da heterogeneidade ambiental na divergéncia evolutiva
(Brenner; Krumme, 2007; Watanabe ef al., 2014).

Na costa norte da América do Sul, particularmente na regido amazoOnica, a
heterogeneidade geomorfoldgica e a intensa descarga de agua doce do rio Amazonas tém sido
apontadas como fatores determinantes na estruturagdo populacional e na divergéncia de
organismos estuarinos (Carvajal-Vallejos et al., 2014; Watanabe et al., 2014). Nesse
contexto, Anableps anableps e Anableps microlepis, distribuidas ao longo da costa atlantica
desde a Venezuela até o norte do Brasil e frequentemente ocorrendo em simpatria, constituem
um modelo particularmente relevante para compreender os efeitos de eventos historicos e
processos ambientais sobre a diversifica¢do de linhagens costeiras.

Essas espécies apresentam diferencas ecoldgicas marcantes, enquanto A. anableps
demonstra maior tolerancia a gradientes de salinidade e maior capacidade de ocupagdo de
ambientes interiores estuarinos, A. microlepis apresenta distribui¢do mais associada a aguas
costeiras salinas. Além disso, estudos recentes tém avaliado o potencial dessas espécies como
bioindicadoras de alteracdes ambientais em ecossistemas estuarinos (Guedes; Correia, 2021).
Isso reforca a necessidade de ampliar o conhecimento gendmico disponivel para o grupo.

Contudo, apesar de sua relevancia ecoldgica e evolutiva, os recursos genéticos
disponiveis para Anablepidae ainda permanecem limitados. Estudos prévios concentraram-se
majoritariamente em fragmentos de genes mitocondriais para inferéncias filogeograficas e
analises populacionais (Watanabe et al., 2014), restringindo a resolucdo das interpretacdes
evolutivas e filogenéticas. Além disso, embora abordagens multilocus tenham contribuido para
o entendimento das relagdes de Anablepidae dentro de Cyprinodontoidei (Amorim; Costa,
2018), ainda persistem incertezas relacionadas a historia de diversificagdo do grupo e as
relagdes evolutivas entre suas linhagens. A auséncia de genomas mitocondriais completos
representa,  portanto, uma  importante lacuna para  estudos  comparativos
e filogendmicos envolvendo a familia.

Os genomas mitocondriais, por sua vez, tém se consolidado como ferramentas
amplamente utilizadas em estudos evolutivos e comparativos devido a sua organizagdo
relativamente conservada, heranga predominantemente materna, elevada taxa de substituicao e
auséncia de recombinacdo (Bernt ef al., 2013). A obtengdo de mitogenomas completos permite

reconstrugoes filogenéticas mais robustas, além de possibilitar analises detalhadas da
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composi¢ao nucleotidica, uso de codons e padrdes de selecao atuando sobre genes codificadores
de proteinas (Sun et al., 2021; Li et al., 2024). Em peixes, abordagens mitogenomicas tém sido
cada vez mais empregadas em estudos de sistemadtica, filogeografia e evolucdo molecular,
contribuindo significativamente para o entendimento da histéria evolutiva de diferentes
linhagens (Satoh et al., 2016).

E valido destacar que dentro da ordem Cyprinodontiformes, diversas familias ja
possuem mitogenomas descritos e utilizados em analises filogenéticas e comparativas,
incluindo Poeciliidae, Cyprinodontidae, Aphaniidae e Rivulidae (Gutiérrez et al.,  2015;
Sung et al., 2016; Ren et al., 2021; Lopez-Solano et al., 2023). Entretanto, até o momento,
nenhum mitogenoma completo havia sido descrito para espécies do género Anableps, limitando
analises evolutivas mais abrangentes dentro da ordem.

Diante disso, o presente estudo descreve os genomas mitocondriais completos de 4.
anableps e A. microlepis obtidos por sequenciamento de nova geragao. Além da caracterizagao
da organizagdo gendmica, composicao de bases e padrdes de uso de cddons, foram investigadas
as relagdes filogenéticas dentro de Cyprinodontoidei com base em dados mitogenomicos.
Dessa forma, ao preencher uma importante lacuna de recursos genomicos para Anablepidae,
este trabalho fornece novos subsidios para a compreensdao da evolu¢do mitocondrial, das

relagdes filogenéticas e da historia evolutiva de peixes estuarinos neotropicais.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras e extracio de DNA

As amostras de tecido muscular de 4. anableps utilizadas neste estudo estdo depositadas
no banco de tecidos do Laboratorio de Evolu¢do (UFPA-Braganca) e foram previamente
analisadas por Watanabe et al. (2014). Por sua vez, as amostras de A. microlepis foram
coletadas, no presente estudo, na Peninsula de Ajuruteua, Braganca, Pard, Brasil (Figura 1B—
C). Todas as amostras foram fixadas em etanol a 95% e armazenadas a —20 °C até a realizagao
das analises moleculares. As amostras foram coletadas sob autorizagao do Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), SISBIO licenga n®. 92817-1 e do
Ministério do Meio Ambiente (MMA) 12773-1.
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Figura 1: (A) Distribuicao geografica de A. anableps e A. microlepis ao longo da costa norte da América do Sul,
com destaque para as areas de ocorréncia registradas para ambas as espécies. A. anableps esta representada em
vermelho e A. microlepis em amarelo. (B) Estado do Para, localizado na regido Norte do Brasil, indicando a area
de coleta dos espécimes utilizada neste estudo. (C) Peninsula de Ajuruteua, municipio de Braganca, Para, Brasil,

destacando os pontos de coleta dos exemplares analisados.

Distribution of Anableps anableps and Anableps microlepis. [F) State of Par, Brazil.
Region where the specimens were collected.

Ajuruteua Peninsula, Braganga - Pa, Brazil,
‘Specimen collection points.

® A anableps
A microlepis

DISTRIBUTION OVERLAP
Both species oceur along the northern
coast of South America, with cxtensive
overlapping distribution in (he eastern
Amazon.

Anableps anableps Anablepy microlepis

i

=—Widesprcad along the northern coast. Widespread along the northern coast.

Fonte: Propria autoria.

A extragdo  do DNA  genOmico foi  realizada  utilizando 0
kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega Corporation, Madison, WI, EUA), seguindo
as recomendacdes do fabricante. A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel
de agarose a 1% corado com GelRed, enquanto a concentragdo e a pureza do material foram
determinadas por fluorometria em Qubit® 2.0 (Thermo Fisher Scientific) e espectrofotometria

em NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), respectivamente.

Sequenciamento e montagem
O DNA quantificado foi padronizado para a concentragdo de 20 ng/uL, sendo entdo

utilizado na constru¢do das bibliotecas genomicas conforme o protocolo padrdo para o DNA
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Prep Tagmentation Kit ~ (Illumina, @ San  Diego, California, = USA),com etapa
de tagmentacao conduzida por 25-30 minutos. O tamanho dos fragmentos foi avaliado em
sistema TapeStation 4200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), seguido da
quantificacdo das bibliotecas.

O sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA,
EUA), empregando o kit NextSeq 1000/2000 P2 (300 ciclos), gerando leituras pareadas de
150 pb e tamanhos de inserto variando entre 459 e 526 pb. O sequenciamento
de A. microlepis toi conduzido no Instituto Vale, Belém - Pa, enquanto do de A. anableps foi
realizado no Instituto de Estudos Costeiros, Braganca - Pa.

A qualidade das reads foram avaliadas com a ferramenta FastQC versdao 0.11.9
(disponivel em https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e para eliminar
adaptadores, bases de baixa qualidade, leituras com escores Phred inferiores a Q20, sequéncias
curtas (<75 pb) e regides com nucleotideos ambiguos foi utilizado o Trimmomatic ver. 0.39
(Bolger; Lohse; Usadel 2014). As montagens dos genomas mitocondriais foram realizadas
utilizando o software NovoPlasty (v.4.3.1) (Dierckxsens; Mardulyn; Smits, 2017), empregando
o gene COI (GenBank: OQ075615.1) como sequéncia semente para a reconstru¢do € o genoma
mitocondrial ndo montando disponivel no GenBank de A. anableps foi usado como referéncia

(GenBank: CM026089.1).

Anotacao e analises dos genomas

A anotacdo dos genomas mitocondriais e as analises das estruturas secundarias dos
genes de RNA transportadores (tRNAs) foram realizadas por meio da plataforma
online MitoAnnotator (http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp; acesso em 27 de novembro de 2025),
do software MITOS2 (Bernt et al., 2013) (https://gitlab.com/Bernt/MITOS/-/tree/mitos2;
acesso em 31 de maio de 2025). A composi¢do nucleotidica (A, T, C e G) e as assimetrias de
bases (AT skew =[A — T]/[A + T] e GC skew =[G — C]/[G + C]), a frequéncia de aminoacidos
e codons e o uso relativo de codons sindnimos (RSCU) foram estimados utilizando o software

MEGA X (Kumar et al., 2018).

Analises filogenéticas

As andlises filogenéticas foram conduzidas com base nas sequéncias dos 13 genes
codificadores de proteinas. Considerando a auséncia de genomas mitocondriais completos
disponiveis para espécies de Anablepidae, foram selecionadas 49 mitogenomas revisados e

curados pelo NCBI da subordem Cyprinodontoidei (Tabela S1), as quais foram analisadas em
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conjunto com os genomas mitocondriais de 4. anableps e A. microlepis obtidos neste estudo,
como grupo externo  foram  selecionados  genomas das  espécies da
subordem Aplocheiloidei (NC032387.1 Kryptolebias hermaphroditus, NC003290.1 Kryptole
bias marmoratus, NCO088550.1 Millerichthys robustus, NC044433.1 Aplocheilus lineatus,
NCO011176.1 Aplocheilus panchax, NC044380.1 Pachypanchax_playfairii).

As sequéncias foram alinhadas individualmente utilizando o software MAFFT v7.313
(Katoh; Standley, 2013) e, posteriormente, concatenadas no SequenceMatrix v1.10 (Vaidya;
Lohman; Meier, 2011). A matriz concatenada foi empregada na inferéncia filogenética por
maxima verossimilhanca (ML) no IQ-TREE v3.0.1 (Nguyen ef al., 2015). O suporte estatistico
dos nos foi estimado por meio de bootstrap ultrarrapido, com 1.000 pseudorreplicagdes, ¢ a
sele¢ao do modelo evolutivo mais adequado para cada parti¢ao foi realizada pelo ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017), integrado ao IQ-TREE.

A inferéncia bayesiana (IB) foi conduzida no MrBayes v3.2.7 (Ronquist et al., 2012), o
modelo de substitui¢ao nucleotidica (GTR + I + G) foi o aplicado, com duas execugdes
independentes de 200 milhdes de geragdes, amostragem a cada 1.000 geracdes e descarte dos
primeiros 25% das amostras como burn-in. A convergéncia das cadeias foi avaliada com base
nos valores de tamanho efetivo de amostra (ESS), utilizando o software Tracer v1.7. A

visualizagdo final foi realizada no (iTOL) v6 (Letunic; Bork, 2024).

3. RESULTADOS

Organizacao e composicio gendmica

A andlise dos genomas mitocondriais de A. anableps € A. microlepis mostrou que seus
comprimentos totais sdo de 16.511 e 16.528 pb (Figura 2), respectivamente, compreendendo
37 genes e uma regido nao codificante. A estrutura ¢ altamente conservada, com os tipos € a
disposi¢do de cada gene em conformidade com a estrutura tipica dos genomas mitocondriais de
vertebrados (Tabela 1).

A maior parte dos genes estd localizada na fita pesada (H), enquanto o gene nad6 e oito
genes de tRNA (trnP, trnS1, trnY, trnC, trnN, trnA e trnQ) estdo codificados na fita leve (L),
padrao igualmente compartilhado entre as duas espécies. A regido controle encontra-se
posicionada entre os genes #rnP e trnF e por meio da andlise dessa regido pelo programa
Tandem Repeats Finder (https://tandem.bu.edu/trf/trf.html), ndo foram verificadas a presenca

de sequéncias repetitivas em nenhuma das espécies.
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Figura 2: Mapas dos genomas mitocondriais completos de 4. anableps e A. microlepis, mostrando os genes

codificadores de proteinas (PCGs), rRNAs, tRNAs e a regido controle. As imagens foram geradas utilizando o

servidor online CGView/Proksee (https://proksee.ca/).

Fonte: Propria autoria.
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Tabela 1: Organizagdo gendmica comparativa dos mitogenomas de A. anableps e A. microlepis. Inicio:Fim

corresponde as posigdes inicial e final de cada gene no mitogenoma, enquanto Comprimento pb indica o

comprimento génico em pares de bases (pb); valores negativos indicam sobreposicdo génica, enquanto valores

positivos representam espagadores intergénicos.

A. anableps A. microlepis
Sobreposiciao Sobreposiciao
Inicio:Fim Coddon de génica e Inicio:Fim Coddon de génica e
Gene Fita (Comprim iniciaciao/ espaco (Comprim iniciacio/ espaco
ento pb) parada intergénico ento pb) parada intergénico
(pb) (pb)
1069:1591 1024:1546
nad6 - (523) ATG/TAA -1 (523) ATG/TAG -1
1591:1660 1546:1615
trnE(ttc) - (70) 2 (70) 1
1663:2803 1617:2757
cob + (1141) ATG/TAA 1 (1141) ATG/TAA 1
2805:2877 2758:2830
trnT(tgt) + (73) -2 (73) -2
2876:2945 2829:2899
trnP(tgg) - (70) 0 1) 0
Control n 2946:3778 0 2900:3748 0
Region (833) (849)
3779:3848 3749:3817
trnF(gaa) + (70) 0 (69) 0
3848:4794 3817:4763
rrnS + (947) -1 (947) -1
4794:4866 4763:4835
trnV(tac) + (73) 21 (73) 22
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4888:6560 4858:6523

rrnl + -2 -1
(1673) (1666)
6559:6633 6523:6597

trnL2(taa) + 0 0
(75) (75)

nadl + 66?93;7508 ATG/TAG 2 65?97;73:;69 ATG/TAA 6
7611:7681 7576:7645

trnl(gat) + -2 -2
(71) (70)
7680:7751 7644:7715

trnQ(ttg) - -2 -2
(72) (72)
7750:7819 7714:7783

trnM(cat) + 0 0
(70) (70)

nad? + 78(11%f§f6 ATG/TAG 3 77(%588)30 ATG/TAG 3
8864:8933 8828:8897

trnW(tca) + 0 0
(70) (70)
8936:9005 8900:8969

trnA(tgc) - 0 0
(70) (70)

vy~ 2095307 s 0w .
9115:9179 9081:9146

trnC(gca) - 0 0
(65) (66)
9180:9251 9147:9218

trnY(gta) - 0 0
(72) (72)

coxl + 925(%1505%0 GTG/TAG 13 9§ 1(?:515057)7 GTG/TAA 14
10820:108 10787:108

trnS2(tga) - 2 2
91 (72) 58 (72)
10894:109 10861:109

trnD(gtc) + 8 8
65 (72) 32(72)

cox2 + 12597(‘6‘:9121)6 ATG/AGA 8 1305%9121)6 ATG/AGA 8
11665:117 11632:117

trnK(ttt) + 0 0
39 (75) 06 (75)
11740:119 11707:118

atp8 + 08 (169) ATG/TAA -11 75(169)  ATGITAA -11
11898:125 11865:125

atp6 + 82 (683 OTGITAA 2 49 (683)  ATG/TAA 2

cox3 + 122%;63)3 ATG/TAG -1 1?2‘:5;;73)3 ATG/TAA -1
13366:134 13333:134

trnG(tcc) + 0 0
38 (73) 05 (73)

nad3 + 1;’;‘3(215123)7 ATG/TAG 3 1;’2‘0(23123)7 ATG/TAG 3
13787:138 13754:138

trnR(tcg) + 0 0
56 (70) 23 (70)
13856:141 13823:141

nad4l + 53008 ATGITAA -8 20 (08 ATG/TAA -8

nad4 + 12471?163'5)5 ATG/AGA 5 ]9‘21 (11335;‘ ATG/AGA 5
15527:155 15494:155

trnH(gtg) + 0 0
96 (70) 63 (70)
15596:156 15563:156

trnS1(gct) + 8 13
64 (69) 31 (69)

TR o Mesl 0

nads + 1 27(‘1‘220(;7 ATG/AGA 0 137(12;10(;2 ATG/AGA 0
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A organizagdo génica mostrou-se conservada entre A. anableps e A. microlepis, nao
sendo detectados eventos de rearranjo. Além disso, os genomas apresentaram elevada
compactacdo, evidenciada pela presenga de multiplas sobreposicdes génicas e curtos
intervalos intergénicos. Foram identificadas 13 sobreposi¢cdoes génicas em cada espécie,
variando de 1 a 11 pb, com destaque para as sobreposi¢des conservadas entre atpS—atp6 (11 pb)
e nad4l-nad4 (8 pb) (Tabela 1). Os intervalos intergénicos sdo predominantemente curtos, em
geral inferiores a 40 pb, sendo os maiores localizados entre trnN—trnC (35 pb em A. anableps

e 37 pb em A. microlepis) e entre trnV—rrnL (21 pb e 22 pb, respectivamente).

Analise da composiciao de nucleotideos

A andlise da composi¢do nucleotidica revelou predominancia de bases A+T em ambas
as espécies, caracterizando um viés positivo para AT. O conteudo de A+T foi de 56,77% em A.
anableps ¢ 53,39% em A. microlepis. De modo geral, as duas espécies apresentaram padroes

composicionais semelhantes, com baixa propor¢do de guanina (14,74% e 15,91%,

respectivamente) e relativo em  citosina, mais  evidente

em A. microlepis (30,71%) (Figura 3A e 3B).

enriquecimento

Figura 3: Caracterizagdo composicional do genoma mitocondrial de A. anableps. (A) Valores de assimetria
nucleotidica das fitas (AT-skew e GC-skew) ao longo do genoma; (B) propor¢do de nucleotideos nos 13 PCGs

mitocondriais; (C) composicdo global de aminoacidos codificados; ¢ (D) frequéncia global das familias de cddons.

Anableps anableps

A Nucleotide asymmetry values of strands along the genome B Nucleotide composition of the 13 protein-coding genes (PCGs)
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Em A. anableps, a composi¢ao nucleotidica foi de A (28,76%), T (28,01%), C (28,49%)
e G (14,74%), enquanto em A. microlepis os valores observados foram A (27,47%), T
(25,92%), C (30,71%) e G (15,91%). Esses resultados refor¢am a predominancia de A+T em
relagdo a G+C em ambos os genomas (Figura 3A e 3B).

Os valores de AT-skew foram positivos nas duas espécies (0,013 em A. anableps ¢
0,029 em A4. microlepis), indicando leve predominancia de adenina sobre timina. Por outro lado,
0 GC-skew apresentou valores negativos (-0,318 e -0,317, respectivamente), refletindo maior
frequéncia de citosina em relagdo a guanina (Figura 2 e Figuras 3A-4A).

A analise por janela deslizante evidenciou variagdes ao longo do genoma para o AT-
skew, com alternancia entre valores positivos e negativos. Em contraste, o0 GC-skew manteve-
se consistentemente negativo ao longo de todo o genoma, apresentando apenas flutuacdes locais

sem inversoes significativas (Figuras 3A e 4A).

Figura 4: Caracterizagdo composicional do genoma mitocondrial de A. microlepis. Valores de assimetria
nucleotidica das fitas (AT-skew e GC-skew) ao longo do genoma; (B) propor¢do de nucleotideos nos
13 PCGs mitocondriais; (C) composi¢ao global de aminoacidos codificados; e (D) frequéncia global das familias

de cddons.

Anableps microlepis

A Nucleotide asymmetry values of strands along the genome B Nucleotide composition of the 13 protein-coding genes (PCGs)
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Fonte: Propria autoria.

Genes codificadores de proteinas e uso de codons
Os 13 genes codificadores de proteinas (PCGs) apresentaram um tamanho total de

11.447 pb e 11.445 pb em A. anableps e A. microlepis respectivamente. Em sua maioria,
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exibiram cdédons de iniciagdo do tipo ATG, com excegdes pontuais em 4. anableps,
onde cox! e atp6 utilizaram o cddon alternativo GTG (Tabela 1). Em relacdo aos coédons de
terminacao, observou-se predominancia de TAA e TAG, além da ocorréncia de AGA (Tabela
1). Adicionalmente, foram identificados eventos de sobreposicao entre PCGs e genes de tRNA
adjacentes, bem como entre atp6 e cox3 em ambas as espécies, refletindo o padrio tipico de
organiza¢do compacta dos genomas mitocondriais de vertebrados.

A composi¢ao nucleotidica dos PCGs revelou padrdes consistentes entre as duas
espécies (Figuras 3B e 4B), com predominancia de adenina (A) e citosina (C) na maioria dos
genes e menor propor¢ao relativa de guanina (G). Esse padrdo ¢ particularmente evidente nos
genes do complexo NADH desidrogenase (nadl-nad5 e nad4l), que apresentaram
enriquecimento em citosina e baixa frequéncia de guanina, em concordancia com o Viés
negativo de GC-skew observado em nivel gendmico.
Comparativamente, A. microlepis apresentou discreto aumento no conteudo de citosina em
relacdo a A. anableps.

Os genes do complexo citocromo ¢ oxidase (cox/—cox3) e cytb exibiram distribui¢do
mais equilibrada entre A, T e C, embora mantendo propor¢des reduzidas de G. Genes de menor
tamanho, como atp8, apresentaram maior variabilidade composicional, com enriquecimento
em adenina, enquanto atp6 mostrou distribuicdo mais homogénea entre as bases. O gene nad6,
localizado na fita leve, destacou-se por apresentar padrao distinto, com menor propor¢ao de
adenina e maior frequéncia de timina e guanina, refletindo a assimetria de fita caracteristica
desse gene.

A andlise da composi¢do de aminoacidos indicou que a leucina foi o aminoacido mais
abundante em ambas as espécies (ocorrendo de 726 em A. anableps e 710 em A. microlepis),
seguida por prolina, serina e treonina, enquanto triptofano, cisteina e 4cido aspartico
apresentaram baixa frequéncia (Figura 3C e 4C). O niimero total de aminoacidos codificados
pelos genes mitocondriais foi de 5.216 em A. anableps ¢ 5.288 em A. microlepis. Pequenas
diferencas interespecificas foram observadas, como um leve aumento na frequéncia de alanina
e glicina em A. microlepis, porém a composicdo proteica geral mostrou-se altamente
conservada. Esse padrao foi consistente com o perfil de uso de cddons (Figura 3D e 4D).

A andlise do uso relativo de cddons sindnimos (Relative Synonymous Codon Usage,
RSCU) revelou padrdes semelhantes entre 4. anableps e A. microlepis (Figura 5), com maior
viés associado a aminoacidos de alta degenerescéncia, como leucina e serina. Para leucina,
cddons como CUA, CUC, CUU e UUA foram mais frequentemente utilizados, enquanto para

serina observou-se predominancia de codons das familias UCN e AGC. Aminoacidos como
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prolina, treonina e alanina também apresentaram vié€s no uso de cédons, com preferéncia por
codons terminados em A ou C. Em contraste, aminoacidos com baixa degenerescéncia, como
metionina e triptofano, apresentaram valores de RSCU proximos de 1, conforme esperado.
Entre os cddons de parada, UAA foi o mais frequentemente utilizado. Comparativamente, A4.
microlepis apresentou leve intensificagdo no uso de cddons ricos em citosina, enquanto A.
anableps exibiu maior frequéncia relativa de cddons terminados em adenina em algumas

familias de aminoacidos.

Figura S: Uso relativo de codons sinonimos (RSCU) nos 13 PCGs de Anableps.

Anableps anableps

Fonte: Propria autoria.
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Gene de RNA de transferéncia (tRNA) e RNA ribossomico (rRNA)

Os 22 genes de RNA transportador (tRNA) foram identificados nos genomas
mitocondriais de A. anableps e A. microlepis, apresentando comprimentos que variaram de 65
a 75 pb em A. anableps e de 66 a 75 pb em A. microlepis. Os maiores genes corresponderam
a trnL2(taa) e trnK(ttt) (75 pb), enquanto trnC(gca) apresentou o menor comprimento (65—
66 pb) (Tabela 1). De modo geral, a maioria dos tRNAs apresentou tamanhos proximos a 70—
73 pb, com pequenas variagdes entre as espécies em genes como trnP e trnF’, sem alteracdes
significativas no padrao global.

A organizacao dos genes de tRNA mostrou-se altamente conservada entre as espécies.
Os genes trnE(ttc), trnP(tgg), trnQ(ttg), trnA(tgc), trnN(gtt), trnC(gca) e trnY(gta) estao
localizados na fita leve (L), enquanto os demais encontram-se na fita pesada (H), padrao tipico
observado em genomas mitocondriais de vertebrados (Tabela 1).

As estruturas secundarias dos tRNAs apresentaram elevado grau de conservagao, com
a maioria dos genes exibindo a conformagdo tipica em trevo (cloverleaf), composta pelos
bragos aceptador, DHU, anticodon e T¥C. Uma excecdo foi observada para o trnS1 (gct), que
ndo apresentou o brago DHU (Figura S1), caracteristica recorrente em mitogenomas de
vertebrados. Além disso, foram identificados pareamentos ndo candnicos (wobble) em
diferentes regides estruturais, especialmente nos bracos aceptador e do anticédon, os quais
podem contribuir para maior flexibilidade estrutural sem comprometer a funcionalidade dessas
moléculas. De modo geral, ndo foram observadas diferengas estruturais relevantes entre as
espécies, indicando alto grau de conservagao.

Os genes ribossomais /25 rRNA (rrnS) e 16S rRNA (rrnl) também apresentaram
organizagao conservada, estando localizados na fita pesada e separados pelo gene trnV(tac). O
gene rrnS apresentou comprimento de 947 pb em ambas as espécies, enquanto rrnL apresentou

1673 pb em A. anableps e 1666 pb em A. microlepis (Tabela 1).

Analises filogenéticas
A andlise filogenética recuperou uma topologia bem resolvida, inferida por meio dos
métodos de ML e BI, cujos resultados foram amplamente congruentes com a maioria dos nos
apresentando elevados valores de suporte estatistico, superiores a 90% de bootstrap € 0.9 de
probabilidade posterior (Figura 6). As espécies de Anableps formaram um clado bem
suportado, inserido dentro de um agrupamento mais amplo de Cyprinodontiformes.
Especificamente, A. anableps e A. microlepis foram recuperadas como espécies irmas,

formando um subclado com alto suporte estatistico, o que reforga sua proximidade evolutiva.
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O clado de Anableps foi posicionado como grupo-irmdo de representantes da

familia Poeciliidae, corroborando a hipotese de que Anablepidae constitui o grupo-irmao
de Poeciliidae dentro das linhagens neotropicais de Cyprinodontoidei.

Os valores de suporte obtidos ao longo da arvore (>90 bootstrap e 0.9 de probabilidade
posterior) indicam alta confiabilidade na recuperacao dos clados, evidenciando a robustez das
inferéncias filogenéticas baseadas em genomas mitocondriais completos. A utilizagdo de
espécies da familia Rivulidae e Aplocheilidae pertencente a subordem Aplocheiloidei, como
grupo externo permitiu o adequado enraizamento da arvore e evidenciou a separacao entre os
clados dentro de Cyprinodontoidei.

Em conjunto, nossos resultados mostram a proximidade filogenética entre Anablepidae

e Poeciliidae, em concordancia com hipdteses evolutivas previamente propostas para o grupo.

Figura 6: Relagoes filogenéticas inferidas para Anablepidae e outros representantes de Cyprinodontiformes com
base no conjunto de dados concatenados de 13 PCGs. A reconstrucdo filogenética foi realizada utilizando os
métodos de Inferéncia Bayesiana (BI) (A) e Maxima Verossimilhanga (ML) (B). Os valores de suporte nos nos
correspondem as probabilidades posteriores para Bl e aos valores de bootstrap para ML, apenas valores >90 sdo
apresentados.

A Maximum Likelihood (ML) B Bayesian Inference (BI)
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4. DISCUSSAO

Caracterizacao e comparacao entre genomas de Anableps

Este estudo apresenta os genomas mitocondriais completos de 4. anableps e A.
microlepis, constituindo a primeira caracterizagdo mitogenomica detalhada para a familia
Anablepidae baseada em dados de NGS. Investigacdes anteriores com este grupo baseavam-se
majoritariamente em marcadores mitocondriais parciais, o que limitava a resolucao de
inferéncias evolutivas mais robustas (Watanabe et al., 2014). Nesse contexto, a
disponibiliza¢do de mitogenomas completos representa um avango significativo para estudos
comparativos e filogenéticos dentro de Cyprinodontiformes.

Os genomas mitocondriais de ambas as espécies apresentaram organizacao tipica de
vertebrados, composta por 13 PCGs, 22 genes de tRNA, dois genes de rRNAs e uma regido
controle. A ordem génica e a distribui¢do entre as fitas foram totalmente conservadas e
consistentes com o padrio descrito para outros representantes de Cyprinodontiformes
(Gutiérrez et al., 2015; Quezada-Romegialli et al., 2016; Lema ef al., 2016; Sung et al., 2016;
Ren et al., 2021). O tamanho gendmico (~16,5 kb) esta dentro da faixa esperada tanto para
peixes teledsteos quanto mais especificamente para Cyprinodontiformes (Lema et al., 2016;
Sung et al., 2016; Ren et al., 2021), refor¢ando a estabilidade estrutural dos mitogenomas nesse
grupo.

A auséncia de rearranjos génicos em Anableps refor¢a o elevado conservadorismo
estrutural observado em mitogenomas de teledsteos. Em peixes, eventos de rearranjo
mitocondrial tendem a ocorrer de maneira pontual e frequentemente estdo associados a
linhagens com taxas evolutivas aceleradas ou historias evolutivas particulares (Tan et al.,
2025). Dessa forma, a manutencdo da ordem génica ancestral em Anableps sugere forte
estabilidade estrutural ao longo da diversificagdo da linhagem.

A presenca de sobreposi¢des génicas e intervalos intergénicos curtos evidencia a
natureza compacta dos genomas mitocondriais de vertebrados, frequentemente associada a
pressoes seletivas por eficiéncia funcional (Yu et al., 2021; Tian et al., 2022). A regido controle,
localizada entre #rnP e trnF, ndo apresentou repeticdes in tandem em nenhuma das espécies.
Embora tais elementos sejam frequentemente relatados em mitogenomas de peixes e possam
estar relacionados a regulacdo da replicacdo e transcrigdo, sua auséncia em Anableps sugere
que tais mecanismos podem depender predominantemente de elementos conservados, em vez
de variacles estruturais associadas a regides repetitivas. De fato, a regido controle em

vertebrados frequentemente contém elementos conservados, como sequéncias associadas ao



35

término da replicacdo (TAS) e blocos conservados (CSBs), que desempenham papel central na
inicia¢do da replicacdo e transcricdo mitocondrial (Bessa-Brito et al., 2026). Assim, a auséncia
de repeticoes in tandem em Anableps, podem refletir em uma maior estabilidade evolutiva da
regido controle ou uma caracteristica especifica da linhagem.

A composi¢do nucleotidica revelou um claro viés para A+T em ambas as espécies,
caracteristica amplamente observada em genomas mitocondriais de vertebrados (Qin et al.,
2024; Balcazar et al., 2026). Os valores positivos de AT-skew indicam uma leve predominancia
de adenina em relagdo a timina, enquanto os valores negativos de GC-skew refletem maior
frequéncia de citosina em relagdo a guanina (Balcazar et al, 2026). Essa assimetria
composicional ¢ geralmente associada ao mecanismo de replicagdo assimétrica do DNA
mitocondrial, no qual a exposi¢do diferencial das fitas as condi¢des mutagénicas resulta em
desequilibrios na frequéncia de nucleotideos (Yu et al., 2021; Li et al., 2024).

A deplecgdo acentuada de guanina, especialmente nos genes codificadores de proteinas,
refor¢a o papel predominante de pressdes mutacionais na conformagado da composi¢ao de bases
(Yuet al.,, 2021; Li et al., 2024). As pequenas diferencas observadas entre as espécies, como o
maior conteudo de citosina em A. microlepis, provavelmente refletem dinamicas mutacionais

especificas de linhagem, e ndo processos adaptativos marcantes a nivel gendmico.

Uso de codons, pressoes seletivas e variabilidade molecular

Os genes codificadores de proteinas apresentaram, em sua maioria, codons de inicia¢ao
do tipo ATG, com ocorréncias pontuais do codon alternativo GTG, padrao ja descrito em outros
mitogenomas de Cyprinodontiformes (Lema ef al., 2016; Sung ef al., 2016; Ren ef al., 2021).
Os codons de terminacao foram predominantemente TAA ¢ TAG, em concordancia com o
padrao tipico de expressdo génica mitocondrial (Qi et al., 2026).

A andlise do uso de cddons revelou preferéncia por cddons terminados em A ou C,
refletindo o viés composicional do genoma e sendo consistente com as restricoes impostas pela
assimetria das fitas (Li et al., 2024). Os valores de RSCU indicam que o viés mutacional exerce
papel central na determinacdo do uso de codons. No entanto, ndo se pode descartar
completamente a influéncia de selecdo translacional, uma vez que diferengas no uso de codons
entre espécies marinhas e eurialinas tem sido associadas a selecdo por maior efici€éncia
traducional em contextos ambientais especificos (Uddin; Chakraborty, 2017; Sebastian;
Sukumaran; Gopalakrishnan, 2022). Contudo, embora as espécies de Anableps analisadas
ocupem distintos ambientes, essa possivel influéncia deve ser interpretada com cautela, dado o

predominio do viés mutacional observado.
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Conservacio estrutural de tRNAs e rRNAs

Os genes de tRNA apresentaram alto grau de conservacgado estrutural, com a maioria
exibindo a conformacdo tipica em folha de trevo. A auséncia do braco DHU no #nS1 foi
observada em ambas as espécies, padrdo amplamente reportado em mitogenomas de
vertebrados e que ndo compromete a funcionalidade dessas moléculas, uma vez que estruturas
alternativas podem garantir o reconhecimento pelas aminoacil-tRNA sintetases mitocondriais
(Fiteha; Magdy, 2022). A presenca de pareamentos nao candnicos (wobble) em diferentes
regides estruturais sugere maior flexibilidade molecular, caracteristica comum em tRNAs
mitocondriais (Qi et al., 2026). Essa plasticidade estrutural ¢ considerada uma adaptagao tipica
dos tRNAs mitocondriais, permitindo a manuten¢ao da funcionalidade mesmo diante de
simplificagdes estruturais, em um contexto de genoma altamente compacto (Li et al., 2025;
Qiet al, 2026).

Os genes ribossomais (r7nS e rrnl) também apresentaram organizagdo conservada,
reforgando seu papel essencial na traducdo mitocondrial. A elevada conservagdao desses
elementos reflete fortes restrigdes funcionais, uma vez que alteracdes estruturais podem
comprometer diretamente a eficiéncia do processo de sintese proteica e metabolismo

mitocondrial (Hori; Engel; Kobayashi, 2023).

Implicacoes filogenéticas e contexto evolutivo de Anablepidae

A analise filogenética baseada em genomas mitocondriais completos para as duas
espécies de Anablepidae preenche uma lacuna relevante dentro de Cyprinodontiformes, uma
vez que diversas outras familias da ordem, como Poeciliidae, Cyprinodontidae, Aphaniidae e
Rivulidae, j4 possuem mitogenomas descritos e andlises filogenéticas conduzidas nesse nivel
taxonomico (Gutiérrez et al., 2015; Fast; Rakestraw; Sandel, 2023; Lopez-Solano et al., 2023).
Nesse contexto, a obtengdo dos mitogenomas completos para essas espécies representa uma
contribuicao significativa para a compreensao evolutiva do grupo, somando-se ao crescente
nimero de genomas mitocondriais disponiveis para estudos comparativos e filogendmicos em
Cyprinodontiformes.

A reconstrugao filogenética baseada em genomas mitocondriais completos resultou em
uma topologia bem suportada, consistente com hipoteses filogenéticas previamente propostas
com base em dados moleculares multilocus e mitogendmicos para Cyprinodontiformes (Near et

al., 2012; Betancur-R et al., 2013; Hughes et al., 2018).
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O posicionamento de Anablepidae como grupo-irmdo de Poeciliidae estd em
concordancia com estudos prévios (Amorim; Costa, 2018), refor¢cando a afinidade evolutiva
entre essas linhagens dentro de Cyprinodontoidei. Essa relagcdo pode estar associada a processos
histéricos que moldaram a diversificagdo de linhagens neotropicais, incluindo eventos
paleogeograficos como transgressdes marinhas e a dindmica de ambientes costeiros e
estuarinos (Amorim; Costa, 2018; Sferco et al, 2018; Sfercoet al, 2021; Rodriguez-
Machado et al., 2023; Morales et al., 2024).

Em relacdo a Anablepidae, a diferenciagdo genética entre A. anableps
e A. microlepis pode estar relacionada a dindmica histérica dos ambientes estuarinos ao longo
da costa norte da América do Sul (Watanabe et al., 2014). Estudos anteriores identificaram
linhagens mitocondriais distintas em Anableps, associadas a oscilagdes do nivel do mar durante
o Pleistoceno-Holoceno e a complexidade geomorfoldgica dos sistemas estuarinos, que podem
atuar como barreiras ou facilitadores do fluxo génico (Watanabe et al., 2014). Esses processos
podem ter contribuido tanto para a divergéncia intra quanto interespecifica dentro do género.

Apesar da alta resolucdo proporcionada pelos genomas mitocondriais completos, ¢é
importante reconhecer suas limitagdes. O DNA mitocondrial constitui um tnico lécus herdado
maternalmente e, portanto, pode ndo refletir integralmente a histdria evolutiva das espécies.
Processos como introgressao, hibridizacdo e reten¢do incompleta de linhagens podem gerar
discordancias entre sinais genealogicos. Nesse contexto, a integracao de dados nucleares torna-
se essencial para validar e refinar as relagdes filogenéticas aqui propostas, uma vez que
marcadores multilocus s30 menos suscetiveis a vieses associados a heranca uniparental e
permitem uma reconstru¢cao mais robusta da historia evolutiva.

Em geral, este estudo amplia os recursos gendmicos disponiveis
para Cyprinodontiformes e preenche uma lacuna critica para Anablepidae. Ao fornecer os
estes mitogenomas completos para a familia, estabelece uma base solida para futuros estudos
comparativos, filogenéticos e populacionais. Assim, este trabalho nao apenas reforca hipoteses
previamente estabelecidas para Anablepidae, como também amplia o entendimento das
relagdes evolutivas dentro de Cyprinodontiformes, destacando a importancia da incorporagao

de dados mitogendmicos em estudos filogenéticos do grupo.
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5. CONCLUSOES

Este estudo apresenta novos genomas mitocondriais completos para espécies da familia
Anablepidae, ampliando significativamente os recursos gendmicos disponiveis para
Cyprinodontiformes. Os resultados revelam um alto grau de conservagdo estrutural, com
organiza¢do génica tipica de vertebrados, forte viés para A+T e padrdes consistentes de
assimetria nucleotidica. Os padroes de uso de codons foram majoritariamente explicados pelo
viés mutacional, embora a possivel influéncia de fatores ecologicos ndao possa ser
completamente descartada.

A reconstrucao filogenética baseada em genomas mitocondriais completos, com os 13
PCGs concatenados e inferidas por Maxima Verossimilhanga e Inferéncia Bayesiana,
confirmou a proximidade evolutiva entre Anablepidae e Poeciliidae. Esses achados reforcam
hipdteses evolutivas previamente propostas para o grupo e destacam a utilidade de dados
mitogendmicos na resolucao de relagdes filogenéticas em peixes teledsteos.

A elevada conservagdo na organizac¢do génica, na composicao nucleotidica e no uso de
codons entre as duas espécies corrobora sua proximidade evolutiva e fornece um referencial
molecular solido para futuros estudos de filogeografia, taxonomia integrativa e evolucao
mitocondrial em Cyprinodontiformes, contribuindo para o entendimento da diversidade

genética de peixes em ambientes costeiros e estuarinos da regido neotropical.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura S1: Estruturas secundarias dos 22 genes de RNA de transferéncia (tRNA) mitocondrial de Anableps.

Anableps anableps

Anableps microlepis

trna

Fonte: Autor (2026).
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1. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho atingiu todos os objetivos propostos, resultando na caracterizagao
completa dos genomas mitocondriais de Anableps anableps e Anableps microlepis. A
montagem, anotacao e caracterizagdo dos mitogenomas permitiram descrever sua organizacao
estrutural, composi¢do nucleotidica, contetido génico e padrdes de uso de codons, ampliando o
conhecimento gendmico sobre a familia Anablepidae.

Os mitogenomas de ambas as espécies apresentaram a organizacdo tipica dos
vertebrados, composta por 37 genes e uma regido controle, com elevada conservacao na ordem
génica e na distribui¢do dos genes entre as fitas, corroborando o padrao previamente descrito
para representantes de Cyprinodontiformes. Além disso, a composi¢do nucleotidica revelou
predominancia de A+T e caracteristicas estruturais semelhantes entre as duas espécies,
evidenciando a conservagdo evolutiva de seus genomas mitocondriais.

As andlises filogenéticas, baseadas nos genomas mitocondriais completos, confirmaram
a proximidade evolutiva entre as familias Anablepidae e Poeciliidae, reforcando hipoteses
previamente propostas para a ordem Cyprinodontiformes. Dessa forma, os resultados obtidos
demonstram o potencial dos mitogenomas completos como fonte de informagdes para estudos
filogenéticos e evolutivos.

Por fim, os dados gerados ampliam a representatividade da familia Anablepidaec em
bancos de dados publicos e constituem uma importante base para futuras pesquisas em
filogenia, gendmica comparativa, genética da conservacdo e evolugdo de peixes estuarinos.
Além disso, este estudo reforca a eficiéncia das tecnologias de Sequenciamento de Nova
Geragdo e das ferramentas bioinformaticas na obtengdo e caracterizagdo de genomas
mitocondriais completos, contribuindo para o avanco do conhecimento sobre a biodiversidade

genética dos peixes neotropicais.
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