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RESUMO 

 

O Pirá-Brasília (Simponichthys boitonei) é um peixe anual da família dos 
rivulídeos, endêmico do Distrito Federal, encontrado apenas em algumas poças 
d’água que se formam durante o período de chuvas no bioma Cerrado. Com o 
objetivo de avaliar a diversidade genética existente nessa espécie, seu DNA 
genômico foi sequenciado usando o Sequenciamento de Nova Geração (NGS) 
e locos microssatélites foram identificados. Do conjunto de locos encontrados, 
18 foram selecionados e 13 foram efetivamente utilizados para a análise de 10 
indivíduos de duas populações diferentes. A caracterização desses locos foi 
realizada utilizando 8 indivíduos coletados em um brejo no Córrego Taquara, 
sendo descritos o número de alelos encontrados, a heterozigosidade observada 
e esperada, o coeficiente de endogamia, a ocorrência de Equilíbrio de Hardy-
Weinberg e a frequência de alelos nulos. Os resultados obtidos indicam a 
existência de baixo polimorfismo nos locos analisados, o que é coerente com a 
estrutura populacional e a biologia reprodutiva do Pirá-Brasília. A análise 
adicional de 2 indivíduos coletados próximos ao Córrego do Guará sugere a 
existência de uma diferença na composição genética das duas áreas 
amostradas, com a presença de diferentes alelos nas duas populações. Os 
marcadores microssatélites desenvolvidos serão úteis para a avaliação da 
dinâmica espacial e temporal da diversidade genética encontrada em S. boitonei, 
o que contribuirá para um melhor entendimento sobre a biologia e a história de 
vida dessa espécie, atualmente criticamente ameaçada de extinção. 

Palavras chaves: Pirá-Brasília, Simponichthys boitonei, rivulídeo, peixe anual, 

microssatélites, diversidade genética 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                

ABSTRACT 

 

Pirá-Brasília (Simponichthys boitonei) is an annual fish of Rivulidae Family, 
endemic in Federal District, only found in some puddles formed during rainy 
season in Cerrado’s biome. In order to evaluate the genetic diversity existent in 
this specie, its genomic DNA was sequenced using the New Generation 
Sequencing (NGS) methodology and microsatellite loci were identified. From the 
set of found loci, 18 were selected and 13 were effectively used for the analysis 
of 10 individuals from two different populations. The characterization of these loci 
was perfomed using 8 individuals collected in a swamp, in Taquara Stream, 
describing the number of alleles found, the observed and expected 
heterozygosity, the inbreeding coefficient, the occurrence of Hardy-Weinberg 
equilibrium and the frequency of null alleles. The obtained results indicate the 
existence of low polymorphism in the analyzed loci, which is consistent with the 
population structure and reproductive biology of Pirá-Brasília. The additional 
analysis of 2 individuals collected near the Guará Stream suggests the existence 
of a difference in the genetic composition of the two sampled areas, with the 
presence of different alleles in the two populations. The microsatellite markers 
developed will be useful to avaliate the spatial and temporal dynamics of the 
genetic diversity found in S. boitonei, which will contribute to a better 
understanding of the biology and the life history of this specie, currently critically 
endangered. 

Key words: Pirá-Brasília, Simponichthys boitonei, rivulidae, annual fish, 

microsatellites, genetical diversity
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  Biodiversidade 

A biodiversidade se refere a variação nos vários níveis biológicos, como 

de ecossistemas, espécies e populações, assim como a diversidade genética 

existente dentro delas (FRANKHAM et al., 2008). Em 1992, MAY afirmou que 

havia cerca de 1,4 milhões de espécies descritas e estimava-se que o número 

poderia ser o dobro pela quantidade de insetos não descritos. Não temos 

conhecimento exato da quantidade de espécies que existe no mundo, porque 

alguns seres como fungos, bactérias, ácaros e alguns insetos pequenos, por 

exemplo, são difíceis de estudar (PRIMACK & RODRIGUES, 2001).   

Segundo a União Internacional para a Conservação da Natureza (IUCN), 

genes, espécies e ecossistemas são os três níveis primários de biodiversidade 

e é controverso qual nível merece prioridade nas tentativas de conservação 

(BOWEN, 1999). O ser humano tem interesse em conservar a biodiversidade 

porque ela fornece os recursos que usa para sobreviver, pelo prazer de conviver 

com outros seres vivos, além de questões éticas (FRANKHAM et al., 2008). 

Porém, o homem é uma grande ameaça à biodiversidade, diretamente pela caça 

(MARTIN & KLEIN, 1984) e, indiretamente, pelas queimadas e desmatamentos. 

Por mais que a extinção seja um processo natural, estima-se que quase todas 

as extinções atuais de espécies tenham relação com a atividade humana (RAUP 

& STANLEY, 1978). PRIMACK & RODRIGUES (2001) afirmam que as maiores 

causas atualmente da extinção de espécies são a destruição, fragmentação e 

degradação de habitats, superexploração, introdução de espécies exóticas e o 

aumento da ocorrência de doenças. Esses problemas são causados pelo 

aumento no uso dos recursos naturais pelas populações humanas em 

crescimento e aceleram a trajetória das espécies em direção à extinção, pois a 

maioria delas enfrentam dois ou mais desses problemas ao longo da vida. 

(GROOMBRIDGE, 1992). 

A fragmentação de habitat acontece quando uma grande área contínua é 

reduzida ou dividida em dois ou mais fragmentos e pode ocorrer pela 

urbanização, com a construção de cidades, estradas, campos e fazendas 
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(WILCOVE et al., 1986; SHAFER, 1990; PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Ela 

pode limitar o potencial de dispersão e colonização de uma espécie, fazendo 

com que, muitas vezes, um fragmento não seja recolonizado após o 

desaparecimento da população original (LOVEJOY et al., 1986; BIERREGAARD 

et al., 1992). Os ambientes fragmentados também favorecem a disseminação de 

doenças pelo fato de a redução do habitat aumentar o contato entre os animais, 

além de ocorrer a diminuição dos recursos naturais pela competição, que faz 

com que eles fiquem desnutridos e mais susceptíveis a enfermidades (PRIMACK 

& RODRIGUES, 2001). 

Diversas espécies foram transportadas pra fora de seu hábitat natural pelo 

homem e isso fez com que muitas delas tenham sido introduzidas, 

intencionalmente ou não, em áreas onde não eram nativas (GROVE & BURDON, 

1986; DRAKE et al., 1989; HEDGPETH, 1993). O novo ambiente, na maioria das 

vezes, não é adequado, e elas acabam não se estabelecendo. Já aquelas que 

conseguem podem aumentar muito seu tamanho populacional usando os 

recursos de espécies nativas que já residiam naquele lugar, além de preda-las 

ou desloca-las por competição (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). 

As ameaças que causam extinção podem ser classificadas em dois tipos: 

as ameaças determinísticas e as ameaças estocásticas (CAUGHLEY, 1994). A 

primeira afeta os habitats diretamente pela destruição, poluição, translocação de 

espécies e mudança do clima, enquanto a segunda é representada pelas 

alterações demográficas, genéticas ou ambientais. As alterações genéticas são 

causadas por mudanças aleatórias e aumento da endogamia (SHAFFER, 1981). 

A melhor maneira de proteger os seres vivos é preservando seus habitats, pois 

a perda deles é a maior ameaça à sua sobrevivência (PRIMACK & RODRIGUES, 

2001).  

 

 

 

1.2.  Diversidade genética 
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A diversidade genética se manifesta, não só pela variação fenotípica, mas 

também de proteínas, enzimas e sequências de DNA de cada organismo, e 

geralmente é descrita usando heterozigosidade média, polimorfismo e 

diversidade alélica (FRANKHAM et al., 2002). Apenas as diferenças 

morfológicas mediam a diversidade dentro de uma espécie, mas, atualmente, os 

métodos mais utilizados são de detecção baseado em dados moleculares, que, 

por estudar um maior números de caracteres, são considerados mais vantajosos 

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; KARP et al., 1996). A diversidade 

genética representa variações nos genes, que podem causar diferenças em 

funções comportamentais, bioquímicas e morfológicas, influenciando na taxa de 

adaptação e, consequentemente, na sobrevivência das espécies (FRANKHAM 

et al., 2002). Dentro de uma espécie, a diversidade genética é afetada pelo 

comportamento reprodutivo dos indivíduos nas populações (PRIMACK & 

RODRIGUES, 2001), sendo importante para que as populações se adaptem às 

mudanças ambientais e evoluam (FRANKHAM et al., 2002). 

Mutação, migração e fluxo gênico mantém continuamente um alto nível 

de variabilidade genética intrapopulacional em populações naturais (MORAND 

et al., 2002). A mutação acontece com uma mudança súbita em um alelo ou 

cromossomo e é a fonte de toda a diversidade genética, porém, pelo fato das 

taxas mutacionais geralmente serem baixas, ela é uma força evolutiva fraca 

(FRANKHAM et al., 2002). A força que melhor adapta as populações a seus 

habitats pelas mudanças evolutivas é a seleção natural, que proporciona 

mudanças nas frequências alélicas em função de diferentes taxas de 

sobrevivência e reprodução proporcionada por alguns genótipos (FRANKHAM 

et al., 2002).  

A diversidade genética pode ser reduzida por diversos fatores, entre os quais: 

a) Fragmentação populacional: A fragmentação e o isolamento das 

populações gerados pela modificação ou perda de habitats reduziu o 

tamanho populacional de várias espécies ao redor do mundo 

(ALLENDORF & LUIKART, 2007). A redução populacional faz com que a 

espécie fique sujeita aos efeitos da deriva genética e da endogamia (ver 

a seguir, o que pode levar à perda da diversidade genética e à depressão 



4 
 

endogâmica. Seu impacto depende diretamente do fluxo gênico entre os 

fragmentos, sendo maior quanto mais restrita for a conectividade entre 

dois fragmentos (FRANKHAM et al., 2002).  

 

b) Endogamia e depressão endogâmica: A endogamia ocorre com o 

cruzamento entre indivíduos aparentados e pode ocorrer quando a 

fragmentação reduz o tamanho populacional (ALLENDORF & LUIKART, 

2007). A endogamia tem como consequência a redução da 

heterozigosidade e aumento da homozigosidade, resultando em 

diminuição do fitness reprodutivo e da sobrevivência (processo conhecido 

como depressão endogâmica) e, consequentemente, aumentando o risco 

de extinção (FRANKHAM et al., 2002). Para diminuir os efeitos da 

depressão endogâmica é necessário o cruzamento da população 

endogâmica com outra não correlacionada (FALCONER & MACKAY, 

1996). Em populações pequenas e isoladas a endogamia e o 

consequente aumento do risco de extinção é inevitável (FRANKHAM et 

al., 2002). 

 

c) Deriva genética: Em pequenas populações pode ocorrer que alguns 

alelos, ao acaso, não sejam passados para a próxima geração, causando 

a perda de alelos e de heterozigosidade (FRANKHAM et al., 2002). A 

deriva genética é essa mudança aleatória das frequências alélicas por um 

erro de amostragem, e é um processo estocástico (ALLENDORF & 

LUIKART, 2007). Essa variação aleatória pode causar a eliminação ou a 

fixação de alelos, independentemente de seu coeficiente seletivo 

(ALLENDORF & LUIKART, 2007). Alelos com baixa frequência em uma 

população pequena têm grande probabilidade de serem perdidos a cada 

geração, porém esse efeito da deriva genética pode ser equilibrado com 

a migração de indivíduos entre populações, o que aumenta a variabilidade 

genética populacional (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Mesmo que o 

fluxo de migrantes seja pequeno, a introdução de novos indivíduos em 

uma população já minimiza a perda de variabilidade causada pela deriva 

genética, o que torna a migração o principal fator preventivo da perda de 

diversidade genética (LACEY, 1987; PRIMACK & RODRIGUES, 2001). 
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Uma população pode ficar em risco pela perda da variabilidade genética 

porque é o que fornece o potencial adaptativo da espécie (FALCONER & 

MACKAY, 1996). 

A União Internacional para a Conservação da Natureza (IUCN) reconhece 

a diversidade genética como uma das três formas de diversidade com 

necessidade de conservação, junto com a diversidade de espécies e 

ecossistemas (MCNEELY et al., 1990). A conservação de espécies ameaçadas 

e a manutenção de suas populações tem a diversidade genética como uma 

aliada, pois espécies com baixa variação genética geralmente têm dificuldade 

em sobreviver a mudanças ambientais durante o processo evolutivo 

(FRANKHAM, 1995). Os processos evolutivos tem produzido a diversidade 

genética ao longo de bilhões de anos no nosso planeta, e conserva-la é uma 

tentativa de proteger o resultado do processo evolutivo ocorrido ao longo de 

todos esses anos (EISNER et al., 1995). 

 

1.3.  Marcadores Moleculares Genéticos: Microssatélites 

Segundo FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998), os marcadores 

moleculares genéticos representam o terceiro grupo de marcadores utilizados 

(após os marcadores morfológicos e isoenzimáticos), e surgiram pela 

necessidade de detectar o polimorfismo genético diretamente no DNA. Eles têm 

como definição qualquer fenótipo molecular proveniente de um segmento 

específico de DNA ou de um gene expresso (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 

1998), e são variantes de DNA herdadas geneticamente que diferenciam dois ou 

mais indivíduos (MILACH, 1998a). 

Os marcadores moleculares podem ser usados mesmo sem a realização 

do seu mapeamento, desde que possam ser seguidos ao longo das gerações, 

comprovando sua natureza genética (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; 

MILACH, 1988a). Marcadores moleculares de DNA são utilizados para o 

desenvolvimento de mapas genéticos, testes de pureza genética, estudos de 

interação genótipo-ambiente, determinação de grupos heterozigóticos, 

visualização de regiões genômicas que afetam a heterozigosidade, entre outros 

(RAFALSKI & TINGEY, 1993; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 

http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
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1998a, 1998b). A caracterização molecular de uma espécie é utilizada para 

determinar relação de parentesco, variação genética e analisar populações 

(LANDERGREN et al., 1980).  

Os RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) foram os 

primeiros marcadores de DNA a ser desenvolvidos e foram uns dos tipos de 

marcadores mais usados (BOTSTEIN et al., 1980). Eles permitem identificar uma 

grande quantidade de locos polimórficos, apresentam expressão codominante e 

podem ser causados por rearranjo de DNA, deriva genética e mudanças de 

pares de base (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). 

Após ser desenvolvida na década de 80 a PCR (Polymerase Chain 

Reaction) começou a ser extensamente usada em várias áreas da biologia, e 

deu uma nova opção ao uso de marcadores moleculares (WHITE et al., 1989). 

Ela é usada para amplificar sequências específicas de nucleotídeos a partir de 

uma pequena quantidade de DNA, sintetizando-a in vitro com a adição da enzima 

DNA polimerase e de primers específicos ou não, resultando em milhões de 

cópias idênticas da sequência delimitada (MULLIS & FALOONA, 1987; WHITE 

et al., 1989). Sua aplicação permitiu o desenvolvimento de vários marcadores 

novos, entre eles os marcadores AP_PCR e RAPD, e os microssatélites, entre 

outros. O AP-PCR (Amplified Polymorphism - Polymerase Chain Reaction) e o 

RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), desenvolvidos no início dos 

anos 1990, geravam uma grande quantidade de fragmentos polimórficos de DNA 

através da utilização de primers que não precisavam ser espécie-específicos e 

que se ligavam ao acaso em diversas regiões do genoma (WELSH & 

MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990). Essas metodologias 

representaram um grande avanço no desenvolvimento dos marcadores 

moleculares pois, por serem baseados na técnica de PCR, podiam ser obtidos 

utilizando-se pouca quantidade de DNA e sem o uso de enzimas de restrição 

(DEVOS & GALE, 1992; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). 

Os microssatélites, ou SSR (Simple Sequence Repeats), são importantes 

ferramentas para estudos genéticos de diversidade, com foco em conservação 

de espécies (SELKOE & TOONEN, 2006). Eles consistem em repetições em 

tandem que variam de 1 a 6 nucleotídeos e são encontrados em todos os 

http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
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eucariotos e procariotos estudados até o momento (TAUTZ, 1989; WEBER & 

MAY, 1989; ZANE et al., 2002). TAUTZ (1989) os encontrou nos genomas dos 

eucariotos e, após começarem a ser pesquisados, foram descobertos altos 

níveis de polimorfismo, que os tornam uma ferramenta molecular bastante 

eficiente (WEBER, 1990). Eles possibilitam estudos populacionais com um 

grande número de indivíduos, e fornecerem resultados rápidos e com alta 

precisão (FERREIRA & GRATTAPLAGIA, 1998; WHITE et al., 1989). Suas 

características mais importantes são apresentar uma ampla distribuição por todo 

o genoma e o alto polimorfismo (HAMADA et al., 1982; LITT & LUTY, 1989; 

MAUDET et al., 2002). Por serem marcadores codominantes, é possível 

observar ambos os alelos presentes em um loco e a heterozigosidade nas 

populações (MORAND et al., 2002; COLLEVATTI et al., 2001; HEUERTZ et al., 

2001; WHITE et al., 1999). Sua utilização requer que primers espécie-

específicos sejam desenhados, o que pode ser feito através da construção de 

bibliotecas genômicas (RODER et al., 1995; RONGWEN et al., 1995; DEVOS et 

al., 1995) ou, mais recentemente, utilizando-se técnicas de sequenciamento de 

nova geração (ALLENTOFT et al., 2009). 

Os microssatélites são importantes para estudos genéticos focados em 

conservação por permitirem estimar a relação de parentesco entre indivíduos, 

analisar a ocorrência de fluxo gênico entre populações, avaliar a diversidade e 

estrutura genética de populações e espécies, entre outros (SELKOE & 

TOONEN, 2006; OLIVEIRA et al., 2006). 

 

1.4. Peixes anuais (Killifishes) 

Os peixes anuais, ou killifishes, como também são conhecidos, pertencem 

à ordem dos Cyprinodontiformes (MYERS 1952; COSTA, 2013). Eles vivem em 

habitats temporários, com condições extremamente variáveis e possuem um 

curto período de vida, apresentando características únicas que são essenciais 

para sua sobrevivência (BEROIS et al., 2017). Sua principal característica é seu 

ciclo de vida: se desenvolvem e se reproduzem nas poças e brejos formados 

durante o período de chuva, sendo seus ovos depositados no substrato, onde 

permanecem em diapausa durante o período de seca até o período chuvoso do 

http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
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próximo ano. Durante o período de seca os indivíduos adultos morrem e, com o 

início das chuvas, os ovos eclodem e liberam suas larvas (COSTA, 2010; 

RAMOS, 2010; PONZETTO et al., 2016). Os ovos sobrevivem porque 

permanecem enterrados no substrato, quando o desenvolvimento embrionário 

fica temporariamente suspenso (WORUMS, 1972).  Esse ciclo faz com que as 

populações dependam das épocas chuvosas, para que as poças se formem 

novamente e seus ovos eclodam. Consequentemente, a principal ameaça a 

esses peixes é a perda de habitat, que atualmente é causada na maioria das 

vezes pelo desmatamento para ocupação agropecuária, urbanização, rodovias 

e implantação de barragens (ICMBIO, 2013). 

No continente americano é encontrada a família Rivulidae, que contêm 

aproximadamente 367 espécies divididas em 38 gêneros, distribuídas do sul da 

Flórida ao norte da Patagônia (COSTA, 1998; COSTA & BRASIL, 2006; 

NIELSEN, 2008; PONZETTO et al., 2016). Aproximadamente metade das 

espécies de rivulídeos são peixes anuais (COSTA, 2010; ESCHMEYER et al. 

2018). Eles são de pequeno porte, possuindo menos de dez centímetros de 

comprimento (ICMBIO, 2013). Além da perda de habitat, a sua comercialização 

como peixes ornamentais também é um risco para esses animais, pois os 

machos possuem colorações muito valorizadas por aquaristas. O ICMBIO afirma 

que, de acordo com os critérios adotados pela União Internacional para 

Conservação da Natureza (IUCN), 132 espécies de rivulídeos sofrem algum grau 

de ameaça. Por isso, um plano de ação nacional para a conservação dos 

rivulídeos ameaçados de extinção foi elaborado pelo ICMBio em 2013, com dois 

ciclos de ação: o primeiro realizado entre 2013 e 2018 e o segundo com previsão 

de ocorrer do ano 2020 ao ano 2025.  

Por viverem em pequenos habitats isolados, os peixes anuais são um 

ótimo modelo de estudo de alterações genéticas causadas pelo isolamento 

populacional, que é geralmente decorrente da fragmentação de habitats. Nessa 

situação, os efeitos negativos de fenômenos ambientais e genéticos podem 

colocar as espécies em risco devido à redução das populações (FRANKHAM et 

al., 2002; FAHRIG, 2003). As pequenas populações estão sujeitas a fatores 

estocásticos, o que pode levá-las à perda de variabilidade genética causada pelo 

fenômeno conhecido como deriva genética. Os fatores genéticos, como a deriva 
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genética e a endogamia, podem aumentar o risco de extinção de uma espécie. 

(ALLENDORF & LUIKART, 2007). A endogamia, que ocorre quando há 

acasalamento entre indivíduos aparentados, pode levar a população a 

apresentar depressão endogâmica. Esta se caracteriza pelo nascimento de 

menos crias ou por descendentes mais fracos ou estéreis (RALLS et al., 1988). 

A melhor explicação para essas ocorrências é que ela permite que alelos 

deletérios herdados de ambos os pais se fixem (CHARLESWORTH & 

CHARLESWORTH, 1987; BARRETT & KOHN, 1991).  

Simpsonichthys é considerado um dos gêneros mais diversificados entre 

os killifishes, com cerca de 53 espécies descritas (RAMOS, 2010). A espécie S. 

boitonei, que é encontrado somente do Distrito Federal, está ameaçada de 

extinção segundo os critérios da IUCN (MMA, 2008; ICMBIO, 2013). 

 

1.5.  Pirá-Brasília (Simpsonichthys boitonei) 

O Pirá-Brasília (Simpsonichthys boitonei) foi descrito por Carvalho em 

1959 a partir de amostras (cinco machos e duas fêmeas) coletadas durante a 

construção de Brasília, em uma área de alagamento próxima ao córrego Riacho 

Fundo, onde se encontra atualmente o Jardim Zoológico de Brasília. É um peixe 

da família dos rivulídeos, endêmico do Distrito Federal que, por viver em poças 

temporárias, é considerado um peixe anual (COSTA, 2002; SHIBATTA, 2005). 

Ele possui uma dieta baseada em algas, mini crustáceos e insetos (SHIBATTA 

& ROCHA, 2001).  

Esse peixe está em risco de extinção por ser encontrado somente no 

Distrito Federal e sofrer as consequências de desmatamentos e poluição do seu 

habitat, além de seu uso como peixe ornamental (COSTA, 2002). Por causa 

desses danos ao seu ambiente natural, SHIBATTA (2005) afirma que ele 

provavelmente já esteja extinto onde foi encontrado pela primeira vez, na área 

que faz parte atualmente do Zoológico de Brasília.   
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2. ISOLAMENTO DE LOCOS MICROSSATÉLITES PARA A ESPÉCIE S. 

boitonei 

Até recentemente, o isolamento de locos microssatélites para espécies 

não-modelos só era possível por metodologias laboratoriais bastante 

trabalhosas. Entre as técnicas mais utilizadas para esse fim, estava o 

desenvolvimento de bibliotecas genômicas enriquecidas com microssatélites, 

envolvendo a clonagem de DNA, construção de bibliotecas genômicas e 

screening dos clones obtidos através do sequenciamento de Sanger. Além de 

ser um processo trabalhoso e demorado, o número de locos obtidos por essa 

metodologia costuma ser relativamente baixo (tipicamente algumas poucas 

dezenas), o que faz com que o custo-benefício seja muito baixo. Este cenário 

começou a mudar em 2009, quando as metodologias de sequenciamento de 

nova geração (Next-Generation Sequencing – NGS) começaram a ser utilizadas 

para a identificação das sequencias microssatélites em espécies não-modelos 

(ALLENTOFT et al., 2009). Logo após esse primeiro artigo, outros trabalhos 

foram publicados mostrando a eficiência desta nova metodologia e a grande 

redução de custo (duas a cinco vezes menos) e de tempo quando comparado 

com as metodologias tradicionalmente utilizadas (ABDELKRIM et al., 2009; 

CASTOE et al., 2010; CSENCSISCS et al., 2010). Além disso, uma outra 

vantagem se destaca: através do sequenciamento de nova geração é possível 

identificar de centenas a milhares de locos microssatélites. 

Para a identificação de locos microssatélites em S. boitonei foi utilizada a 

metodologia NGS implementada com o equipamento Illumina HiSeq 2500 

(Illumina, San Diego, California, USA), conforme os passos descritos abaixo: 

 

a) Extração do DNA genômico e quantificação 

Para a obtenção de DNA de alta qualidade, necessário para a realização 

da metodologia NGS, uma amostra de tecido de um indivíduo de S. boitonei, 

coletado na Reserva Ecológica do IBGE em 2016 foi utilizada. Após a coleta, a 

amostra foi armazenada em um tubo de polipropileno de 2,0 mL contendo álcool 

absoluto e mantida em freezer -20oC até o seu processamento em laboratório. A 

extração foi realizada utilizando o kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit 
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(Qiagen ®), seguindo as recomendações do fabricante. Após a extração, a 

qualidade do DNA obtido foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose 

1,0%, corado com brometo de etídio e visualizado em um transiluminador de luz 

ultravioleta. Uma vez avaliada, a qualidade do DNA extraído e sua quantificação 

foram avaliadas utilizando o fluorímetro Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific). 

 

b) Construção da biblioteca Illumina e sequenciamento genômico 

 A preparação da biblioteca genômica e seu sequenciamento foram 

realizadas pela empresa GenOne Biotechnologies (www.genone.com.br), 

utilizando 1,0μg do DNA extraído durante a preparação da amostra. A biblioteca 

para sequenciamento foi gerada usando o kit Truseq Nano DNA HT (Illumina 

USA) seguindo as recomendações do fabricante. Resumindo, o DNA genômico 

foi fragmentado em tamanhos aproximados de 500pb, cujas extremidades foram 

reparadas, fosforiladas e adeniladas, sendo posteriormente ligados à 

adaptadores para o sequenciamento Illumina e amplificados por PCR (Reação 

em Cadeia da Polimerase). Finalmente, os produtos de PCR foram purificados, 

analisados quanto à distribuição dos tamanhos dos fragmentos e quantificados 

por PCR em tempo real. Após a certificação da qualidade do material obtido, a 

biblioteca foi submetida ao sequenciamento de nova geração no sequenciador 

Illumina HiSeq 2500, onde foram geradas as sequências utilizadas nas análises 

seguintes. 

 

c) Resultados do sequenciamento NGS 

 No total, foram obtidas 1.976.962 sequências. Após filtragem dos dados 

brutos para retirada das sequências contendo N>10% (N representa uma base 

que não pode ser determinada), sequências contendo adaptadores e sequências 

com baixa qualidade, foram obtidas 1.325.553 (67,05%) sequências limpas e 

prontas para uso. 

Cada fragmento de DNA utilizado na construção da biblioteca foi 

sequenciado a partir de ambas as extremidades (paired-end sequencing), 

http://www.genone.com.br/
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gerando sequências de aproximadamente 250pb que, nos passos seguintes, 

foram unidas para gerar uma sequência de aproximadamente 500pb. 

 

d) Identificação das regiões microssatélites e desenvolvimento de primers 

para amplificação dos locos encontrados 

 Para a identificação das regiões microssatélites e desenvolvimento de 

primers para a amplificação dos locos selecionados utilizamos o pipeline 

desenvolvido por GRIFFITHS et al. (2016), baseado na ferramenta de 

bioinformática Galaxy. O pacote desenvolvido por esses autores pode ser 

acessado on-line no endereço web http://palfinder.ls.manchester.ne.uk. 

Esse pacote foi desenvolvido especificamente para o desenvolvimento de 

microssatélites a partir de dados brutos gerados pelo sistema Illumina, e 

incorpora uma série de softwares já existentes e um novo script para filtragem 

dos dados. Durante o processamento das sequências é possível avaliar suas 

qualidades, retirar os adaptadores inseridos durante a confecção da biblioteca 

genômica, isolar as sequências contendo microssatélites, desenhar primers para 

todos os locos encontrados (usando o software Primer3), filtrar primers e locos 

inadequados (remoção de repetições microssatélites imperfeitas ou 

interrompidas, remoção de locos os quais a sequência do primer ocorre em mais 

de um read, remoção dos locos os quais não é possível desenhar primers) e 

filtrar os primers e locos após a montagem dos pares de reads. 

Ao analisar os dados usando todos os filtros disponíveis, foram 

encontradas 59.096 regiões contendo microssatélites no conjunto de sequências 

geradas pela técnica de NGS. Após a filtragem desses dados, restaram 1.732 

regiões microssatélites, das quais 5 possuíam como motif (número de bases no 

motivo de repetição) pentanucleotídeos, 137 tetranucleotídeos, 229 

trinucleotídeos e 1361 dinucleotídeos.  Após a montagem (assembly) dos 

contigs, foram obtidos 221 locos os quais possibilitaram o desenvolvimento de 

primers para sua amplificação via PCR. Desses locos, 1 era composto por um 

pentanucleotídeo, 23 por tetranucleotídeos, 35 por trinucleotídeos e 162 por 

dinucleotídeos. Essas informações estão apresentadas na Quadro 1. 

 

http://palfinder.ls.manchester.ne.uk/
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QUADRO 1 - Resumo dos resultados obtidos em cada etapa de desenvolvimento 

dos primers para a amplificação de locos microssatélites em S. boitonei 

Total de microssatélites encontrados 59.096 

Total de locos microssatélites após aplicação 

dos parâmetros de filtragem 
1.732 

Total de locos microssatélites, com primers 

desenhados, após montagem dos reads 
221 

Quantidade de locos microssatélites para 

cada um dos motifs selecionados 

1 pentanucleotídeo 

23 tetranucleotídeos 

35 trinucleotídeos 

162 dinucleotídeos 

 

 

 e) Seleção dos locos microssatélites para estabelecimento de PCRs 

multiplex 

Do conjunto de 221 locos de microssatélites obtidos ao final do processo 

descrito acima, foram selecionados 18 locos (1 pentanucleotídeo, 8 

tetranucleotídeos e 9 trinucleotídeos) para o início do processo de caracterização 

e avaliação do polimorfismo encontrado. Eles foram selecionados com base na 

quantidade de repetições presentes (no. de repetições > 8), distância dos 

primers até o motif e ausência de outras sequências repetitivas dentro da 

sequência analisada. Para a realização de PCRs multiplexes, a metodologia 

proposta por VARTIA et al. (2014) foi utilizada, na qual as PCRs são realizadas 

com três primers (primer foward sintetizado com cauda universal, primer reverse, 

e cauda universal marcada com fluoróforo). Foram utilizadas três diferentes 

caudas universais marcadas com diferentes fluoróforos (Hill: 

TGACCGGCAGCAAAATTG marcada com FAM; Neomycin_rev: 

AGGTGAGATGACAGGAGATC marcada com CAL Fluor Orange 560 e M13 (-

21): TGTAAAACGACGGCCAGT marcada com NED). Esta metodologia permite, 

através da combinação de diferentes fluoróforos e tamanho dos marcadores 

selecionados, a amplificação e genotipagem até 12 locos/amostra 

simultaneamente, o que torna mais rápido e econômico o processo de 

caracterização dos locos desenvolvidos e a genotipagem das amostras. 



14 
 

Para o estabelecimento dos conjuntos multiplexes, os 18 locos 

selecionados foram dispostos em ordem crescente de tamanho. Adotando-se 

como regra a existência de aproximadamente 50pb (ou mais) entre dois locos 

para que estes pudessem ser amplificados utilizando a mesma fluorescência, 

realizamos a combinação dos locos para a amplificação em multiplex utilizando 

as três caudas/fluorescências descritas anteriormente. Desta forma, foi possível 

estabelecer 3 conjuntos multiplexes, conforme mostrado na Tabela 1 

apresentada abaixo: 

 

TABELA 1 - Conjuntos multiplexes obtidos para a amplificação de 18 locos 

microssatélites isolados para S. boitonei 

Loco Repetição Tamanho (pb) Multiplex 1 Multiplex 2 Multiplex 3 

Sboi 09 AGG (10) 199 1A   

Sboi 11 TTCCT (10) 201 1B   

Sboi 12 AAT (13) 237  2B  

Sboi 17 TTG (12) 247 1C   

Sboi 03 GACA (25) 248  2C  

Sboi 18 CTT (8) 255   3A 

Sboi 14 ATTC (17) 275 1A   

Sboi 05 ATTT (12) 278  2A  

Sboi 10 AGG (8) 280   3B 

Sboi 06 TCCA (14) 281 1B   

Sboi 08 AGC (19) 306  2B  

Sboi 01 ATGG (26) 324 1C   

Sboi 04 ATCC (14) 361  2C  

Sboi 13 AGA (8) 362   3C 

Sboi 07 ATT (10) 368 1A   

Sboi 16 ATT (17) 373  2A  

Sboi 02 TAGA (10) 379 1B   

Sboi 15 ATGG (13) 381  2B  

A= Cauda Hill (marcada com FAM), B = Cauda Neomycin_rev (marcada com Cal 

Flúor Orange 560) e C = Cauda M13(-21) (marcada com NED), pb = pares de base. 

 

Após a definição dos conjuntos multiplexes os primers foram sintetizados 

pela empresa Exxtend (www.exxtend.com.br) e, após eluição em laboratório, 

foram utilizados para a amplificação e caracterização dos locos estudados, 

conforme apresentado a seguir no capítulo 3.  
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3. AVALIAÇÃO DO POLIMORFISMO GENÉTICO ENCONTRADO NOS 

MARCADORES MICROSSATÉLITES ISOLADOS PARA S. boitonei 

 

3.1. Introdução 

A caracterização do polimorfismo existente nos locos microssatélites é um 

passo fundamental para a avaliação de novos marcadores moleculares 

desenvolvidos para uma determinada espécie. Durante essa caracterização 

normalmente são avaliados a ocorrência de desequilíbrio de ligação entre os 

locos analisados, o número de alelos encontrados, a heterozigosidade 

observada e esperada, a ocorrência de desvios do Equilíbrio de Hardy-

Weinberg, a frequência de alelos nulos, entre outros. Essa caracterização 

permite uma avaliação mais precisa dos marcadores desenvolvidos, fornecendo 

parâmetros que poderão ser utilizados posteriormente para a seleção daqueles 

mais adequados para a realização de estudos populacionais que visem a 

avaliação da diversidade e estrutura genética da espécie de interesse, análises 

de parentesco e testes de paternidade, entre outros. Nesse capítulo, a avaliação 

do polimorfismo genético encontrado nos marcadores microssatélites isolados 

para S. boitonei, uma espécie de peixe anual endêmico do Distrito Federal, será 

apresentada. Conforme descrito no capítulo anterior, um total de 18 locos foram 

selecionados para essa caracterização, visando formar um conjunto de 

marcadores que permitam avaliar a diversidade e estrutura genética nessa 

espécie, que atualmente encontra-se sob forte risco de extinção. 

 

3.2. Material e métodos 

 

a) Obtenção das amostras e extração do DNA 

Para a caracterização do polimorfismo genético encontrado nos marcadores 

microssatélites isolados de S. boitonei, foi utilizado um total de 10 amostras 

obtidas de indivíduos coletados em duas localidades: 8 amostras coletadas em 

brejos ao longo do Córrego Taquara, localizado na Reserva Ecológica do IBGE 

e 2 amostras coletadas em um brejo às margens do córrego Guará, localizado 
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na Reserva Ecológica do Guará. Essas amostras, coletadas em junho de 2014 

(amostras da RE do IBGE) e fevereiro de 2016 (amostras na RE do Guará), 

consistiam em pedaços de tecido muscular ou guelras armazenadas em tubos 

de polipropileno de 2 mL contendo álcool absoluto e mantidos em freezer até a 

extração do DNA. 

A extração do DNA das amostras foi realizada utilizando-se um kit de 

extração da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) seguindo as 

recomendações do fabricante. Após a extração o DNA foi quantificado por 

espectrofotometria e diluído em água Milli-Q contendo aproximadamente 25 

ng/L. 

 

b) Amplificação e genotipagem dos marcadores microssatélites 

Normalmente, antes de se realizar uma PCR multiplex, os locos 

microssatélites selecionados são amplificados individualmente para a 

padronização das reações de amplificação e avaliação da distribuição dos 

tamanhos dos alelos encontrados em cada loco. Entretanto, por uma questão de 

tempo, e cientes de que utilizamos condições bastante restritivas durante a 

confecção dos primers desenvolvidos para a amplificação dos marcadores 

isolados, optamos neste trabalho por realizar a amplificação dos locos estudados 

diretamente por reações multiplexes. Dessa forma, os 18 locos utilizados foram 

agrupados em 3 conjuntos multiplex: Multiplex 1, contendo oito locos (Sboi 01, 

Sboi 02, Sboi 06, Sboi 09, Sboi 07, Sboi 11, Sboi 14, Sboi 17); Multiplex 2, 

contendo sete locos (Sboi 03, Sboi 04, Sboi 05, Sboi 08, Sboi 12, Sboi 15, Sboi 

16); e Multiplex 3, contendo três locos (Sboi 10, Sboi 13, Sboi 18) (para mais 

detalhes, ver Capítulo 2). 

As PCRs multiplex foram realizadas utilizando o kit de PCR multiplex da 

Qiagen (Qiagen Multiplex PCR Kit) em um volume final de 15 μL contendo 35,5 

ng de DNA, 1x Multiplex PCR Master Mix (Qiagen), 0,05 μM de cada primer 

foward modificado com a cauda apropriada, 0,2 μM de cada primer reverse, 0,2 

μM de primer universal marcado com fluoróforo para cada primer foward 

modificado com a respectiva cauda universal. Controles negativos (sem DNA) 

foram incluídos para monitorar a possível ocorrência de contaminação. As PCRs 

multiplex foram realizadas em duas etapas, sendo: 95oC por 15 minutos seguido 
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por 30 ciclos a 94oC por 30s, 56oC por 90s e 72oC por 60s, seguidos de 8 ciclos 

de 94oC por 30s, 53oC por 90s e 72oC por 60s, e finalmente 72oC por 30 minutos. 

O sucesso e a qualidade da amplificação foram avaliados através de uma 

eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio e visualizado 

em um transiluminador de luz ultravioleta. Posteriormente, as amostras foram 

preparadas para genotipagem. Para isso, uma solução foi preparada contendo 

2,0 μL de produto do PCR multiplex, 7,6 μL de formamida e 0,4 μL do marcador 

de peso molecular GeneScan 500 ROX (Applied Biosystems), a qual foi 

desnaturada à 95oC por 5 minutos e analisada em eletroforese capilar no 

sequenciador ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Os eletroferogramas 

gerados foram analisados utilizando o software GENEIOUS 6.1.6, através do 

qual o tamanho dos alelos encontrados para cada um dos locos foi avaliado. 

 

c) Análise dos dados 

Diversos softwares foram utilizados para caracterizar os locos 

microssatélites e a diversidade genética neles encontrada. O software FSTAT 

2.9.3.2 (GOUDET, 1995) foi utilizado para testar a ocorrência de desequilíbrio de 

ligação entre os pares de locos analisados, determinar o número de alelos (NA), 

estimar a riqueza alélica (RA), o coeficiente de endogamia (FIS) e seu o nível de 

significância estatística. O software Genepop (ROUSSET, 2008) foi utilizado 

para calcular a heterozigosidade observada (HO) e esperada (HE), e testar a 

ocorrência de desvios do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW). O programa 

Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004) foi utilizado para avaliar a 

ocorrência de alelos nulos, allele dropout e erros de genotipagem, enquanto que 

a frequência de alelos nulos (r) foi estimada com o programa FreeNa (CHAPUIS 

& ESTOUP, 2007) pelo algoritmo EM de DEMPSTER et al. (1977). Os valores 

de significância (p) foram ajustados para múltiplos testes utilizando a correção 

de Bonferroni (RICE, 1989). 
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3.3. Resultados 

 

Dos 18 locos utilizados nas reações multiplex, 2 (Sboi 05 e Sboi 07) não 

apresentaram nenhum produto de amplificação após a PCR, enquanto que para 

outros 3 locos (Sboi 10, Sboi 11 e Sboi 16) foi possível determinar o genótipo de 

apenas um indivíduo. Desta forma, esses cinco locos foram descartados, 

resultando na análise final de 13 locos. 

O teste de desequilíbrio de ligação não foi significativo para nenhuma das 

comparações realizadas, indicando a segregação independente dos locos 

avaliados. Para caracterizar a diversidade encontrada nesses 13 locos 

utilizamos apenas as oito amostras oriundas da Reserva Ecológica do IBGE, já 

que a inclusão das duas amostras da Reserva Ecológica do Guará, por 

apresentarem composição genética distinta daquelas encontradas no IBGE (ver 

Tabela 4 abaixo), ocasionou a distorção dos resultados referentes à avaliação 

de desvios do Equilíbrio de Hardy-Weinberg e estimativas da frequência de 

alelos nulos. A análise realizada com o software Micro-Checker indicou a 

possível ocorrência de alelos nulos apenas para o loco Sboi 01, sendo a 

frequência de alelos nulos estimada para esse loco igual a 0,235. Apesar do loco 

Sboi 09 não apresentar indicativo da presença de alelos nulos com a análise no 

programa Micro-Checker, a estimativa de sua frequência com o software FreeNa 

forneceu um resultado relativamente alto, igual à 0,224. Os resultados obtidos 

durante a caracterização desses locos são apresentados na Tabela 2. 
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TABELA 2 - Caracterização dos 13 locos microssatélites isolados para S. 

boitonei em 8 indivíduos da espécie 

Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada; FIS: coeficiente de endogamia; 

EHW: Equilíbrio Hardy-Weinberg; r: frequência de alelos nulos. Nível de significância estatística 

após correção de Bonferroni (α ≤ 0.00385). 

 

 

 O total de alelos encontrados nos 13 locos avaliados, utilizando apenas 

as oito amostras da Reserva Biológica do IBGE, foi igual à 30, fornecendo um 

número médio de alelos por loco igual à 2,31 (Tabela 2). Ao avaliar os alelos 

presentes nas duas amostras oriundas da Reserva Ecológica do Guará, não 

utilizadas para a caracterização dos locos microssatélites, apresentada na 

Tabela 3, foi verificada a presença de 13 alelos adicionais, distintos dos alelos 

encontrados nas amostras do IBGE. Analisadas em conjunto, o número de alelos 

encontrados nas duas áreas é igual à 43, fornecendo um número médio de alelos 

por loco igual à 3,31 (Tabela 3). 

 

 

Loco 

Variação no 

tamanho dos 

alelos (pb) 

No. 

de 

Alelos 

Ho He 

Valor 

de P 

EHW 

FIS 

Valor 

de P 

FIS 

r 

Sboi 01 344-352 3 0,250 0,675 0,042 0,646 0,015 0,235 

Sboi 02 387 1 0,000 0,000 - - - 0,001 

Sboi 03 252 1 0,000 0,000 - - - 0,001 

Sboi 04 445-461 5 0,625 0,792 0,442 0,222 0,219 0,034 

Sboi 06 301 1 0,000 0,000 - - - 0,001 

Sboi 08 321-327 2 0,250 0,233 1,000 0,077 1,000 0,000 

Sboi 09 220-226 2 0,000 0,233 0,067 1,000 0,073 0,224 

Sboi 12 258-264 2 0,625 0,525 1,000 0,207 0,900 0,000 

Sboi 13 371 1 0,000 0,000 - - - 0,001 

Sboi 14 239-275 2 0,125 0,125 - 0,000 1,000 0,000 

Sboi 15 421-425 2 0,250 0,233 1,000 0,077 1,000 0,000 

Sboi 17 265-271 2 0,500 0,500 1,000 0,000 0,792 0,000 

Sboi 18 297-327 6 0,875 0,767 1,000 0,153 0,927 0,000 

Média  2,31 0,269 0,314 0,646 0,152 0,089 0,038 
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TABELA 3 – Alelos encontrados nas diferentes localidades analisadas 

Loco 

Alelos encontrados na análise de 8 

amostras do IBGE 

Alelos 

encontrados 

na análise de 2 

amostras do 

Guará 

Número de 

alelos 

encontrados 

na análise das 

10 amostras 

em conjunto 

Sboi 01 3 (344+, 348 e 352+) 1 (348) 3  

Sboi 02 1 (387) 2 (387 e 411*) 2 

Sboi 03 1 (252+) 2 (288* e 300*) 3 

Sboi 04 5 (445+, 449+, 453+, 457+, 461+) 1 (373*) 6 

Sboi 06 1 (301) 2 (301 e 309*) 2 

Sboi 08 2 (321+ e 327+) 1 (318*) 3 

Sboi 09 2 (220+ e 226+) 1 (214*) 3 

Sboi 12 2 (258 e 264+) 2 (258 e 261*) 3 

Sboi 13 1 (371) 1 (371) 1 

Sboi 14 2 (239+ e 275+) 2 (235* e 291*) 4 

Sboi 15 2 (421+ e 425+) 1 (401*) 3 

Sboi 17 2 (265 e 271+) 1 (265) 2 

Sboi 18 6 (297+, 306+, 309+, 312+, 318+, e 327+) 2 (303* e 321*) 8 

Média 2,31 1,46 3,31 

+ = alelos presentes apenas nas amostras do IBGE (24 alelos); * = alelos presentes apenas nas 
amostras do Guará (13 alelos) 

 

 

 Do total de 43 alelos encontrados, foi verificado que 24 alelos estão 

presentes apenas nas amostras da Reserva Ecológica do IBGE (n = 8 

indivíduos), 13 alelos estão presentes apenas nas amostras da Reserva 

Ecológica do Guará (n = 2 indivíduos), e 6 alelos são comuns às duas áreas 

amostradas (Tabela 3). 
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3.4. Discussão e Conclusões 

 

As análises apresentadas acima ainda são preliminares, feitas para a 

caracterização da diversidade genética encontrada nos marcadores 

microssatélites desenvolvidos para o peixe Simpsonichthys boitonei. Os 

resultados indicam a existência de baixo polimorfismo nos locos analisados, com 

número médio de alelos por população variando entre 2,31 e 3,31, dependendo 

do conjunto de amostras incluídas nas análises. 

A caracterização geral dos locos estudados foi realizada utilizando 

apenas as amostras obtidas na Reserva Ecológica do IBGE. Para esse conjunto 

de amostras (n = 8), foi verificado que apenas os locos Sboi 04 e Sboi 18 

apresentaram uma quantidade de alelos que pode ser considerada mediana 

para marcadores microssatélites, com 5 e 6 alelos respectivamente. Os demais 

locos apresentaram baixo polimorfismo, possuindo entre 1 e 3 alelos (quatro 

locos apresentaram apenas 1 alelo, seis locos apresentaram 2 alelos, e um loco 

apresentou 3 alelos). O baixo polimorfismo encontrado nos locos analisados 

resultou no baixo número médio de alelos (2,31), assim como baixos valores de 

heterozigosidade observada (HO = 0,269) e esperada (HE = 0,314). Após a 

correção de Bonferroni, nenhum dos locos apresentou desvio do Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg, sendo observado, entretanto, uma frequência de alelos nulos 

(r) estimada em 0,23 e 0,22 para os locos Sboi 01 e Sboi 09, respectivamente. 

O coeficiente de endogamia médio apresentou um valor que pode ser 

considerado mediano/baixo (FIS = 0,152), não significativo estatisticamente. 

Poucos trabalhos utilizando marcadores microssatélites foram realizados 

até o momento com outras espécies de killifishes (Ordem Cyprinodontiformes).  

GUERRERO-JIMENEZ et al. (2017), estudando cinco populações Andinas de 

morfoespécies pertencentes ao gênero Orestias, com oito locos microssatélites, 

encontrou que o número médio de alelos por população variou entre 5 e 9,3 (em 

nosso trabalho = 2,3), enquanto que o valor de FIS variou entre -0,04 e 0,10 (em 

nosso trabalho = 0,15). Já PAPPALARDO et al. (2015), analisando cinco locos 

microssatélites em cinco populações de duas espécies mediterrâneas, 

encontrou resultados mais próximos aos nossos: para Aphanius fasciatus o 

número médio de alelos por população variou entre 2,6 e 4,2, enquanto que o 
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valor de FIS variou entre 0 e 0,08; já para  Aphanius iberus o número médio de 

alelos por população variou entre 1,66 e 2,33 e o FIS variou entre 0 e 0,14. Como 

comparação, citamos aqui o artigo de DANANCHER et al. 2008, que estudou o 

peixe Zingel asper, uma espécie europeia pertencente à Família Percidae, 

Ordem Perciformes (portanto não é um killifish), endêmica da bacia do rio 

Ródano na França e na Suíça. Essa é uma das espécies europeias de peixe 

mais ameaçada, que corre risco de extinção devido à destruição e poluição do 

habitat. Apesar de ameaçada, a avaliação genética com cinco locos 

microssatélites de cinco localidades amostradas revelou um número médio de 

alelos por localidade variando entre 8 e 11,6, e um valor de FIS variando entre -

0,001 e 0,04, valores bem diferentes daqueles encontrados em nosso trabalho e 

nos artigos de GUERRERO-JIMENEZ et al. 2017 e PAPPALARDO et al. 2015 

apresentados acima. 

Apenas 2 amostras da Reserva Ecológica do Guará foram analisadas, o 

que impede uma avaliação mais precisa da diversidade genética encontrada 

nessa localidade. Entretanto, a análise comparativa dos alelos encontrados 

nessa população com àqueles encontrados na Reserva Ecológica do IBGE 

revela informações importantes quanto à diversidade encontrada na espécie 

como um todo e quanto à distribuição dessa diversidade entre as suas 

populações. Nas duas amostras da Reserva Ecológica do Guará analisadas foi 

encontrado, para o conjunto de 13 locos avaliados, um total de 19 alelos (contra 

30 alelos encontrados nas oito amostras do IBGE), sendo que 13 dos 19 alelos 

observados foram encontrados apenas nessa localidade. Por outro lado, dos 30 

alelos encontrados na área do IBGE, apenas 6 também estavam presentes nas 

amostras do Guará. Dos 13 locos analisados nas duas amostras, 7 

apresentaram um único alelo (sendo que em 4 locos o alelo observado não foi 

encontrado na população do IBGE), e 6 apresentaram 2 alelos. Apesar da 

limitação imposta pela pequena quantidade de amostras analisadas, os dados 

encontrados sugerem a existência de uma diferença na composição genética 

das duas áreas amostrada, com a fixação de diferentes alelos nas duas 

populações. 

Os resultados aqui apresentados são coerentes com a estrutura 

populacional e a biologia reprodutiva do Pirá-brasília. Como já descrito no 

capítulo 1, essa espécie apresenta ciclo de vida anual, e suas populações estão 
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restritas à pequenas áreas alagadas que se formam durante o período chuvoso. 

Atualmente, apenas as populações encontradas na Reserva Ecológica do Guará 

e na Reserva Ecológica do IBGE são conhecidas. Além do fato dessas áreas 

alagadas onde a espécie vive abrigarem um número reduzido de indivíduos, sua 

distribuição atual é disjunta, estando as duas áreas isoladas uma da outra devido 

à ocupação humana no território do Distrito Federal. Populações isoladas e com 

número de indivíduos reduzido são muito susceptíveis aos efeitos da deriva 

genética, fenômeno no qual a flutuação aleatória das frequências alélicas pode 

levar à fixação ou perda de alelos, reduzindo assim a diversidade genética tanto 

em termos de número de alelos como em heterozigosidade. É provável que a 

baixa diversidade encontrada nos locos microssatélites analisados nesse 

trabalho seja fruto desse processo, que levaria também à fixação de diferentes 

alelos nas duas áreas estudadas. Entretanto, para uma avaliação precisa da 

diversidade e estrutura genética encontrada nessa espécie é necessário a 

análise de um número maior de amostras das diferentes áreas. Além disso, a 

análise de amostras obtidas na mesma área em anos consecutivos pode revelar 

dados importantes sobre a dinâmica da diversidade genética encontrada nas 

suas populações, frente às características reprodutivas observadas na espécie. 

Apesar de ser uma análise inicial, os dados apresentados neste trabalho 

são extremamente relevantes, e mostram o potencial dos marcadores 

microssatélites aqui desenvolvidos para a realização de estudos genéticos 

populacionais que permitam uma melhor compreensão da história de vida das 

espécies de peixes anuais, em particular de S. boitonei. 
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