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Selecdo divergente do gene LWS entre ciclideos neotropicais e africanos

RESUMO

Cichlidae apresenta grande diversificacdo ecomorfoldgica, tanto nos grandes lagos africanos
quanto nas regides neotropicais. Por utilizarem amplamente a viséo para alimentacdo, selecdo
sexual, além de influenciar em outras caracteristicas comportamentais, € necessario a
obtencgéo de dados moleculares que tratem a respeito da evolugéo de genes que expressam 0s
pigmentos visuais. Dentre esses genes, o responsavel por absorver os comprimentos longos de
onda de luz (Long Wavelenght Sensitive, LWS) é um dos mais utilizados estudos evolutivos,
por apresentar maior variacdo. Verificou-se os codons sob selecdo de fragmentos parciais da
sequéncia codificadora do gene LWS comparando ciclideos neotropicais e africanos, além de
estimar a taxa de variacdo desse gene em ciclideos neotropicais e correlaciona-la a variagdo
do gene mitocondrial da Subunidade | da Citocromo ¢ Oxidase (COIl). Fragmentos parciais
dos genes LWS e COI de ciclideos neotropicais foram sequenciados e sequéncias de espécies
de ciclideos africanos foram obtidas no GenBank. Identificou-se a selecdo divergente entre 0s
dois grupos, neotropical e africano, além de diferentes taxas de variacdo do gene LWS entre os
diferentes clados neotropicais, com base nas estimativas temporais prévias. Os resultados
contribuem para o entendimento da evolugdo molecular do sistema visual de ciclideos
neotropicais, uma vez que sitios-chave da proteina LWS estdo sob sele¢do no grupo, além de
possivelmente caracteristicas ecomorfologicas implicarem na taxa de variacao do gene LWS.

Palavras-chave: Sistema visual. Proteinas opsinas. Ecologia. Cichlidae. Evolucdo molecular.



Divergent selection of the LWS between Neotropical and African cichlids

ABSTRACT

Cichlidae presents great ecomorphological diversification, in both African lakes and
Neotropical regions. Because these organisms use the vision for feeding, sexual selection, as
well influencing other behavioural characteristics, it is important obtaining molecular data
about the evolution of the genes which expresses visual pigments. Among these genes, the
long-wavelength sensitive (LWS) gene it is important for evolutionary studies, because your
great variation. So was observed the codons under selection using partial fragments of the
codifying sequence of the LWS gene, comparing Neotropical and African cichlids, besides
estimate the rate variation of this gene in Neotropical group and correlate this to the variation
of the mitochondrial gene COI. Partial fragments of the genes LWS and COI of the
Neotropical cichlids were sequenced, and sequences of the African species were obtained
from GenBank. It was possible to detect the divergent selection between them, Neotropical
and African cichlids, besides different rate variation of the LWS gene among different
Neotropical clade, considering previous temporal divergence. The results obtained contribute
to the understand of the molecular evolution in the visual system of the Neotropical cichlids,
once key-sites of the LWS protein are under selection in this group, and possibly
ecomorphological characteristic imply the rate variation of the LWS gene.

Keywords: Visual system. Opsin proteins. Ecology. Cichlidae. Molecular evolution.
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1 INTRODUCAO GERAL

Cichlidae encontra-se dispersa pelo globo e suas espécies estdo amplamente distribuidas
nos continentes Americanos, apresentando exemplos de radiacdo adaptativa nesses
locais, assim como no continente africano (LOpez-Fernandez et al., 2005; Willis et al.,
2007; Musilova et al., 2008). Como o grupo usa amplamente a visao para alimentacéo e
reconhecimento intra e interespecifico, & importante o estudo do sistema visual desses
organismos e o desenvolvimento de pesquisas sobre os genes relacionados a visdo
(Terakita, 2005; Trezise & Collin, 2005; Fabrin et al., 2016), que também sdo
considerados genes candidatos para a diversificacdo desse grupo (Brawand et al., 2014).

Os pigmentos visuais sao formados por diferentes proteinas opsinas, cada uma
delas capaz de absorver um comprimento de onda de luz especifico (Schwanzara, 1967;
Bowmaker, 1995), mas poucos estudos foram realizados utilizando os ciclideos
neotropicais como modelo (Weadick et al., 2012; Schott et al., 2014; Fabrin et al., 2017;
Hauser et al., 2017; Harer et al. 2018).

Os genes nucleares que expressam 0s pigmentos visuais fazem parte da
superfamilia de receptores acoplados a proteina G (Bowmaker, 1995). Dentre esses
genes, 0 que apresenta a maior variacao é o0 que expressa 0 pigmento visual responsavel
por absorver os comprimentos longos de onda de luz (Long-Wavelenght Sensitive, LWS)
(Yokoyama, 2008), sendo objeto de varios estudos (Terai et al., 2002; Seehausen et al.
2008; Miyagi et al.,, 2012). Considerando os habitats aquaticos em ambientes
neotropicais, que apresentam variagdo das caracteristicas associada a transparéncia da
agua (Ribeiro et al., 2004) os ciclideos neotropicais tornam-se um modelo interessante,
por existir uma forte associacdo entre a variagdo molecular desses genes e o ambiente

gue os organismos habitam (Yokoyama, 2008).
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O objetivo deste estudo foi obter sequéncias dos genes da Subunidade | da
Citocromo ¢ Oxidase (COI) e LWS de espécies de ciclideos neotropicais, e estimar quais
codons do gene LWS estdo sob selecdo ao comparar um grupo de ciclideos neotropicais
com espécies de ciclideos africanos. Assim como obter a taxa de variacdo do gene LWS
em ciclideos neotropicais, com base em estimativas de tempo prévias para os diferentes
grupos neotropicais e variacdo do gene COI, por este apresentar uma taxa constante de
variacdo para 0s peixes 0sseos (Bermingham et al., 1997; Pereira et al., 2013). Sendo
assim, se faz importante estudos da evolucdo dos genes que expressam proteinas
relacionadas aos pigmentos visuais, por contribuir para o entendimento da historia

evolutiva deste grupo.
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2 SELECAO POSITIVA DIVERGENTE DO GENE LWS ENTRE CICLIDEOS

NEOTROPICAIS E AFRICANOS

RESUMO

Cichlidae é constituida de peixes tele6steos com uma grande diversidade de formas,
coloracdes e comportamentos. O grupo usa amplamente a visdo para reconhecimento
interespecifico, alimentacdo e selecdo de habitat, sendo seu comportamento sensivel a
alteracdes das condicdes foticas. Assim, considerando que o grupo de ciclideos
neotropicais estd submetido a diversos tipos de habitats aquéticos, estudos sobre a
variacdo molecular de genes gue expressem pigmentos visuais seriam importantes para
a compreensao da histdria evolutiva do grupo. Dentre esses, 0 gene (Long-wavelenght
sensitive — LWS) é o0 que apresenta a maior variacdo. Assim, o objetivo deste estudo foi
estimar os codons sob selecdo no grupo de ciclideos neotropicais, e compara-los com
espécies de ciclideos africanos. Trechos parciais do gene LWS foram sequenciados,
compreendendo os éxons 2 ao 5, e foram analisados em diversos modelos de selecdo de
codons. Foi possivel observar a divergéncia quanto aos cddons selecionados,
comparando os grupos neotropical e africano. Além disso, um dos cinco sitios-chave da
proteina LWS esta sob selecdo positiva em ambos os grupos. Esse trabalho contribui
com novas informacgBes a respeito da evolucdo do sistema visual em ciclideos
neotropicais, além de trazer estimativas do comprimento de onda de luz maximo

absorvido por essa proteina para as espécies estudadas.

Palavras-chave: opsina; FUBAR; codeml; Crenicichla; sistema visual; evolucao.



19

2 DIVERGENT POSITIVE SELECTION OF THE LWS GENE BETWEEN

NEOTROPICAL AND AFRICAN CICHLIDS

ABSTRACT

Cichlidae’s fish present great morphological, coloration and behavioral diversity. This
group uses the vision for interspecific recognition, feeding and habitat selection, and
your behavior depends of photic conditions. Thus, as Neotropical cichlids are submitted
to different aquatic habitats, are necessary studies on the molecular variation of the
genes responsible by the expression of the visual pigments. The LWS gene presents
higher variation. So, the aim of this study was to estimate the codons under selection in
the Neotropical cichlids group, and to compare them with African cichlids species,
considering the LWS gene. Partial fragments of the LWS gene were sequenced, covering
the exons 2 to 5, which were analyzed using different models of codon selection. It was
possible observe the divergence between them, Neotropical and African groups. Beside
this, one of the five key-sites of the LWS protein is under positive selection in both
groups. This study contributes with novel data about the evolution of the visual system
in Neotropical cichlids and bring the estimative of the maximum wavelength absorbed

by this protein for the analyzed species.

Keywords: opsin; FUBAR; codeml; Crenicichla; visual system; evolution.
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2.1 INTRODUCAO

Cichlidae constitui uma familia de peixes tele6steos com uma grande diversidade de
formas, coloracbes e comportamentos. Esta familia encontra-se dispersa pelo globo nos
continentes Africano e Asiatico, Madagascar, e regides neotropicais. Os ciclideos
Neotropicais estdo amplamente distribuidos nos continentes Americanos, apresentando
exemplos de radiacdo adaptativa (Lopez-Fernandez et al., 2005; Willis et al., 2007;
Musilova et al., 2008), assim como os ciclideos Africanos (Elmer & Reggio, 2009;
Brawand et al., 2014).

O grupo usa amplamente a visdo para reconhecimento interespecifico (Miyagi et
al., 2012), alimentacédo (Parry et al., 2005) e selecdo de habitat (Carleton, 2009), sendo
seu comportamento sensivel a alteracdes das condicBes fdticas e espectrais (Kroger,
2003). Dada a importancia dessa caracteristica, uma das formas de se estudar o sistema
visual desses organismos é o desenvolvimento de pesquisas sobre 0s genes relacionados
a visdo, especificamente os genes que expressam 0s pigmentos visuais (Terakita, 2005;
Trezise & Collin, 2005; Fabrin et al., 2016), sendo, inclusive, considerados genes
candidatos para a diversificacdo dos ciclideos (Brawand et al., 2014).

Os pigmentos visuais sdo formados por cromdéforos retinais (aldeidos de
vitamina A) ligados as proteinas opsinas, cada uma delas capaz de absorver um
comprimento de onda de luz especifico (Schwanzara, 1967; Bowmaker, 1995). Nos
ciclideos Africanos sdo encontrados oito genes opsinas, correspondendo a sete cone
opsinas (SWS1, SWS2A, SWS2B, RH2A«, RH2AS, RHA2B e LWS), responsaveis pela
visdo de cores, que absorvem do comprimento de onda de luz ultravioleta ao vermelho,
e um gene (RH1), responsavel pela visdo escotdpica (Spady et al., 2005; Carleton et al.,

2010).
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Estudos desses genes com espécies de ciclideos Neotropicais iniciaram-se com
analises moleculares para a espécie Crenicichla frenata, (Weadick et al., 2012).
Posteriormente, também foi evidenciada evolucdo divergente entre as espécies de
ciclideos Africanos e Neotropicais para 0 gene RH1 (Schott et al., 2014; Hauser et al.,
2017), assim como para o gene LWS (Fabrin et al., 2017). A adaptagédo do sistema visual
de espécies de ciclideos Neotropicais também foi estudada (Escobar-Camacho et al.,
2017), bem como a adaptacdo molecular (Harer et al., 2018).

Como os habitats aquaticos dos ambientes neotropicais apresentam alteracdes
limnoldgicas, como a variagdo da luminosidade e turbidez, que sdo caracteristicas
associadas a transparéncia da agua (Ribeiro et al., 2004), é importante o estudo da
variacdo desses genes em espécies de ciclideos neotropicais, uma vez que as regides
polimorficas em ciclideos neotropicais parecem ndo sobrepor-se as dos ciclideos
africanos (Schott et al., 2014; Fabrin et al., 2017), existindo uma forte associacdo entre
os tipos de pigmentos visuais € 0 ambiente que esses organismos habitam (Yokoyama,
2008).

Uma forma mais sensivel de alteracdo do comprimento de onda de luz absorvido
seriam mutacdes nas sequéncias de DNA que acarretam mudancas aminoacidicas na
proteina codificada (Carleton, 2009; Carleton et al., 2016). Assim, uma das maneiras de
se verificar modificagdes no sistema visual destes organismos é a quantificacdo da
expressao destes genes, que € influenciada tanto por mecanismos genéticos quanto
ambientais (Smith et al., 2011). Porém, também ¢é importante o estudo da evolugdo
molecular das sequéncias codificadoras desses genes, pois altera¢cbes em sitios-chave
das proteinas opsinas podem acarretar em sensiveis modificagdes no comprimento de

onda de luz absorvido por determinado pigmento visual (Yokoyama, 2008).
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Desta maneira, € levantada a hipdtese da selecdo divergente ao serem
comparados ciclideos africanos e neotropicais. O objetivo deste trabalho foi identificar
alteracbes do gene opsina LWS em sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas de
ciclideos neotropicais e compara-los aqueles obtidos em sequéncias do gene LWS de
ciclideos africanos, disponibilizadas em bancos de dados publicos, considerando os
cinco sitios-chave para alteracdes do espectro de absorcdo dessa proteina (Yokoyama,

2008).

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Coleta do material

Foi obtido material de 11 espécies de ciclideos neotropicais, compreendendo 7 géneros,
(Tabela 1) de diversos locais do Brasil e paises vizinhos. Todos os espécimes utilizados
estdo depositados em coleces ictiologicas. Os espécimes de ciclideos neotropicais
utilizados foram obtidos por meio de coletas do Programa Ecolégico de Longa Duracgéo
(PELD) (22°47" S; 53°19” W) — CNPq sitio 06 da Universidade Estadual de Maringa
(protocolo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal nimero CEUA 123/2010).
Amostras de tecido muscular também foram obtidas por meio da colecdo do Museu de
Ictiologia da Universidade Estadual de Maringd (UEM), e da colecdo ictiologica da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUC-RS). Todas as amostras
foram armazenadas em etanol 96% e mantidas em freezer -20 °C até a extracdo de

DNA.



Tabela 1. Espécies de ciclideos utilizadas neste estudo.
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Referéncia GenBank Localidade Espécie
Este trabalho - Alto Rio Parana (PR) Astronotus ocellatus
Escobar-Camacho et al. (2017) KX382916 Rio Negro (AM) Astronotus ocellatus
Escobar-Camacho et al. (2017) KX382918 Rio Negro (AM) Pterophyllum scalare
Escobar-Camacho et al. (2017) KX382920 Rio Negro (AM) Symphysodon. discus
m Este trabalho - Rio Acaray (Paraguai) Cichlasoma pusillum
Z Este trabalho - Alto Rio Parana (PR) Crenicichla britskii
®) Weadick et al. (2012) JN990732  Rio Aripo (Trinidad e Tobago) Crenicichla frenata
% Este trabalho - Alto Rio Parana (PR) Crenicichla haroldoi
o Este trabalho - Bacia do Rio Parana (PR) Crenicichla niederleinii
@) Este trabalho - Alto Rio Parana (PR) Crenicichla sp.
% Este trabalho - Alto Rio Parana (PR) Apistogramma commbrae
Este trabalho - Arroio prala(%cl)as) Castelhanos Geophagus brasiliensis
Este trabalho - Rio Ferreira (RS) Gymnogeophagus gymnogenys
Este trabalho - Arroio linha das Flores (RS) Gymnogeophagus labiatus
Este trabalho - Alto Rio Parand (PR) Satanoperca pappaterra
Halstenberg et al. (2005) AY660540 Lago Tanganyika Astatotilapia burtoni
Spady et al. (2005) AY780517 Lago Malawi Aulonocara hueseri
Spady et al. (2005) AY780514 Lago Malawi Copadichromis borleyi
Spady et al. (2005) AY780521 Lago Malawi Cynotilapia afra
Miyagi et al. (2012) AB667150 Lago Victoria Haplochromi fischeri
Miyagi et al. (2012) AB667117 Lago Victoria Haplochromis sp. ‘macula’
Carleton e Kocher (2001) AF247127 Lago Malawi Labeotropheus fuelleborni
Spady et al. (2005) AY780515 Lago Malawi Labidochromis chisumulae
8 Spady et al. (2005) AY780519 Lago Malawi Lethrinops parvidens
zZ Spady et al. (2005) AY780522 Lago Malawi Maravichromis lateristriga
ZE) Spady et al. (2005) AY780518 Lago Malawi Melanochromis auratus
E Carleton e Kocher (2001) AF247126 Lago Malawi Metriaclima zebra
< Spady et al. (2005) AY780513 Lago Tanganyika Neolamprologus brichardi
Spady et al. (2005) AY780512 Lago Tanganyika Ophthalmatilapia ventralis
Miyagi et al. (2012) AB667135 Lago Victoria Platytaeniodus degeni
Carleton et al. (2005) AY673688 Lago Victoria Pundamilia nyererei
Carleton et al. (2005) AY673689 Lago Victoria Pundamilia pundamilia
Spady et al. (2005) AY780523 Lago Malawi Stigmatochromis modestus
Spady et al. (2005) AY780516 Lago Tanganyika Tropheus duboisi
Spady et al. (2005) AY780520 Lago Malawi Tyrannochromis maculatus
Miyagi et al. (2012) AB667126 Lago Victoria Yssichromis pyrrhocephalus

2.2.2 Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento

A extracdo de DNA dos espécimes obtidos foi realizada utilizando os kits Wizard®

Genomic DNA e ReliaPrep™ gDNA da Promega, sequindo as instruc@es do fabricante.

As amostras de DNA obtidas foram quantificadas utilizando a técnica de eletroforese

em gel de agarose a 1%, comparando-se com DNA lambda de concentragéo conhecida.

Posteriormente as amostras de DNA foram armazenadas em freezer -20 °C.

Para a preparacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de cada amostra foi

utilizado Tris-KCI (20 mM Tris-HCI pH 8,4 com 50 mM KCl) (2,50 pl), 1,5 mM MgCl»
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(0,75 ul), 2,5 uM de cada primer (0,40 ul de cada primer), 0,1 mM de cada dNTP (0,25
ul de cada ANTP), 2,5 U de Platinum® Taq DNA polimerase (0,2 ul), agua Milli-Q
(17,75 pl), e a amostra do DNA extraido (2 ul), obtendo um volume final de 25 pl.

Os  primers utilizados para a PCR foram o FI1El (5’-
GCGGTACCATGAAGATACAACAA-3’) e R1E6 (5°- GGATACTTCAGAACCATC
ATC-3"), descritos por Weadick et al. (2012), amplificando parcialmente o gene LWS,
abrangendo do inicio do éxon 1 até o final do éxon 6 do gene (~2100 pb).
Posteriormente os produtos da PCR foram armazenados em freezer -20 °C. O programa
de amplificacdo seguiu o proposto por Fabrin et al. (2017).

As amostras amplificadas foram purificadas segundo Rosenthal et al. (1993)
para 0 sequenciamento, o qual foi realizado em sequenciador automatico.
Posteriormente, foram preparadas com o kit de sequenciamento Big Dye Terminator v3,
seguindo instrucdes do fabricante, no Laboratério Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), na Universidade Estadual de Campinas,

onde o sequenciamento foi realizado na plataforma 3730XL da Applied Biosystems.

2.2.3 Andlises genéticas

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando os programas BioEdit
(Hall, 1999) e MEGA 7 (Kumar et al., 2016), respectivamente. O algoritmo ClustalW
(Thompson et al., 1994) foi utilizado para o alinhamento. O alinhamento das regides
codificadoras seguiu o posicionamento dos sitios do gene rhodopsin RH1 bovino
(Bowmaker, 1995; Hofmann et al., 2009; Smith & Carleton, 2010; Schott et al., 2014).
Os programas MEGA 7 e DnaSP 5 foram utilizados para a caracterizagdo dos
fragmentos obtidos (Librado & Rozas, 2009). Também foram incluidas sequéncias do

gene LWS de 21 espécies de ciclideos africanos e 4 espécies de ciclideos neotropicais,
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disponiveis no Genbank (Tabela 1). No total, foram utilizadas 35 espécies da familia
Cichlidae neste trabalho.

As reconstrucdes filogenéticas consideraram as sequéncias do fragmento parcial
obtido do éxon 2 ao 5 do gene LWS, e seguiram as parti¢cbes e modelos propostos pelo
programa PartitionFinder (Lanfear et al., 2012). Foi utilizado o método estatistico de
maxima verossimilhanca no programa RAXML 8 (Stamatakis, 2014).

Para as analises de selecdo de codons foi utilizado o fragmento parcial do gene
LWS (éxons 2 - 5), sem os introns, compreendendo 870 pb e 290 aminoacidos. Essa
regido foi utilizada por apresentar codons de interesse onde substituicdes ndo-sinénimas
podem provocar alteragdes no comprimento maximo da onda (Amax) de luz absorvido
pela proteina opsina, permitindo a estimativa do Amax para cada espécie estudada
(Yokoyama, 2008).

Foram utilizados os testes implementados no webserver Datamonkey (Delport et
al.,, 2010): FUBAR e FEL. O teste FUBAR (Fast Unconstrained Bayesian
AppRoximation), por sua vez, detecta sitios sob selecdo positiva ou purificadora,
utilizando, também, as taxas dS e dN, porém utiliza um algoritmo Bayesiano para
inferir as taxas e reporta a significancia da selecdo positiva a partir de probabilidade a
posteriori (Murrell et al., 2013). O teste FEL (Fixed Effects Likelihood) infere taxas de
substituicdo sindnimas (dS) e ndo-sinbnimas (dN) a partir de um alinhamento e
filogenia, testando a hipotese de que dN é significativamente superior a dS para os sitios
dos respectivos codons, utilizando um teste de razdo de verossimilhanca (Kosakovsky
Pond & Frost, 2005). Os grupos utilizados foram divididos em ciclideos africanos e
neotropicais.

A funcdo codeml foi implementada no programa pamlX (Xu e Yang, 2013)

também foi utilizada para estimar a variacdo e codons sob selecdo positiva utilizando o
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modelo de sitios aleatdrios, a partir dos modelos M0, Mla, M2a, M7, e M8, para
estimar a taxa w, que corresponde a medida de selecdo natural atuando sobre a proteina,
e presenca de selecdo positiva sobre os codons. Os modelos M0, Ml1a e M2a, sdo Uteis
para comparar a variacdo da taxa w, enquanto M7 e M8 sdo Uteis para teste de selecao
positiva (Yang, 2007). Posteriormente foi utilizada a razdo de maxima verossimilhanca
(LRT) para a escolha do melhor modelo para estimar w e 0s sitios sob selecéo positiva,
considerando a funcdo codeml. Metodologia semelhante foi utilizada por Schott et al.
(2014).

As estimativas do Amax de acordo com as mutacdes do gene LWS obtidas foram
feitas de acordo com o revisado por Yokoyama (2008). Ward et al. (2008) utilizaram
uma metodologia parecida para estimar a absorcdo de Poecilia reticulata. Para estimar
os efeitos na proteina, de acordo com cada sitio sob sele¢do, foi considerada a
cristalografia da rodopsina bovina do banco de dados UniProt (codigo de acesso

P02699).

2.3 RESULTADOS

Foram obtidos fragmentos parciais de 1217 pb para o gene LWS, incluindo éxons e
introns, porém utilizamos somente 0s éxons para nossas analises, obtendo um fragmento
de 870 pb, do éxon 2 ao 5 (codon 22-312). Foram obtidas novas sequéncias de 11
espécies de ciclideos neotropicais para este gene, além de sequéncias de 4 espécies de
ciclideos neotropicais obtidas no Genbank, totalizando 15 espécies neotropicais. Para as
analises utilizamos um total de 35 espécies, considerando as espécies de ciclideos
africanas. As sequéncias utilizadas apresentaram a proporcao de 30,7% (T), 24,4% (C),

20,8% (A), e 24% (G), com taxa de transi¢ao/transversao de 1,27.
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A partir da reconstrucdo génica utilizando o fragmento parcial da sequéncia
codificadora do gene LWS foi possivel obter dois clados distintos separando 0s grupos
neotropical e africano; ambos os clados apresentaram bons valores de suporte (> 70).

Também, as espécies congéneres foram agrupadas em clados monofiléticos para o

grupo neotropical (Figura 1).
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Figura 1. Arvore de méaxima verossimilhanca do fragmento parcial do gene LWS

contendo somente os éxons 2-5 (870 pb); somente os valores de bootstrap acima de 70
sdo apresentados.

Posteriormente, foram realizados os testes de selecdo de codons. O teste de
selecdo FUBAR indicou 28 sitios sob selecdo para o grupo dos ciclideos neotropicais,
dos quais 7 estariam sob sele¢do positiva e 21 sob selecdo negativa. A maioria dos sitios
sob selecdo estimados estdo presentes no éxon 2 (Tabela 2).

Para o grupo de ciclideos africanos o teste de selecdo FUBAR indicou 13 sitios

sob selecdo, 8 sob selegdo positiva e 5 sob sele¢do negativa (Tabela 3). Os éxons 2, 3 e
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4 apresentaram a mesma quantidade de sitios selecionados, mas o éxon 3 teve a maioria
dos sitios sob selecdo positiva. Entre os dois grupos, somente dois sitios sob selecdo se
sobrepuseram, um sob selecdo negativa (sitio 98), e outro sob selecdo positiva (sitio
164). Considerando o teste FUBAR o0s cicideos neotropicais tiveram mais do que o
dobro de sitios selecionados para o fragmento do gene LWS utilizado quando

comparados com o grupo de ciclideos africanos.

Tabela 2. Sitios sob selecdo para o grupo de ciclideos neotropicais de acordo com o
teste FUBAR (probabilidade a posteriori > 0,90).

BayesFactor

E Sitio o B B-o Prob[o>p] Prob[a<p] [0<B] PSRF Neff
23 33,181 0,484 -32,69 1 0 0 1,001 391,711
27 27,755 0,952 -26,80 0,999 0 0 1 465,807
34 8,914 0,602 -8,31 0,979 0,009 0,012 1,008 190,761
39 0,811 5,698 4,88 0,039 0,927 17,547 1 500,549
46 21,731 0514 -21,21 0,998 0,001 0,001 1,003 308,145
61 6,068 0486  -558 0,945 0,039 0,056 1,004 279,128
62 1473 0,497  -14,23 0,996 0,002 0,003 1,003 319,787
- 63 15439 1,15  -14,28 0,976 0,006 0,008 1,004 270,748
81 0,851 7,156 6,30 0,027 0,942 22,524 1,001 410,344
89 1,016 5,741 4,72 0,051 0,91 14,105 1 533,916
98 9,614 0494  -912 0,901 0,078 0,117 1,008 196
105 39 0,541  -3,35 0,902 0,07 0,104 1,005 245,989
114 12,734 0541  -12,19 0,991 0,004 0,005 1,005 245,832
115 0,991 7,495 6,50 0,03 0,934 19,553 1,003 307,22
132 6,014 0,49 -5,52 0,944 0,039 0,057 1,004 277,538
- 151 31,866 0507  -31,3 1 0 0 1,006 232,106
160 6,579 0,49 -6,08 0,949 0,035 0,051 1,004 278,198
164 0,79 7,811 7,02 0,021 0,954 28,83 1,001 398,069
185 23,269 0,506 -22,76 0,999 0 0 1,002 362,869
213 15,133 0,507 -14,62 0,982 0,011 0,016 1,004 267,17
N 217 0,834 15059 14,22 0,001 0,989 127,91 1,021 97,735
218 0,759 10,427 9,66 0,004 0,981 73,108 1,01 169,749
254 8867 0505  -8,36 0,963 0,025 0,036 1,004 274,949
272 7563 0489  -7,07 0,957 0,029 0,042 1,004 279,269
o 275 6,331 0487 -584 0,948 0,036 0,053 1,004 279,481
277 6,102 0,48  -561 0,945 0,038 0,055 1,004 279,107
284 15 0,468  -14,53 0,983 0,012 0,016 1,005 242,551
293 12,68 0,538 -12,14 0,974 0,017 0,024 1,005 264,8

Obs.: linhas sombreadas indicam sitios sob selecdo positiva, e as ndo sombreadas indicam sitios sob
sele¢do negativa. E = éxon; a = média posterior da taxa de substituicdo sinbnima em cada sitio; § = média
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posterior da taxa de substituicdo ndo-sindnima em cada sitio; PSRF = potencial de escala do fator de
redugdo (valores proximos de 1 indicam convergéncia da cadeia); Neff = tamanho efetivo da amostra.

Tabela 3. Sitios sob selecdo para o grupo de ciclideos africanos de acordo com o teste
FUBAR (probabilidade a posteriori > 0,90).

Sitio  a B B-a Problo>p] Probla<p] Bay[e;f&mr PSRF  Neff
49 1697 14146 1244 0,053 0,917 13,494 0,099 651,659
70 19258 0741 -1851 0,914 0,068 0,088 1,009 184,008
98 43622 0823 -4279 0,999 0 0 0,098 843475
119 1484 13439 1195 0,049 0,022 14,447 0,099 639,001
123 1462 13161 11,69 0,051 0,92 14,062 0,099 613,156
137 17,939 0783 -17,05 0,906 0,075 0,099 1,009 175,958
162 1775 16891 1511 0,042 0,931 16,415 0,098 720,701
164 162 33893 3227 0,004 0,986 88,614 1 528641
184 16663 0,721 -1594 0,902 0,077 0,102 1011 163,783
193 16663 0,705 -1595 0,903 0,076 0,101 1011 161,819
206 1484 13439 1195 0,049 0,022 14,447 0,099 639,001
214 1,983 28497 2651 0,012 0,971 40,377 0,099 594,769
262 1932 17493 1556 0,048 0,924 14,715 0,099 643,602

Obs.: linhas sombreadas indicam sitios sob selecdo positiva, e as ndo sombreadas indicam sitios sob
selecdo negativa. E = éxon; a = média posterior da taxa de substituicdo sinbnima em cada sitio; p = média
posterior da taxa de substituicdo ndo-sinbnima em cada sitio; PSRF = potencial de escala do fator de
reducdo (valores proximos de 1 indicam convergéncia da cadeia); Neff = tamanho efetivo da amostra.

Para o teste FEL, a maioria dos sitios selecionados no grupo neotropical também
foi estimada no éxon 2. O total de sitios selecionados para o grupo foi de 34 sitios, mas
somente 3 estando sob selecdo positiva, e o restante sob sele¢cdo negativa, ou
purificadora (Tabela 4). Para o grupo africano, o teste FEL estimou 14 sitios sob
selecdo, sendo somente um sob selecdo positiva (Tabela 5). De acordo com esse teste,
0s dois grupos compartilham 4 sitios sob selecdo negativa, e um sitio sob selecdo
positiva. Além disso, novamente o grupo neotropical apresentou mais do que o dobro de

sitios sob selecéo, ao ser comparado com o grupo de ciclideos africanos.



Tabela 4. Sitios sob selecdo para o grupo de ciclideos neotropicais de acordo com o

teste FEL (p <0,1).

E Sitio a B B=a LRT p-value
23 15,689 0 3,298 17,024 0
27 13,284 0,733 3,354 9,418 0,002
34 4,133 0 1,997 4,293 0,038
46 12,593 0 2,176 9,889 0,002
61 3,55 0 1,142 4,449 0,035
62 6,319 0 1,781 7,369 0,007
63 6,408 0,874 2,486 3,486 0,062
- 70 3,524 0 0,551 3,659 0,056
97 3,347 0 0,602 3,377 0,066
98 6,253 0 0,683 4,357 0,037
102 4,161 0 0,833 3,134 0,077
105 2,423 0 1,195 2,807 0,094
110 3,75 0 0,731 3,209 0,073
114 6,11 0 1,904 6,65 0,01
132 3,51 0 1,201 4,204 0,04
136 10000 1,827 2,866 5,447 0,02
148 3,741 0 0,759 3,126 0,077
© 151 18,92 0 2,041 12,605 0
160 3,755 0 1,223 4,386 0,036
164 0 4,191 2,319 3,506 0,061
185 11,218 0 2,525 11,142 0,001
195 3,702 0 0,639 3,444 0,063
< 213 9,41 0 1,505 7,105 0,008
217 0 6,151 4,335 4,099 0,043
218 0 4,768 2,881 3,879 0,049
254 5,232 0 1,337 5,295 0,021
261 3,36 0 0,799 2,819 0,093
263 3,561 0 0,695 3,217 0,073
268 3,492 0 0,804 2,879 0,09
o 272 4,209 0 1,203 4,909 0,027
275 3,689 0 1,157 4,555 0,033
277 3,543 0 1,142 4,445 0,035
284 9,105 0 1,161 7,776 0,005
293 7,714 0 1,634 5,949 0,015

30

Obs.: linhas sombreadas indicam sitios sob selecdo positiva, e as ndo sombreadas indicam sitios sob
selecdo negativa/purificadora. E = éxon; a = taxa de substitui¢do sindnima em cada sitio; f = taxa de
substituicdo ndo-sinbnima em cada sitio; p = a = taxa estimada sob um modelo neutro;;LRT = teste

estatistico de verossimilhanga da razéo § = a.
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Tabela 5. Sitios sob selecdo para o grupo de ciclideos africanos de acordo com o teste

FEL (p<0,1).

E Sitio a B B=a LRT p-value
31 15,222 0 2,831 3,296 0,069
65 19,074 0 3,366 3,376 0,066

- 70 32,879 0 2,897 4,189 0,041
98 90,452 0 12,967 13,423 0
137 18,017 0 2,668 3,797 0,051

™ 158 11,995 0 2,968 2,744 0,098
164 0 23,901 14,785 3,596 0,058
184 15,264 0 2,348 3,621 0,057

< 193 19,074 0 2,34 4,104 0,043
205 16,293 0 2,68 3,335 0,068
236 15,264 0 2,897 3,187 0,074

o 254 11,995 0 2,968 2,744 0,098
275 13,214 0 2,856 2,865 0,091

307 14,964 0 3,037 2,954 0,086

Obs.: linhas sombreadas indicam sitios sob selecdo positiva, e as ndo sombreadas indicam sitios sob
selecdo negativa/purificadora. E = éxon; a = taxa de substitui¢do sinbnima em cada sitio; f = taxa de
substituicdo ndo-sindnima em cada sitio; B = a = taxa estimada sob um modelo neutro; LRT = teste
estatistico de verossimilhanca da razéo f = o.

Os modelos utilizados no codeml estimaram as taxas de transicdo/transversao e
de substituicdo ndo-sinbnima/sindnima, e o valor w foi quase o dobro para o grupo de

ciclideos africanos quando comparado ao grupo neotropical (Tabela 6).

Tabela 6. Modelos da funcéo codeml e suas respectivas estimativas.

Mod. np InL K olp w1/q @2/®o Nulo LRT  df p
MO 30 -2620,51 181 0,36 - - NA - -
S Mila 31 -2573,80 1,72 0,01 (71,85%) 1 (28,15%) - MO0 94,42 10,0000
£ M2a 33 -2567,16 1,80 0,05(76,78%) 1 (17,28%) 3,1 (5,90%) Mla 1528 20,0004
Zz M7 31 -2575,16 1,68 0,03 0,08 - NA - -
M8 33 -2567,24 181 0,06 0,40 3,04 (10,83%) M7 1784 20,0001
MO 42 -1616,23 2,30 0,62 - - NA - - -
% Mla 43 -1606,32 2,08 0 (61,37%) 1 (38,62%) - MO 20,82 10,0000
2 M2a 45 -1599,65 2,29 0 (65,01%) 1(29,75%) 8,01 (5,22%) Mla 1534 20,0004
I M7 43  -1606,33 2,10 0,005 0,005 - NA - - -
M8 45  -1600,22 2,27 0,005 1,89 3,99(17.69%) M7 1422 20,0008

Obs.: Mod. = modelo; np = nimero de pardmetros; In L = valor de maxima verossimilhan¢a; x =
transicao/transversdo; o = substituicdo ndo-sindbnima/substituicdo sindnima; MO — M2a = proporc¢do de
cada classe de sitios em cada w; M7 e M8, p e q = forma dos pardmetros da distribuicdo beta; LRT =
razdo de méxima verossimilhanga; df = graus de liberdade do modelo; p = valor de significancia ao
comparar modelo nulo e alternativo.

Por fim, os sitios sob selecdo foram compilados e as regides e funcBes na

proteina LWS foram indicadas (Tabela 7).
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Tabela 7. Resumo dos sitios estimados como estando sob selecdo de acordo com o0s
modelos FUBAR (Fb), FEL (F) e M8 BEB (M).

Sitio Mod. Neo Afr Regido Efeito Ref.
23 Fb/F X - TDe
27 Fb/F X - TDe
31 F - X TDe
34 Fb/F X - TDe
36 M X X TDe
39* Fb/M X X TM1
40 M - X TM1
46 Fb/F X - TM1
49M¥ Fb/M X X TM1
55 M X - T™M1 L'ga;?jsos?ﬁoHs ggtgezgg'ces Palczewski et al. (2000)
57 M X - ™1
59 M X X ™1
~ 61 Fb/F X - TM1
5 62 Fo/F X - TDc
3 63 FOlF X - TDc
70 Fb/F - X TDc
81* Fb/M X - TM2
89* Fb/M X - TM2
92 M X - TM2
97 F X - TDe
98 Fb/F X X TDe
102 F X - TDe
105 Fb X - TDe
110 F X - TDe
111 M X - TM3
114 Fb/F X - TM3
115* Fb/M X - TM3
1190 Fb/M - X TM3
123t Fb/M - X TM3
124 M X X TM3
132 Fb/F X - TM3
BI io ibnico envolvi Palczewski et al. (2
135 M i X The n; S;Zt?ili(;ag%%%a ?orr’r?; Ba}acnlfensshi;3 te? aIF (2%2)5;
oM x - T B e o
Q 137 Fb/F - X TDc
‘w 148 F X - TDc
151 Fb/F X - TDc
155 M X X ™4
158 F - X TM4
160 Fb/F X - TM4
162" Fb/M - X TM4
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16 4*H'£€¥ﬁ

Fb/FIM

T™M4

-7 nm Amax (S164A)

Asenjo et al. (1994) e

S Yokoyama (2008)
166¥ M X X T™M4
169 M - X T™M4
172 M X - T™M4
178 M - X TDe
184 Fb/F - X TDe
185 Fb/F X - TDe
193 Fb/F - X TDe
195 F X - TDe
196 M X - TDe
: 201 M X i TDe Ligacéo (lzo?r:gﬁ)metallca PaIcTzsl\:\és;kéte;ﬁI(.z(ggBO) e
zZ 203 M - X TM5
\% 205 F - X TM™5
206" Fb/M - X TM5
209 M X X TM5
213 FoF X - Twms  Proximo a‘r’ei‘i':glde ligagdo  gionkamp et al. (2002)
214" Fb/M - X TM5
217*%  Fb/[FIM X X TM5
218*%* Fb/FIM X X TM5
220 M X - TM5
236 F - X TDc
254 Fb/F X X TM6
259¥ M X X TM6
- 10 nm Amax (Y261F) e Asenjo et al. (1994),
261 F/M X X TM6 préximo ao anel de ligagao Yokoyama (2008) e
retinal Stenkamp et al. (2002)
262" Fb/M - X TM6
263 F X - TM6
% 268 F X - TM6 r;?:\g? 5 Ef!f'xv.ﬁqgaaﬁagi'g Ste%ak'gsaer;g' '(2((2)82)2) e
< chave 269
\UJ 270 M X - TM6 Proximo ao sitio-chave 269 Yokoyama (2008)
272 Fb/F X - TM6
275 Fb/F X X TDe
277 Fb/F X - TDe
284 Fb/F X - TDe
293 Fb/F X - TM7  Proximo ao sitio-chave 292 Yokoyama (2008)
304 M - X T™7
307 F - X T™7

Obs.: linhas sombreadas indicam sitios sob selecdo em comum entre os grupos. Simbolos: * selecdo
positiva FUBAR (Neo); " selecdo positiva FUBAR (Afr); £ selecdo positiva FEL (Neo); € selecdo positiva
FEL (Afr); ¥ selecdo positiva M8 (Neo); ~ selegdo positiva M8 (Afr). TDe = dominio extracelular; TM =
hélice transmembrénica 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7; TDc = dominio citoplasmatico. Alinhamento de acordo com a
rodopsina bovina.
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Considerando todos os modelos utilizados, foram estimados 75 sitios sob selecédo
para os dois grupos para pelo menos um dos modelos; dentre esses, 15 estdo sob selecdo
em ambos os grupos. Apesar disso, 0 mesmo sitio que estd sob selecdo positiva em um
dos grupos, ndo esta sob este tipo de selecdo no outro. Por exemplo, os sitios 217 e 218
estdo sob selecdo positiva para 0 grupo neotropical, mas ndo no grupo africano, o
contrario ndo foi observado. Os ciclideos neotropicais apresentaram 38 sitios sob
selecdo exclusivos do grupo, enquanto os ciclideos africanos apresentaram 22, uma
diferenca de mais de 70%. Ainda, os ciclideos neotropicais apresentaram 10 sitios sob
selecdo positiva, estimado em pelo menos um dos testes utilizados, enquanto os
ciclideos africanos apresentaram 8; destes, 0os dois grupos compartilham somente dois
sitios sob selec¢do positiva. As estimativas do Amax do comprimento de onda de luz para
esse pigmento visual, de acordo com os polimorfismos observados, sdo apresentadas no

Apéndice A.

E particularmente interessante a selecdo positiva para os sitios 217 e 218 para 0s
ciclideos neotropicais e negativa para os ciclideos africanos. Para o sitio 217 o grupo
neotropical apresenta as variagdes 2176, 217A% e 2175, enquanto o grupo africano
apresenta também, além dessas variacdes, 217™™. A maioria dos ciclideos neotropicais
apresenta 2175, e os africanos, 21742, Para o sitio 218 as duas variagdes observadas,
em ambos os grupos, foram 218V e 218" porém a maioria das espécies neotropicais

apresentam 218V?, enquanto as espécies africanas apresentam 218"¢.
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2.4 DISCUSSAO

O fragmento codificador parcial do gene LWS suportou a monofilia dos clados de
ciclideos Neotropicais e Africanos, e 0 mesmo foi observado para o gene RH1 (Lopez-
Fernandez et al., 2010; Schott et al., 2014), porem ndo houve suporte do gene LWS para
os clados das tribos Neotropicais. Fabrin et al. (2017) também demonstraram a
monofilia dos clados Neotropical e Africano anteriormente, apesar disso, nao
consideraram todos 0s sitios-chave para estimar o Amax das espécies amostradas,
utilizando fragmentos parciais que abrangeram do éxon 2 ao 4, com um conjunto de
espécies Neotropicais diferentes das utilizadas neste estudo. Terai et al. (2002) e
Seehausen et al. (2008) também utilizaram o fragmento parcial do gene LWS que
compreende do éxon 2 ao 5 para caracterizar as diferencas genéticas desse gene entre
espeécies de ciclideos Africanos do lago Victoria e inferir a importancia deste gene para
a especiacdo desse grupo, encontrando uma alta variacdo interespecifica desse gene,
assim como variacgdo intraespecifica, respectivamente.

Neste estudo, foi possivel a estimacdo do Amax da proteina opsina LWS, como
feito em trabalhos anteriores (Ward et al., 2008; Watson et al., 2011). Ao serem
estimados 0s Amax das espécies Neotropicais, a maioria apresentou a estimativa de
comprimento de absor¢do de 560 nm, enquanto a maioria das espécies africanas
apresentou a estimativa de comprimento de absor¢cdo de 553 nm. Essas diferencas
possivelmente sdo importantes para a adaptacdo a ambientes com diferentes
luminosidades e até mesmo para a especiagdo de ciclideos (Carleton et al., 2016).
Diferente alelos do gene LWS em fémeas de ciclideos podem, inclusive, ser
relacionados a coloragdo dos machos, uma vez que tenham significado reprodutivo
(Miyagi et al., 2012). Aléem disso, os codons sob selecdo divergiram ao serem

comparados os dois grupos.
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A selecdo divergente entre os ciclideos Neotropicais e Africanos ja foi observada
para os genes RH1 e LWS (Schott et al., 2014; Fabrin et al., 2017). Os resultados obtidos
foram parecidos, porém o sitio-chave 164 foi indicado como estando sob selecéo
positiva para o grupo Neotropical. Anteriormente este sitio ndo havia sido inferido
como estando sob selecdo para este grupo, somente para os ciclideos Africanos (Fabrin
et al., 2017). Este sitio é considerando importante devido a modificacdo do aminoacido
Serina para Alanina acarretar em uma reducdo de 7 nm no espectro de luz absorvido
para essa proteina (Asenjo et al., 1994; Yokoyama, 2008). Todos os testes estimaram
esse codon como estando sob selecdo positiva em ambos os grupos, indicando que a
taxa de substituicdo ndo-sindnima foi significativamente superior a taxa de substitui¢éo
sinbnima. Escobar-Camacho et al. (2017) também demonstraram a importancia de
ambientes da bacia Amazoénica na evolucdo dos pigmentos visuais das espécies P.
scalare, S. discus e A. ocellatus, no qual a substituicio S164A do gene LWS foi
observada, mas nao foi realizado testes de selecao.

Outro sitio-chave estimado como estando sob selecdo pelos modelos FEL e M8
BEB foi 0 261, mas sob selecdo negativa/purificadora. Assim, 0 inverso ocorre, e a taxa
de substituicdo sinbnima € superior a taxa de substituicdo ndo-sinbnima. Este sitio pode
acarretar em uma reducdo de 10 nm no espectro de luz absorvido pela proteina opsina
LWS (Yokoyama, 2008). Apesar de ndo terem sido detectados indicios de sele¢do nos
outros sitios-chave (181, 269 e 292), foi detectada selecdo negativa/purificadora nos
sitios “vizinhos”, somente para o grupo Neotropical. Porém, ndo ha dados na literatura
sobre o significado desses sitios para a estrutura da proteina opsina LWS em ciclideos
neotropicais. Assim como ocorre para 0s sitios 217 e 218, que estdo sob selecdo positiva

para 0 grupo neotropical e negativa para o grupo africano.
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Hérer et al. (2018) também analisaram sequéncias de DNA do gene LWS em
ciclideos neotropicais e estimaram 8 sitios de aminoacidos apresentando variacdes entre
as espécies estudadas. Destes, 7 sitios abrangeram a mesma regido utilizada neste
estudo, dos quais 6 sitios também apresentaram variacdo. Além disso, estimaram,
também, 3 sitios como estando sob selecdo positiva (40, 45 e 217), dentre 0s quais 0
sitio 217 também foi identificado neste trabalho, indicando que apesar de ser um grupo
de diferentes espécies, de outra localidade, este sitio também esta sob selecdo positiva.
Apesar disso, Harer et al. (2018) nédo indicaram o sitio-chave 164 estando sob selecao
positiva.

Além de a selecdo ser divergente entre 0s grupos, os codons sob selecdo positiva
também divergiram entre eles. Neste sentido, devem ser consideradas as caracteristicas
inerentes a cada grupo delimitado nas analises. Uma vez que a quantidade de sitios sob
selecdo estimados para o grupo neotropical foi bastante superior em relacdo ao grupo
africano, deve-se considerar que os ciclideos dos grandes lagos africanos compreendem
um grupo relativamente recente, tendo surgido entre 5 e 2 milhGes de anos (Ma) atras, e
a diversidade de habitats aos quais estdo submetidos abrangerem principalmente
ambientes lacustres (Genner et al., 2007; KobImadller et al., 2011). O grupo neotropical,
por sua vez, pode ser considerado mais antigo, com idade variando entre 17 Ma e 70
Ma, dependendo do grupo e calibragdo considerada (Genner et al., 2007), o que
significaria um tempo maior para que ocorresse a diversificacdo, e justificaria a
quantidade elevada de sitios sob selecdo negativa, uma vez que a quantidade de sitios
sob selecdo positiva é quase a mesma entre os dois grupos, e compartilharem somente
dois sitios (39 e 164).

Ao comparar 0 gene RH1 entre ciclideos neotropicais da América Central e

América do Sul, Hauser et al. (2017) observaram a selecdo positiva divergente entre os
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clados, e que os ciclideos sul-americanos apresentaram ndmero maior de sitios
positivamente selecionados, possivelmente devido a grande quantidade de grupos e,
além disso, ndo perceberam diferencas entre ambientes lénticos e Ibticos, como
previamente (Schott et al., 2014). Assim, deve-se levar em consideracdo que talvez as
divergéncias observadas possam ser explicadas por especializacbes ecomorfologicas,
que podem expandir os nichos visuais (Hauser et al., 2017), a0 mesmo tempo que
também poderiam limita-los.

O gene LWS € um dos que apresentam maior variagdo dentre 0s outros genes
dessa familia (Terai et al., 2002). Mas o valor w, estimado pelos modelos
implementados na funcdo coldeml, de forma geral foi superior para grupo de ciclideos
africanos ao ser comparado com os ciclideos neotropicais, indicando que o grupo
neotropical pode estar sob intensa selecao purificadora, considerando essa proteina. 1sso
faz sentido, considerando as diferencas observadas quanto a idade dos grupos
neotropical e africano (Genner et al., 2007). Dessa forma, uma vez que a linhagem dos
ciclideos neotropicais € mais antiga, esse grupo estaria submetido por mais tempo a
diversas pressoes seletivas, dada a diversidade de habitats em se tratando de regifes
neotropicais (Ribeiro et al., 2004). Isso poderia ter levado a uma maior diversificacdo do
gene LWS, quanto a restricdo da variacdo do mesmo. Assim, uma vez que determinadas
mutacdes foram fixadas, o surgimento de novas variagdes que ndo contribuam para
adaptacdo da espécie seria limitado, desde que continuem ocupando ambientes
semelhantes que ndo exergam novos tipos de pressdes seletivas.

Nao foram delimitados subgrupos para o grupo neotropical, mas Crenicichla
apresentou tanto a variacdo S164, quanto A164 (Apéndice A), para diferentes espécies.
Assim, como ndo foi observada selegéo divergente entre grupos de ciclideos americanos

para 0 gene RH1 quanto aos diferentes ambientes, e a selecéo talvez esteja relacionada
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principalmente as caracteristicas inerentes as espécies (Hauser et al., 2017).
Possivelmente essa variagdo dentro do género seja direcionada por restricoes
ecomorfoldgicas, uma vez que tanto Crenicichla britskii quanto C. haroldoi ocupam o
mesmo tipo de ambiente e apresentam o0s mesmos habitos alimentares (Graca &
Pavanelli, 2007). O mesmo nado foi observado para Gymnogeophagus, porém foram
utilizadas menos espécies.

Ainda, Smith e Carleton (2010) também observaram variacdes para o gene LWS
entre espéecies congéneres, e hipotetizaram que talvez as mesmas permitam
modificacdes espectrais em situacdes em que a expressdo dessas proteinas possa ser
restringida. Seehausen et al. (2008), por sua vez, demonstraram que a selecdo divergente
do gene LWS pode estar relacionada a especiacdo. Ambas as explicacBes poderiam
justificar as variantes observadas para Crenicichla.

Em resumo, foi demonstrada a selecdo divergente do gene LWS para o grupo de
ciclideos neotropicais e africanos, considerando todos os sitios-chave dessa proteina
(Yokoyama, 2008), permitindo também estimativas do Amax. Além disso, a selegdo
positiva também foi divergente entre os grupos analisados, e um dos sitios-chave foi
identificado como estando sob selecdo positiva para ambos os grupos, apesar da intensa
selecdo purificadora para o grupo neotropical. Dessa forma, esse trabalho contribui com
novas informagdes a respeito da evolugdo do sistema visual em ciclideos neotropicais, e

que podem contribuir para explicar a diversificacdo do grupo em trabalhos futuros.
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APENDICE A — Estimativas do Amax (nm) das espécies ciclideos estudadas.

Sitios chave!

11 2 2 2
Grupo Referéncia GenBank  Espécie 6 8 66 9 rotam
4 1 1 9 2
Astronotinae Este trabalho - A. ocellatus S H Y T A 560
Astronotinae Escobar-Camacho et al. (2016) KX382916 A. ocellatus S HYTA 560
Cichlasomatinae Escobar-Camacho et al. (2016) KX382918 p scalare S H YT A 560
Cichlasomatinae Escobar-Camacho et al. (2016) KX382920 s, discus A H Y TA 553
Cichlasomatinae Este trabalho - C. pusillum S H YT A 560
«» Geophaginae Este trabalho - C. britskii S HYTA 560
:S Geophaginae Weadick et al. (2012) IN990732 ¢, frenata S HYTA 560
§ Geophaginae Este trabalho - C. haroldoi A H Y T A 553
§ Geophaginae Este trabalho - C. niederleinii A H Y T A 553
Geophaginae Este trabalho - Crenicichla sp. A H ? T A 553/ -
Geophaginae Este trabalho - A. commbrae A H Y T A 553
Geophaginae Este trabalho - G. brasiliensis A H Y T A 553
Geophaginae Este trabalho - G. gymnogenys S HY TA 560
Geophaginae Este trabalho - G. labiatus S HYTA 560
Geophaginae Este trabalho - S. pappaterra S HY T A 560
Pseudocrenilabrinae Halstenberg et al. (2005) AY660540 A purtoni A H Y TA 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780517 A, hueseri A H Y TA 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780514 . porleyi A HYTA 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780521 . gfra AHET A 543
Pseudocrenilabrinae Miyagi et al. (2012) AB667150 1. fischeri A H Y TA 553
Pseudocrenilabrinae Miyagi et al. (2012) AB667117 4. sp. macula A H Y T A 553
Pseudocrenilabrinae Carleton e Kocher (2001) AF247127 | fuelleborni A H Y TA 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780515 | chisumulae A HYTA 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780519 [, parvidens S HYTA 560
§ Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780522 g, Jateristriga AH Y TA 553
§ Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780518 p1. quratus S HYTA 560
5 Pseudocrenilabrinae Carleton e Kocher (2001) AF247126 p. zebra A H Y TA 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780513 . prichardi S H Y TA 560
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780512 (. ventralis S H Y TA 560
Pseudocrenilabrinae Miyagi et al. (2012) AB667135 p. degeni A HY TA 553
Pseudocrenilabrinae Carleton et al. (2005) AY673688 p, pyererei AHYTA 553
Pseudocrenilabrinae Carleton et al. (2005) AY673689  p. pundamilia A H Y T A 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780523 5. modestus A H Y TA 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780516 T, duboisi A H Y TA 553
Pseudocrenilabrinae Spady et al. (2005) AY780520 T maculatus A H Y TA 553
Pseudocrenilabrinae Miyagi et al. (2012) AB667126 v, pyrrhocephalus A H Y T A 553

1Alinhado de acordo com o gene rhodopsin bovino; para o LWS considerar: 180, 197, 277, 285 e 308,
respectivamente. Estimativas em nm das mutag¢des de acordo com o revisado por Yokoyama (2008).
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3 ATEMPORALIDADE DO GENE LWS EM CICLIDEOS NEOTROPICAIS

RESUMO

Cichlidae compreende peixes que desempenham um importante papel em estudos
evolutivos, e o grupo neotropical tem se tornado objetivo de estudos recentes
envolvendo andlises de genes da familia opsina, que expressam proteinas relacionadas
aos diferentes pigmentos visuais. Dentre esses genes, 0 gene responsavel por absorver
0s comprimentos longos de ondas de luz (Long-wavelenght sensitive — LWS) € um dos
mais estudados. O objetivo deste estudo foi comparar as taxas de substituicdo estimadas
para 0 gene LWS em diferentes grupos de ciclideos neotropicais e correlacionar a
variacdo do gene mitocondrial da subunidade | da Citocromo ¢ oxidase (COI) e LWS
utilizando distancias patristicas. As analises consideraram as correlacdes entre as
distdncias patristicas e taxas de substituicdo estimadas. Foram obtidas sequéncias
parciais dos genes COIl e LWS. Nao foi observada correlacdo entre os dois genes, e
considerando estimativas prévias de tempo de divergéncia para o grupo neotropical,
foram observadas diferentes taxas de substituicdo para a sequéncia codificadora parcial
do gene LWS. Neste sentido, a variacdo da regido codificadora do gene LWS parece ser
limitada por restricGes ecologicas e maior em clados que apresentam altas taxas de
diversificacdo, considerando as diferencas ecoldgicas e morfolégicas que os grupos
possam apresentar. Por fim, os resultados indicam uma possivel inconsisténcia temporal
das mudancas que ocorrem na sequéncia codificadora do gene LWS em espécies de
ciclideos neotropicais, e consequentemente a relevancia desse gene para a diversificagao

do grupo neotropical.

Palavras-chave: Cichlidae; pigmentos visuais; sistema visual; COI.
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3 TIMELESSNESS OF THE LWS GENE IN NEOTROPICAL CICHLIDS

ABSTRACT

Cichlidae comprehends a group of fish that plays an important role in evolutionary
studies, and the Neotropical group has been objective of recent studies involving
molecular analysis of opsin genes family, which express proteins related to the different
visual pigments. Among these genes, the long-wavelength sensitive (LWS) gene is
responsible by the absorption of the long-wavelength spectrum of light, which is one of
the most studied opsin genes. The objective of this study was to compare substitution
rates estimated to the LWS gene in different Neotropical cichlids groups and to correlate
the variation of the Subunit | of the Cytochrome ¢ Oxidase (COI) and LWS using
patristic distances. The analysis considered the correlation of patristic distances and
substitution rates. There were obtained partial sequences of the nuclear LWS gene and
the mitochondrial COIl gene. There was no correlation between the two genes and
considering the divergence time estimated previously were observed different
substitution rates of the partial codifying LWS gene. In this way, the variation of the
LWS gene seems to be limited by ecological restrictions and increased in a clade which
presents high diversification, considering the ecological and morphological differences
among the groups. Finally, our data indicate the temporal inconsistence of the codifying
sequences of the LWS gene in Neotropical cichlids species of our study and the possible

relevance in diversification of this group.

Keywords: Cichlidae; visual pigments; visual system, COI.
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3.1 INTRODUCAO

Cichlidae desempenha um papel importante para estudos evolutivos utilizando
ferramentas moleculares, principalmente os ciclideos africanos (Shaw et al. 2000;
Schwarzer et al. 2009; Baldo et al. 2011). Ciclideos sédo peixes que apresentam grande
diversidade comportamental e morfoldgica (Nelson 2006; Burress 2014), e constituem
um modelo para analises moleculares de genes de importancia ecoldgica, realizados
principalmente nos grandes lagos africanos (Seehausen et al. 2008; Smith et al. 2012b,
a). Além disso, os ciclideos neotropicais tém comecado a ser objetivo, também, de
estudos recentes que envolvem dados e analises moleculares de genes responsaveis por
expressar pigmentos visuais (Fabrin et al. 2017; Torres-Dowdall et al. 2017; Escobar-
Camacho et al. 2017; Harer et al. 2018).

O grupo de genes nucleares responsaveis por expressar 0s pigmentos visuais em
vertebrados faz parte da superfamilia de receptores acoplados a proteina G (Bowmaker
1995), sendo a familia opsina uma das que a compde (Trezise e Collin 2005). Esses
genes sd0 responsaveis por expressar pigmentos visuais que se ligam a cromdforos
retinais, aldeidos de vitamina A, e sdo responsaveis por absorver determinados
comprimentos de onda de luz (Bowmaker 1995; Trezise e Collin 2005). H4, ainda, uma
divisdo quanto as opsinas cone e rod opsinas, 0 primeiro grupo sendo responsavel por
expressar pigmentos que absorverao as cores do espectro de onda de luz, do ultravioleta
ao vermelho, e 0 segundo, pela visdo de baixa luminosidade (Spady et al. 2006; Nagai
etal. 2011).

Dentre os principais genes estudados dessa familia, encontra-se 0 que expressa
0s pigmentos visuais responsaveis por absorverem comprimentos longos de onda de luz

(Long-Wavelenght Sensitive, LWS), com a capacidade de absorcdo de comprimento
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entre 510 nm e 560 nm, variando de acordo com as substituicdes nucleotidicas que a
sequéncia de DNA do gene possa apresentar (Yokoyama 2008). Esse gene é foco de
varios estudos, por ser um dos principais genes da familia opsina sob selecdo (Terai et
al. 2002), alem de sua variacdo poder ser relacionada também a alteracdes
comportamentais em espécies de ciclideos (Seehausen et al. 2008; Miyagi et al. 2012).

O gene LWS também foi testado como marcador molecular para estimar relacdes
de parentesco entre ciclideos Neotropicais, apresentando congruéncia entre as
topologias de trabalhos filogenéticos anteriores (Fabrin et al. 2015). Outro marcador
molecular utilizado para estimar relacdes filogenéticas em peixes neotropicais € 0 gene
mitocondrial da Subunidade | da Citocromo ¢ Oxidase (COIl) (Pereira et al. 2013). O
gene COlI, além de ser Util para reconstrucdo de relacGes evolutivas, também possui uma
taxa constate de variacdo, permitindo inferéncias em relacdo as escalas temporais
(Bermingham et al. 1997). Dessa maneira, a verificacdo da variacdo obtida entre 0s
marcadores moleculares LWS e COI seria util, também, para estimar diferencas na
variacdo do gene LWS nas diferentes espécies ciclideos neotropicais.

Considerando a importancia da proteina LWS, é interessante o estudo da
variacdo da sequéncia de DNA deste gene em ciclideos neotropicais em relacéo a outros
marcadores moleculares utilizados para inferéncia filogenética. Assim, uma das
maneiras de comparar as taxas evolutivas entre genes de uma mesma espécie é a
utilizacdo de regressdes entre distancias patristicas obtidas de arvores
génicas/filogenéticas, possibilitando inferéncias a partir das diferencas obtidas entre as
taxas de substituicdo (Fourment e Gibbs 2006).

O objetivo deste estudo foi (1) o de comparar padrdes de variacdo entre o gene
mitocondrial COIl e do gene nuclear da familia opsina LWS em espécies de ciclideos

neotropicais utilizando distancias patristicas e (2) estimar taxas de substituicdo da
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sequéncia codificadora parcial do gene LWS utilizando tempos de divergéncia estimados
previamente para diferentes grupos de ciclideos neotropicais. A hipotese levantada € a
de que a variacdo das distancias patristicas do gene LWS ndo apresentara correlacédo
com a variagdo do gene COI, indicando uma possivel limitacdo da variacdo deste gene
devido a algum tipo de pressdo que 0 meio exerce sobre um gene que apresenta

importancia ecologica e comportamental em peixes ciclideos.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Amostras, extracdo de DNA, PCR e sequenciamento

Fragmentos de tecido muscular de espécimes de 14 espécies de ciclideos neotropicais
foram obtidas do museu de Ictiologia da Universidade Estadual de Maringa e colecao
ictioldgica da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC-RS). Os
espécimes foram obtidos nas bacias do Parana (estado do Parand), rio Jacui (estado do
Rio Grande do Sul), rio Negro (estado do Tocantins), e rio Acaray (Paraguai). As
espécies, cddigo de depdsito das sequéncias no Genbank, e colecdo de deposito dos
espécimes sdo apresentados na Tabela 1. As espécies africanas Haplochromis fisheri
(cédigo de acesso ao Genbank AB667150 — LWS) e H. burtoni (c4digo de acesso ao
Genbank EU888024 — COI, e NM_001286325 — LWS) foram utilizadas como grupo
externo. Os espécimes obtidos pelo Laboratério de Genética Molecular do Ndcleo de
Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA) da Universidade
Estadual de Maringd foram coletados e eutanasiados seguindo o protocolo 123/2010,
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de

Maringa.
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Tabela 1. Espécies utilizadas neste estudo, cddigo de acesso das sequéncias obtidas no
GenBank, colecdes de depdsito dos especimes (quando disponivel) e seus respectivos
codigos.

Espécie LWS Ccol Colecdo Depésito

Cichla kelberi Este estudo. KT382894  Lab. Genética NUPELIA (LWS) -
Cichla piquiti Este estudo. Este estudo. Lab. Genética NUPELIA -
Cichla monoculus Este estudo. KT382888 Lab. Genética NUPELIA (LWS) -
Gymnogeophagus labiatus Este estudo. Este estudo. Col. Ictiolédgica PUC-RS MCP212429
Gymnogephagus gymnogenys Este estudo. Este estudo. Col. Ictiolégica PUC-RS MCP21487
Astronotus ocellatus Este estudo. Este estudo. Lab. Genética NUPELIA PELD
Satanoperca pappaterra Este estudo. Este estudo. Lab. Genética NUPELIA PELD
Geophagus brasiliensis Este estudo. KP218750  Col. Ictiolégica PUC-RS MCP31493
Cichlasoma pusillum Este estudo. Este estudo. Col. Ictiolégica NUPELIA -
Symphysodon discus KX382920 KU569029 - -
Apistogramma commbrae Este estudo. Este estudo. Col. Ictiologica NUPELIA NUP13463
Crenicichla niederleinii Este estudo. Este estudo. Col. Ictiolégica NUPELIA SFU5846
Crenicichla iguassuensis Este estudo. Este estudo. Col. Ictiolégica NUPELIA T484018
Crenicichla britski Este estudo. Este estudo. Lab. Genética NUPELIA PELD
Crenicichla haroldoi Este estudo. JN988829  Lab. Genética NUPELIA (LWS) PELD
Pterophyllum scalare KX382918 NC 026535 - -

O DNA das amostras foi extraido utilizando-se o kit de extracdo Promega
Wizard® Genomic DNA, seguindo as instrucdes do fabricante, e posteriormente foram
armazenadas em freezer a -20°C e utilizadas para a amplificacdo dos genes utilizados
neste estudo. Para a amplificacdo do gene mitocondrial COI foram utilizados os primers
H7152 (5’-CACCTCAGG GTGTCCGAARAAYCARAA-3’) e L6448-F2 (5°-
TCGACTAATCATAAAGA TATCGGCAC-3), descritos por Ivanova et al. (2007), e
para a amplificagdo do gene nuclear LWS foram utilizados os primers LWS F1E1 (5°-
GCGGTACCATG  AAGATACAACAA-3’) e RIE6 (5- GGATACTT
CAGAACCATCATC-3’), descritos por Weadick et al. (2012). Os programas de
amplificacdo utilizados para os genes COIl e LWS seguiram o proposto por Gasques et
al. (2015) e Fabrin et al. (2015), respectivamente.

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) tiveram volume final de 25 ul (2,5 U
de Tag DNA polimerase, 0,1 mM de cada dNTP, 2,5 uM de cada primer, 1,5 mM de
MgCl, Tris-KClI, e agua Milli-Q). Posteriormente os produtos amplificados foram
purificados (Rosenthal et al. 1993) e sequenciados em sequenciador automatico Applied
Biosystems ABI 3700XL.
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3.2.2 Anélises genéticas

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando os programas BioEdit (Hall
1999) e MEGA 6 (Tamura et al. 2013), considerando o algoritmo de alinhamento
Clustal W (Thompson et al. 1994), respectivamente. Para as analises de saturacdo e
sinal filogenético foi utilizado o programa DAMBE 5 (Xia 2013).

Para as reconstrugdes génicas foi utilizado o método estatistico de méxima
verossimilhanga, utilizando o programa RAXML (Stamatakis 2014), considerando o
algoritmo rapid bootstrap e 1000 reamostragens. O programa PartitionFinder (Lanfear
et al. 2012) foi utilizado para inferir as melhores subparticdes e modelos de substituicéo
para o gene COIl quanto as bases dos cddons e também as melhores particdes entre
introns e éxons para 0 gene LWS, considerando o critério de informacdo bayesiana
(BIC). O programa MEGA 6 também foi utilizado para o célculo das distancias
genéticas utilizando o modelo Kimura-2-parametros (K2P) (Kimura 1980), sele¢do do
melhor modelo de substituicdo aminoacidica e reconstruces génicas aminoacidicas dos
genes utilizados, considerando 1000 reamostragens de bootstrap.

A fim de estimar as taxas de substituicdo nucleotidica da sequéncia codificadora
do gene LWS a cada um milh&o de anos, foram utilizadas estimativas de tempo de
divergéncia previamente estimadas para os diferentes grupos de ciclideos Neotropicais
(Genner et al. 2007; Lopez-Fernandez et al. 2013; McMahan et al. 2013; Friedman et al.
2013). Posteriormente foi utilizada a fungéo baseml, implementada no programa pamiX
(Xu e Yang 2013), para estimar a taxa de substituicdo nucleotidica da sequéncia
codificadora parcial do gene LWS.

Apols as reconstrucbes génicas de ambos o0s marcadores, 0 programa

PATRISTIC v1.0 (Fourment e Gibbs 2006) foi utilizado para analisar a regressao entre
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as distancias patristicas obtidas a partir dos comprimentos dos ramos das arvores de
méaxima verossimilhanca. Foram realizadas as seguintes combinacbes: COI (arvore
génica nucleotidica) vs. COIl (arvore génica aminoacidica); COIl (arvore génica
nucleotidica) vs. LWS (arvore génica nucleotidica, somente éxons); COI (arvore génica
aminoacidica) vs. LWS (arvore génica aminoacidica); COI (arvore génica nucleotidica)

vs. LWS (arvore génica nucleotidica; éxons + introns).

3.3 RESULTADOS

Foram obtidas 14 sequéncias do fragmento parcial do gene nuclear LWS (875 pb)
abrangendo do éxon 2 ao éxon 4 e 11 sequéncias do fragmento parcial do gene
mitocondrial COI (468 pb), totalizando 25 novas sequéncias, que foram utilizadas neste
estudo. As proporcdes de bases dos fragmentos, resultados dos testes de saturacdo e 0s

melhores modelos para as reconstrucdes sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Testes de saturacdo e melhores modelos de substituicdo e partices para 0s

marcadores estudados.

L ocus Proporcéo Saturacéo? PartitionFinder
A C G T Iss Iss.c RAXML
col 0,24 0,29 0,17 0,30 0,236 0,707 1%, 2% 32 (GTR + G)

LWS (e) 0,20 0,23 0,25 0,32 0,072 0,741 12+ 22+ 32 (GTR + G)
LWS(e+i) 0,24 0,21 0,22 0,33 0,144 0,761 e2+e3+e4;,i2+i3(GTR+ Q)
1 Iss < Iss.c corresponde a pouca saturagdo, segundo Xia et al. (2003), sendo Util para inferéncias
filogenéticas. Obs.: e = éxons; i = introns.

Os fragmentos sequenciados ndo apresentaram saturacdo, portanto foram
utilizados para as reconstruces. As distancias geneticas K2P estimadas para 0s
fragmentos do gene LWS contendo somente os exons variaram entre 0,3% e 10% para

os ciclideos neotropicais estudados, porém, considerando os fragmentos contendo o0s
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introns as distancias variaram entre 0,2% e 11%. As matrizes de distancia sdo
apresentadas nas Apéndices B e C. O gene mitocondrial COI apresentou variacdo da
distancia genética K2P entre 1% e 33% para as espécies de ciclideos neotropicais
estudadas (Apéndice D).

As arvores génicas sdo apresentadas nas Figuras 1 e 2. Considerando somente 0s
éxons, 0s ramos nao apresentaram bons suportes (> 70) (Figura 1), 0 mesmo ocorrendo
para a reconstrucdo considerando o fragmento incluindo os introns (Figura 2), apesar de
apresentar mais ramos com altos valores de bootstrap. As diferentes reconstrucdes para
0 gene LWS apresentaram, também, diferentes topologias. Apesar disso, espécies do
mesmo género foram agrupadas corretamente, além da espécie-especificidade dos

fragmentos.

Crenicichla britskif

9 3_|7 Crenicichla iguassucnsis
100 Crenicichla niederleinii

Crenicichla haroldoi

_|: Symphysodon discus
Apistogramma commbrae

Satanoperca pappaterra

—— Pterophyllum scalare

Cichlasoma pusillum

Astronotus ocellatus

Cichla kelberi
99 [ Cichla monoculus
Cichla piquiti

Gymnogeophagus gymnogenys

100

Gymnogeophagus labiatus

Geophagus brasiliensis

—\\———— Haplochromis burtoni

0.02

Figura 1. Arvore génica de méaxima verossimilhanca utilizando o fragmento parcial do
gene LWS, considerando somente os éxons (630 pb). Os suportes dos ramos
correspondem as reamostragens de bootstrap > 70.



161

162
163
164

165

166

167

168

169

170

171

55

— Crenicichla britskii
99

Crenicichla haroldoi

78 Crenicichla iguassuensis
[ P . e
Crenicichla nicderleinii

Apistogranuma commbrac

Satanoperca pappaterra

Geophagus brasilicnsis

{6 — CGymnogeophagus labiatus

— L Gymnogeophagus gymnogenys

Pterophyllum scalare
80

Sympiltysodon discus
— 1 —Ij('ichla&oma pusillum
Astronotus ocellatus
Cichla kelberi
100 [ Cichla monoculus
Cichla piquiti

Y—— Haplochromis fishcri

0.03
Figura 2. Arvore génica de méaxima verossimilhanca utilizando o fragmento parcial do

gene LWS, considerando éxons e introns (875 pb). Os suportes dos ramos correspondem
as reamostragens de bootstrap > 70.

A topologia da reconstrucdo génica (Figura 3) também divergiu em relacdo as
outras duas topologias inferidas para o gene LWS, e apresentou baixos valores de
bootstrap. Posteriormente, também foram obtidas arvores génicas utilizando a
sequéncia de aminoacidos dos fragmentos de DNA utilizados neste estudo (Apéndices E

eF).
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Gymnogeophagus gymnogenys

84 Gymnogeophagus labiatus

Geophagus brasiliensis

— Cichla monoculus
85
Cichla kelberi
70
%31 Cichla piquiti

Astronotus ocellatus

Satanoperca pappaterra

Cichlasoma pusillum

% Crenicichla nicderleinii
- 92 [ Crenicichla iguassuensis
100 Crenicichla haroldoi

Crenicichla britskii

Apistogramma coninbrae

Symphysodon discus

Pterophyllum scalarc
Y— Haplochromis burtoni

02

Figura 3. Arvore génica de méaxima verossimilhanca utilizando o fragmento parcial do
gene COI (468 pb). Os suportes dos ramos correspondem as reamostragens de bootstrap
> 70.

O tempo de divergéncia dos ciclideos neotropicais utilizadas neste estudo
considerou o tempo estimado por Genner et al. (2007), McMahan et al. (2013),
Friedman et al. (2013) (Tabela 3) e Lopez-Fernandez (2013), dependendo do grupo
analizado. Como Lopez-Fernandez et al. (2013) apresentaram estimativas de tempo de
divergéncia para todos 0s grupos na mesma arvore, os resultados baseados em suas
inferéncias sdo apresentados em uma tabela separada (Tabela 4). Posteriormente, 0s
tempos de divergéncia foram utilizados para estimar as taxas de substituicdo da

sequéncia codificadora parcial do gene LWS (Tabelas 3 e 4).



185
186
187
188

189
190
191

192

193
194
195

196
197
198
199
200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

57

Tabela 3. Taxas de substituicdo da sequéncia codificadora parcial do gene LWS
considerando os tempos de divergéncia propostos por Genner et al. (2007), McMahan et

al. (2013) e Friedman et al. 2013.

Idade

Grupo (intervalos)!

Referéncia

Taxa de substituicéo?
(SE)

29,2 (25,5 - 34.8)
35,5 (33,9 - 39,3)
63 (54 - 74)
70,6 (52,8 - 85)
21,3 (16,8 - 23)
61 (40,2 - 80)
52 (40 - 51)

Subfamilia Cichlinae

Geophagini®

Friedman et al, (2013)
Genner et al, (2007)
McMahan et al, (2013)
Genner et al, (2007)
Genner et al, (2007)
Genner et al, (2007)
McMahan et al, (2013)

0,00108257 (0,019976)
0,00089045 (0,016417)
0,00050177 (0,009224)
0,00044776 (0,008226)
0,00150189 (0,016087)
0,00052444 (0,005595)
0,00061520 (0,006568)

L1dade em Ma (minimo — maximo).
2Taxas de substituicdo/Ma.

3 Satanoperca, Apistogramma, Geophagus, Gymnogeophagus, Crenicichla.

Tabela 4. Taxas de substituicdo da sequéncia codificadora parcial do gene LWS
considerando os tempos de divergéncia propostos por Lépez-Fernandez et al. (2013).

Taxa de substituicdo?

Grupo Idade (intervalos)! (SE)
Subfamilia Cichlinae 124,43 (103,6 - 145,76) 0,00025407 (0,004653)
Astronotus + Cichlasomatini + Heroini® 112,36 (92,95 - 133,94) 0,00017841 (0,005477)
Geophagini® 106,82 (88,54 - 125,62) 0,00029949 (0,003187)
Geophagines® 78,67 (63,99 - 95,28) 0,00034207 (0,005602)
Crenicichla 65,38 (50,19 - 79,97) 0,00039613 (0,006082)
Cichla 17,38 (9,19 - 27,49) 0,00009206 (0,075714)
!1dade em Ma (minimo — maximo);
2Taxa de substituicdo/Ma
3 Astronotus, Cichlasoma, Pterophyllum.
4 Satanoperca, Apistogramma, Geophagus, Gymnogeophagus, Crenicichla.
5> Geophagus, Gymnogeophagus.
Independentemente do tempo de divergéncia estimado, Geophagini e

Geophagine apresentaram altas taxas de substituicdo quando comparado com a média

obtida para a subfamilia Cichlinae; e quando comparados Cichla e Crenicichla (Tabela

4), o0 segundo género apresenta uma taxa de substituicdo maior. Aparentemente, ndo ha

relacdo entre tempo de divergéncia e taxa de substitui¢do, considerando os dados desse

estudo, assim como quando sdo comparados 0s grupos Astronotus + Cichlasomatini +

Heroini e Geophagini, no qual a taxa de substituicdo media da sequéncia codificadora

parcial do gene LWS é menor no primeiro grupo, apesar de ele ser mais antigo (112,36

Ma) quando comparado com o segundo (106,82 Ma).
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As distancias patristicas utilizadas nas regressdes lineares para estimar a
correlacdo da variacdo entre os diferentes fragmentos de DNA estudados, foram obtidas

partir das arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca (Figura 4).
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Figura 4. Relagbes das distancias patristicas obtidas a partir das reconstrugdes de
méaxima verossimilhanca para as espécies de ciclideos neotropicais estudadas, utilizando
fragmentos parciais dos genes COIl e LWS. Obs.: a) Distancias patristicas obtidas da
arvore génica COI (nucleotideo) vs. COI (aminoacido); b) Distancias patristicas obtidas
da arvore génica LWS (aminoacido) vs. LWS (nucleotideo); c) Distancias patristicas
obtidas da arvore génica COIl (aminoacido) vs. LWS (aminoéacido); d) Distancias
patristicas obtidas da arvore génica LWS (nucleotideo; éxons) vs. COI (nucleotideo).

Altos valores de correlagdo foram observados para as regressdes obtidas entre as

distancias patristicas aminoacidicas e nucleotidicas obtidas das &arvores génicas dos
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genes COI e LWS (éxons) (Figuras 4a e 4b, respectivamente). O contrario foi observado
nas regressdes entre as distancias patristicas aminoacidicas COI vs. LWS (Figura 4c) e

distancias patristicas nucleotidicas COI vs. LWS (Figura 4d).

3.4 DISCUSSAO

Esta é a primeira tentativa de estimar taxas de substituicdo entre diferentes grupos de
ciclideos considerando a sequéncia codificadora parcial gene LWS. Diferentes genes
apresentam diferentes taxas de substituicdo nucleotidica (King e Jukes 1969).
Dependendo do gene analisado, pode ser considerada uma taxa de substituicdo
constante, que pode implicar numa relacdo temporal ao serem realizadas inferéncias
filogenéticas, sendo Util para o calculo de relégios moleculares e estimativas de tempo
de divergéncia, como ocorre com o gene mitocondrial COIl, ao ser considerado o grupo
de peixes 0sseos (Bermingham et al. 1997; Bromham e Penny 2003). Por outro lado,
outros genes, que estdo relacionados a expressdo de proteinas que impliguem em
caracteristicas comportamentais do organismo e de interesse ecoldgico, como o gene
LWS (Spady et al. 2005; Seehausen et al. 2008; Smith et al. 2012a), podem ndo
apresentar taxa de substituicdo constante e relacionar-se a uma escala temporal (Trezise
e Collin 2005; Spady et al. 2005).

Além do significado ecoldgico do gene nuclear LWS, a avaliacdo do trecho
utilizado neste estudo, ao serem incluidos os introns, foi Gtil, também, para a inferéncia
filogenética de ciclideos neotropicais, como demonstrado por Fabrin et al. (2015),
mantendo a mesma topologia estimada em uma filogenia multi-locus do grupo (Lépez-

Fernandez et al. 2010). Apesar disso, utilizando somente a sequéncia codificadora desse
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gene a topologia é modificada, sendo ineficaz para estabelecer relacbes de parentesco e
reforcando sua relevancia quanto a evolucdo deste gene no grupo.

Ao ser relacionada a variagdo do gene mitocondrial COIl e da sequéncia
codificadora do gene nuclear LWS, ndo foi possivel estabelecer um padrao de correlacédo
entre eles, considerando as distancias patristicas obtidas a partir das inferéncias
filogenéticas de maxima verossimilhanca (Figura 4d). Logo, uma vez que a correlacdo
de distancias patristicas € util para comparacédo das taxas de mutacao de diferentes genes
(Fourment e Gibbs 2006), e os resultados apontarem para um acumulo maior de
mutacdes para a sequéncia parcial do gene mitocondrial COl ao ser comparado com a
sequéncia codificadora do gene nuclear LWS, ha indicios da presenca de pressdes
seletivas as quais este gene poderia estar submetido, pois a correlacdo dessa variagdo
parece ndo seguir uma escala temporal (r = 0,556), ndo acompanhando
proporcionalmente a variacdo do gene mitocondrial COI.

O gene COI apresenta uma taxa constante de variacdo par-a-par por volta de
1,2% a cada um milhdo de anos para peixes 0sseos (Bermingham et al. 1997),
equivalendo a 0,6% de variacdo linhagem-especifica. Porém, utilizando os tempos de
divergéncia estimados (Tabelas 3 e 4) para estimar a variacdo da sequéncia codificadora
parcial do gene LWS, foi possivel observar diferentes taxas de substituicdo dependendo
do grupo de ciclideos neotropicais analisados, variando entre 0,00009206 e 0,00150189
dependendo da calibracdo utilizada. Assim, considerando o tempo de divergéncia da
subfamilia Cichlinae como proposto por Friedman et al. (2013), 29,2 Ma, e a taxa
constante de variagéo do gene COI, seria esperado uma relacdo linear se um gene segue
uma escala temporal, o0 que nédo foi observado (Figura 4d).

As estimativas do tempo de divergéncia dos diversos grupos de ciclideos

neotropicais apresentam varios cenérios possiveis dependendo do método de calibracdo
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considerado para reconstruir a historia evolutiva do grupo. Considerando a
fragmentacdo continental de Gondwana para estimar o tempo de divergéncia de
Cichlidae, a diversificacdo do grupo Neotropical teria ocorrido ha 70,6 Ma (52,8; 85
Ma), e a diversificacdo de Geophagini teria ocorrido por volta de 61 Ma (40,2; 80 Ma)
atras. Entretanto, considerando a calibracdo fdssil, a diversificacdo do grupo
Neotropical teria ocorrido ha 355 Ma (33,9; 39,3 Ma), e a diversificagdo de
Geophaghini ha 21,3 Ma (16,8; 23 Ma) (Genner et al., 2007). Apesar disso, Lopez-
Fernandez et al. (2013) apresentaram diferentes idades para diversos grupos de ciclideos
neotropicais (Tabela 4), assim como Friedman et al. (2013) e McMahan et al. (2013)
(Tabela 3).

Considerando as arvores de maxima verossimilhanca para a sequéncia
codificadora do gene LWS e as estimativas prévias do tempo de divergéncia (Genner et
al. 2007; Lopez-Fernandez et al. 2013; McMahan et al. 2013; Friedman et al. 2013),
houve diferencas para as taxas de substituicdo nucleotidica dos diferentes grupos
analisados (Tabelas 3 e 4). Como Lopez-Fernandez et al. (2013) apresentaram
diferentes estimativas de tempo para todos o0s grupos de ciclideos neotropicais em uma
mesma arvore, sdo discutidos os resultados obtidos a partir de suas estimativas. A taxa
de substituicdo média da sequéncia codificadora parcial do gene LWS foi de 0,02/Ma
considerando as espécies de Cichlinae deste estudo. Apesar disso, as taxas de
substituicdo estimadas para Geopagini foi 0,03/Ma, indicando uma taxa de substitui¢do
maior. O mesmo foi observado quando os tempos de divergéncia inferidos por Genner
et al. (2007) sdo considerados (Tabela 3). Quando Cichla e Crenicichla séo
comparados, Cichla apresenta uma taxa de substituicdo de 0,01/Ma e Crenicichla

apresenta uma taxa de substituicdo de 0,04/Ma (Tabela 4).
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Duas hipoteses podem ser levantadas a respeito das diferencas observadas entre
as taxas de substituicdo das sequéncias codificadoras parciais do gene LWS estimadas
para os diferentes clados. Primeiro, as espécies utilizadas neste estudo pertencentes a
Geophagini, apresentam diferencas ecoldgicas e morfologicas proeminentes entre elas,
como especializacao trofica (Yafe et al. 2002; Lopez-Fernandez et al. 2005; Bastos et al.
2011). Por exemplo, Crenicichla britskii apresenta uma dieta generalista insetivora,
enquanto Crenicichla iguassuensis apresenta uma dieta onivora, mas se alimenta
principalmente de peixes (Gibran et al. 2001; Hahn e Fugi 2008), além disso,
Crenicichla compreende o género de maior diversificacdo dentro do grupo de ciclideos
neotropicais (Kullander et al. 2009).

Assim, enquanto o tamanho do grupo e as diferencas inerentes a cada espécie,
elas poderiam estar submetidas a diversas pressfes seletivas, o que poderia acarretar
numa maior taxa de mutacdo e consequente selecdo, alterando as propriedades
espectrais de absor¢do de luz dessas proteinas por modificacbes nas sequéncias
codificadoras (Schott et al. 2014; Escobar-Camacho et al. 2017) . Essa hipotese faz
sentido a luz do que foi observado para Cichla, que apresentou uma taxa de variagdo
bastante inferior. Isso se daria ao fato de que as espécies desse género sdo bastante
parecidas e apresentam, possivelmente, restricdes funcionais ecoldgicas, ocupando
sempre o papel de predador ao ser inserido numa nova comunidade (Kullander e
Ferreira 2006). Assim, essa taxa seria alterada somente se novas variagdes que
comprometessem a propriedade espectral da proteina surgissem (Yokoyama 2008) e,
além disso, fossem posteriormente selecionadas.

Segundo, Geophagini apresenta uma alta taxa evolutiva quando comparada com
outras subfamilias de ciclideos neotropicais (Farias et al. 1999), assim a elevada taxa de

substituicdo para a sequéncia codificadora parcial do gene LWS corresponderia a uma
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caracteristica inerente ao grupo. Dessa maneira, a hipotese mais bem suportada pelos
dados obtidos seria a primeira, de que a variacdo do gene LWS seria limitada por
restricdes ecologicas e aumentada pela diversificacdo observada nos clados, dada as
diferencas ecoldgicas e morfoldgicas.

Finalmente, estes dados apontam a aparente atemporalidade da variacdo da
sequéncia codificadora parcial do gene nuclear LWS em ciclideos neotropicais. Tal fato
contribui para futuros estudos evolutivos, indicando a possivel importancia dos genes da
familia opsina na evolugdo do sistema visual e na diversificacdo de espécies do grupo,

como apontado em outros trabalhos (Seehausen et al. 2008; Brawand et al. 2014).
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APENDICE B - Distancias genéticas K2P para os fragmentos do gene LWS contendo

somente éxons.

Ac

Gb

Gl

Cn

Ch

Sp

Ci

Cpu

Gg Ck Cp Cm Cb Ao dd

Gb
Gl
Cn
Ch
Sp
Ci
Cpu
Gg
Ck
Cp
Cm
Cb
A0
Sd
Ps

0,05
0,07
0,05
0,07
0,04
0,06
0,06
0,07
0,07
0,07
0,07
0,04
0,05
0,05
0,07

0,06
0,05
0,07
0,02
0,06
0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,02
0,05
0,04

0,07
0,09
0,05
0,08
0,07
0,03
0,05
0,06
0,05
0,07
0,05
0,07
0,06

0,03
0,05
0,02
0,05
0,08
0,07
0,07
0,07
0,03
0,05
0,05
0,07

0,07
0,05
0,08
0,10
0,09
0,09
0,09
0,06
0,07
0,07
0,09

0,07
0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,02
0,04
0,04

0,07
0,08
0,08
0,08
0,08
0,05
0,07
0,07
0,08

0,06
0,05
0,05
0,04
0,05
0,03
0,04
0,04

0,05
0,05
0,05
0,07
0,04
0,07
0,05

0,00
0,00
0,06
0,03
0,06
0,04

0,00

0,06 0,05

0,03 0,03 0,04

0,06 0,06 0,05 0,04
0,04 0,04 0,06 0,03 0,04

Obs.: Cp = C. piquiti; Ck = C. kelberi;

Cm = C. monoculus; Ac = A. commbrae; Cpu = C. pusillum; Ci =
C. iguassuensis; Cn = C. neiderleinii; Ao = A. ocellatus; Cb = C. britskii; Gg = G. gymnogenys; Gl = G.
labiatus; Sp = S. pappaterra; Gb = G. brasiliensis; Sd = S. discus; Ch = C. haroldoi; Ps = P. scalare.

APENDICE C - Distancias genéticas K2P para os fragmentos do gene LWS contendo

éxons e introns.

Ac

Gb

Gl

Cn

Ch

Sp

Ci

Cpu Gg Ck Cp Cm Cb Ao Ps

Sd

0,07
0,09
0,06
0,08
0,04
0,07
0,07
0,09
0,08
0,08
0,08
0,05
0,07
0,09
0,07

0,09
0,06
0,08
0,04
0,07
0,06
0,08
0,07
0,06
0,07
0,06
0,05
0,07
0,07

0,09
0,11
0,07
0,10
0,10
0,03
0,09
0,09
0,09
0,09
0,08
0,09
0,10

0,03
0,05
0,02
0,06
0,10
0,08
0,08
0,08
0,03
0,06
0,09
0,06

0,07
0,04
0,08
0,11
0,10
0,10
0,09
0,05
0,08
0,11
0,08

0,07
0,05
0,07
0,05
0,05
0,05
0,04
0,03
0,06
0,05

0,07
0,10
0,09
0,09
0,09
0,04
0,08
0,10
0,08

0,09
0,06
0,06
0,05
0,06
0,04
0,05
0,04

0,08
0,08
0,08
0,09
0,07
0,09
0,10

0,00
0,00
0,07
0,05
0,06
0,07

0,00

0,07 0,07

0,05 0,05 0,06

0,07 0,07 0,09 0,06
0,07 0,07 0,06 0,06 0,06

Obs.: Cp = C. piquiti; Ck = C. kelberi;

Cm = C. monoculus; Ac = A. commbrae; Cpu = C. pusillum; Ci =
C. iguassuensis; Cn = C. neiderleinii; Ao = A. ocellatus; Cb = C. britskii; Gg = G. gymnogenys; Gl = G.
labiatus; Sp = S. pappaterra; Gb = G. brasiliensis; Sd = S. discus; Ch = C. haroldoi; Ps = P. scalare.
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APENDICE D - Distancias genéticas K2P para os fragmentos do gene COlI.

Cp

Ck Cm Ac

Cpu

Ci

Ch Ao Ch Gg Gl

Sp _Gb Sd_Ch

Ck
Cm
Ac
Cpu
Ci
Cn
Ao
Chb
Gg
Gl
Sp
Gb
Sd
Ch
Ps

0,01
0,06
0,27
0,16
0,33
0,32
0,14
0,27
0,19
0,19
0,18
0,20
0,17
0,31
0,20

0,05
0,28
0,17
0,32
0,32
0,15
0,27
0,19
0,18
0,19
0,20
0,18
0,31
0,20

0,30
0,18
0,29
0,29
0,15
0,25
0,18
0,18
0,19
0,20
0,16
0,28
0,18

0,25
0,32
0,33
0,31
0,30
0,31
0,29
0,25
0,26
0,28
0,30
0,29

0,27
0,27
0,18
0,25
0,17
0,18
0,18
0,20
0,17
0,26
0,21

0,02
0,29
0,21
0,27
0,28
0,26
0,25
0,29
0,08
0,25

0,29
0,23
0,27
0,28
0,27
0,25
0,28
0,09
0,26

0,29
0,20
0,18
0,19
0,21
0,19
0,29
0,19

0,31
0,29
0,26
0,29
0,26
0,21
0,29

0,08
0,18
0,17
0,20
0,28
0,22

0,20

0,17 0,17

0,20 0,19 0,21

0,27 0,24 0,25 0,31
0,23 0,22 0,20 0,17 0,29

Obs.: Cp = C. piquiti; Ck = C. kelberi;

Cm = C. monoculus; Ac = A. commbrae; Cpu = C. pusillum; Ci =
C. iguassuensis; Cn = C. neiderleinii; Ao = A. ocellatus; Cb = C. britskii; Gg = G. gymnogenys; Gl = G.
labiatus; Sp = S. pappaterra; Gb = G. brasiliensis; Sd = S. discus; Ch = C. haroldoi; Ps = P. scalare.
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APENDICE E - Reconstrugio génica pelo método de maéxima verossimilhanca
utilizando a sequéncia aminoacidica do fragmento parcial do gene COI (156 aa), de
acordo com o modelo de substituicdo aminoacidica mtREV+G. Os suportes dos ramos
correspondem as reamostragens de bootstrap.
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APENDICE F - Reconstrucdo génica pelo método de méxima verossimilhanca
utilizando a sequéncia aminoacidica do fragmento parcial do gene LWS (206 aa), de
acordo com o modelo de substituicdo aminoacidica cpREV + G. Os valores acima dos
ramos correspondem as reamostragens de bootstrap.



73

4 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do projeto de pesquisa resultou na identificacdo da selecdo
divergente dos cddons do gene LWS ao serem comparados os grupos de ciclideos
neotropicais e africanos, utilizando fragmentos parciais que abrangeram os cinco sitios-
chave da proteina LWS e estimar do Amax das espécies estudadas. Uma das hipoteses foi
corroborada, pois a selecdo foi divergente quanto aos cddons selecionados entre 0s
grupos, no qual somente dois se sobrepuseram. Os ciclideos neotropicais estdo sob
intensa selecdo purificadora, porém novos estudos sdo necessarios a fim de confirmar se
tal selecdo é consequéncia temporal ou da diversidade de habitats a qual estdo
submetidas as espécies analisadas.

Quanto ao grupo de ciclideos neotropicais, ao serem utilizados fragmentos
parciais dos genes LWS e COI, observou-se que a taxa de variacdo do gene LWS foi
diferente entre os clados, respondendo a hipoOtese de que haveria essa diferenca.
Provavelmente, a variacdo desse gene seja limitada por restricbes ecoldgicas inerentes
aos grupos estudados. Por conseguinte, € necessario verificar se a relagdo da variacédo
ocorre de acordo com as caracteristicas de cada grupo ou com a diversidade de habitat,
considerando principalmente variaveis foticas, e a realizacdo de estimativas mais
precisas por meio do uso de outros marcadores e pontos de calibracao.

Para tanto, os resultados contribuiram para o melhor entendimento da evolucéo
molecular do sistema visual dos ciclideos neotropicais, uma vez que esse sistema
desempenha um papel importante na diversificacdo desse grupo. Porém, sdo necessarios
novos estudos relacionados a populagGes de espécies nativas que ocorrem em diferentes
ambientes para estimar a fixacdo de polimorfismos em genes dessa familia, e que

possam implicar na variagao do Amax, indicando selegdo intraespecifica.



