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OLIVEIRA, Vilmara de. Andlise da influéncia do reservatdrio da Itaipu na diversidade
e estrutura genéticas de Ancistrus sp. (Siluriformes: Loricariidae) e Heptapterus
mustelinus (Siluriformes: Heptapteridae). 2024. 72 f. Dissertacdo de mestrado do
Programa de PoOs-Graduacdo em Biodiversidade Neotropical — Universidade Federal da
Integracdo Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2024.

RESUMO

A diversidade genética é necesséria para a adaptacdo e sobrevivéncia das espécies. Ela
esta distribuida em um padrdo dentro e entre populacdes, conhecido como estrutura
genética. Os ecossistemas fluviais sdo significativamente influenciados por barreiras, que
afetam diretamente a diversidade e a estrutura genética de peixes. Reservatorios e canais
de grandes rios podem atuar como barreiras causando estruturacdo genética populacional.
No entanto, os reservatorios formados, também podem atuar de forma a ampliar a
conectividade ao permitir a dispersdo de peixes. Estimam-se que 50% das espécies de
peixes sul-americanas possuem pequeno porte (€ 15 cm de comprimento), geralmente
vivendo em riachos e possuindo baixa capacidade de deslocamento. O presente trabalho
objetivou avaliar a influéncia do reservatorio da Itaipu nos indices de diversidade e estrutura
genética de peixes de riachos, com base em marcadores moleculares SNPs. Foram
analisadas duas espécies de pequenos peixes: Ancistrus sp. e Heptapterus mustelinus,
coletados em riachos de cinco microbacias da bacia hidrogréfica do Parana 3. A biblioteca
genbmica foi construida por meio da técnica de sequenciamento com dupla digestao
enziméatica associada a sitios de restricdo. Apés o sequenciamento e devidas filtragens,
foram obtidos 11.240 e 9.647 marcadores SNPs, para 39 individuos de Ancistrus sp. e 37
individuos de H. mustelinus, respectivamente. Ambas as espécies apresentaram uma baixa
a moderada diversidade genética e parentesco intrapopulacional, especialmente Ancistrus
sp. A Andlise de Variancia Molecular, os indices de fixacdo interpopulacionais, a analise
bayesiana realizada no STRUCTURE e a Andlise Discriminante de Componentes Principais
mostram evidéncias de estruturacdo genética entre a maioria das microbacias para ambas
as espeécies. Para Ancistrus sp. também ha diferenciacdo populacional entre riachos. O rio
Parana/reservatoério da Itaipu parece atuar como uma barreira ao fluxo génico entre as
diferentes microbacias. O Teste de Mantel ndo evidenciou isolamento por distancia para
nenhuma das espécies, reforcando que a estrutura genética encontrada € causada pelo
rio/reservatorio. Por outro lado, algumas microbacias ndo se mostraram fortemente
estruturadas ao compartilharem diferentes linhagens genéticas, 0 que sugere que 0
reservatorio da Itaipu, ao submergir algumas areas apds o seu enchimento, pode ter
propiciado um contato secundario entre microbacias antes estruturadas.

Palavras-chave: Diversidade genética; Estrutura populacional; Peixes; Riachos; SNP.



7

OLIVEIRA, Vilmara de. Analisis de la influencia del embalse de Itaipu en la diversidad
y estructura genéticas de Ancistrus sp. (Siluriformes: Loricariidae) y Heptapterus
mustelinus (Siluriformes: Heptapteridae). 2024. 72 h. Disertacion de maestria del
Programa de Postgrado en Biodiversidad Neotropical - Universidad Federal de la
Integracién Latinoamericana, Foz do Iguagu, 2024.

RESUMEN

La diversidad genética es necesaria para la adaptacion y supervivencia de las especies.
Esta diversidad esta distribuida en un patron dentro y entre poblaciones, conocido como
estructura genética. Los ecosistemas fluviales son significativamente influenciados por
barreras que afectan directamente la diversidad y la estructura genética de peces. Los
embalses y canales de grandes rios pueden actuar como barreras provocando la
estructuracion genética poblacional. Sin embargo, los embalses formados también pueden
actuar para aumentar la conectividad permitiendo la dispersion de peces. Se estima que el
50% de las especies de peces sudamericanas son de pequefio tamafo (£ 15 cm de
longitud), generalmente viven en arroyos Yy tienen baja capacidad de desplazamiento. El
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la influencia del embalse de Itaipu en los
indices de diversidad y estructura genética de peces de arroyos, a partir de marcadores
moleculares SNP. Se analizaron dos especies de pequefios peces: Ancistrus sp. y
Heptapterus mustelinus, colectados en arroyos de cinco microcuencas de la cuenca
hidrogréafica del Parana 3. La biblioteca gendmica fue construida mediante la técnica de
secuenciacion con doble digestidn enzimatica asociada a sitios de restriccion. Después de
la secuenciacion y las filtraciones debidas, se obtuvieron 11,240 y 9,647 marcadores SNP
para 39 individuos de Ancistrus sp. y 37 individuos de H. mustelinus, respectivamente.
Ambas especies presentaron una diversidad genética baja a moderada y un parentesco
intrapoblacional, especialmente Ancistrus sp. El Analisis de Varianza Molecular, los indices
de fijacidn inter-poblacionales, el andlisis bayesiano realizado en STRUCTURE y el Analisis
Discriminante de Componentes Principales muestran evidencias de estructuracion genética
entre la mayoria de las microcuencas para ambas especies. Para Ancistrus sp. también hay
diferenciacion poblacional entre arroyos. El rio Parand/embalse de Itaipu parece actuar
como una barrera al flujo génico entre las diferentes microcuencas. La prueba de Mantel no
mostro aislamiento por distancia para ninguna de las especies, reforzando que la estructura
genética encontrada es causada por el rio/lembalse. Por otro lado, algunas microcuencas
no se mostraron fuertemente estructuradas al compartir diferentes linajes genéticos, lo que
sugiere que el embalse de Itaipd, al sumergir algunas areas después de su llenado, puede
haber proporcionado un contacto secundario entre microcuencas previamente
estructuradas.

Palabras clave: Diversidad genética; Estructura poblacional; Pez; Arroyos; SNP.
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OLIVEIRA, Vilmara de. Analysis of the influence of the Itaipu reservoir on the genetic
diversity and structure of Ancistrus sp. (Siluriformes: Loricariidae) and Heptapterus
mustelinus (Siluriformes: Heptapteridae). 2024. 72 p. Master's thesis of the Graduate
Program in Neotropical Biodiversity - Federal University of Latin American Integration, Foz
do lguacu, 2024.

ABSTRACT

Genetic diversity is necessary for the adaptation and survival of species. This diversity is
distributed in a pattern within and among populations, known as genetic structure. Riverine
ecosystems are significantly influenced by barriers that directly affect the genetic diversity
and structure of fish. Reservoirs and channels of large rivers can act as barriers causing
population genetic structuring. However, the reservoirs formed can also act to increase
connectivity by allowing fish dispersal. It is estimated that 50% of South American fish
species are small-sized (< 15 cm in length), generally living in streams and having low
displacement capacity. The present study aimed to evaluate the influence of the Itaipu
reservoir on diversity indices and genetic structure of stream fish based on molecular
markers SNP. Two species of small fish were analyzed: Ancistrus sp. and Heptapterus
mustelinus, collected in streams of five microbasins of the Parana 3 river basin. The genomic
library was constructed using the double digest restriction-site-associated DNA sequencing
technique. After sequencing and appropriate filtering, 11,240 and 9,647 SNP markers were
obtained for 39 individuals of Ancistrus sp. and 37 individuals of H. mustelinus, respectively.
Both species showed low to moderate genetic diversity and intrapopulation kinship,
especially Ancistrus sp. Analysis of Molecular Variance, interpopulation fixation indices,
Bayesian analysis performed in STRUCTURE and Discriminant Analysis of Principal
Components provide evidence of genetic structuring among most microbasins for both
species. For Ancistrus sp. there is also population differentiation between streams. The
Parana River/Itaipu reservoir appears to function as a barrier to gene flow between different
microbasins. The Mantel Test did not show isolation by distance for any of the species,
reinforcing that the genetic structure found is caused by the river/reservoir. On the other
hand, some microbasins did not show strong structuring as they shared different genetic
lineages, which suggests that the Itaipu reservoir, by submerging some areas after its filling,
may have provided secondary contact between previously structured microbasins.

Keywords: Genetic diversity; Population structure; Fish; Streams; SNP.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ecossistemas de riachos: barreiras e conectividade

Os rios sao corpos d’agua Iéticos de sistema aberto e de fluxo unidirecional
(DUDGEON et al., 2006), configurando-se em mosaicos de tipos de habitat e gradientes
ambientais (ALLAN, 2004), de alta complexidade espacial e conectividade lateral,
longitudinal e vertical (ALLAN & CASTILLO, 2007). Os riachos diferem dos rios por seu
tamanho menor, baixa producdo primaria autotréfica local e maior dependéncia da
vegetacao riparia e matéria organica aloctone (CASTRO, 1999; ALLAN & CASTILLO, 2007)
(Figura 1). Possuem também correnteza relativamente forte, fundo com predominio de areia
grossa, cascalho e rochas, alternancia de pocos e corredeiras e folhico em decomposicao
no fundo de pocos e remansos (CASTRO, 1999). Podem ser classificados
hierarquicamente por ordens, onde o menor riacho com fluxo permanente é referido como
de primeira ordem; a uniao de dois riachos de primeira ordem forma um riacho de segunda
ordem; e assim por diante (ALLAN & CASTILLO, 2007). S&o considerados riachos 0s
corpos d’agua até a quarta ordem (CASTRO, 1999). Essa classificacdo € uma medida
aproximada de tamanho e correlaciona-se com medidas mais precisas, como a area
drenada, o volume de agua descarregada e as dimensdes do canal (ALLAN & CASTILLO,
2007). Os componentes mais abundantes de um sistema fluvial séo os riachos de menor
ordem, de pequeno comprimento e area de drenagem; e a medida que os afluentes de um
ro se juntam a ele, seu tamanho, volume d’agua e area de drenagem sao aumentados
(ALLAN & CASTILLO, 2007).
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Figura 1 - Riacho pertencente & microbacia do Rio S&o Jodo, bacia do Parana 3.

Fonte: O autor (2024).

Pela natureza dos canais de rios e riachos eles est&o altamente conectados
com o0 ambiente terrestre do entorno, sendo bastante influenciados por eventos de chuva
(ALLAN & CASTILLO, 2007), que guando torrenciais, determinam um grande aumento do
volume de agua dos riachos, enquanto rios de médio e grande porte sdo submetidos a
variacdes sazonais no nivel fluviométrico (ESTEVES, 2011). Desta forma, a principal fungédo
de forca em sistemas I6ticos € a vazao hidrolégica (ESTEVES, 2011) e as acdes humanas
muitas vezes alteram a variacdo natural da vazao (ALLAN & CASTILLO, 2007). Entre as
principais ameacas aos ecossistemas de riachos e sua biodiversidade associada esta a
modificacdo dos regimes hidrolégicos naturais. A modificacdo dos regimes hidrologicos
naturais tem como um de seus principais causadores o represamento dos ambientes |6ticos
(ALLAN & CASTILLO, 2007). Estruturas de desvio d’agua como barragens, podem alterar
os regimes de fluxo e até mesmo causar a seca permanente de riachos, causando a perda
de conectividade hidrolégica longitudinal, lateral e vertical, levando a perda de rotas de
dispersao da biota (LAKE, 2003). Por serem estruturados em redes ecologicas dendriticas,
0s ecossistemas fluviais sdo significativamente influenciados pelas barreiras, as quais
afetam diretamente a diversidade e a estruturacdo populacional de peixes. Os processos
ecolégicos como dispersdo, crescimento populacional e interagbes das comunidades
ocorrem dentro dos ramos do sistema dendritico (habitats primarios para as espécies

residentes), com os noés servindo como pontos de transferéncia. A arquitetura das



15

ramificagBes nos sistemas dendriticos contribui para a heterogeneidade do hébitat local e
oferece reflgios para os organismos, além de acesso a calha principal para individuos
migratorios (CAMPBELL GRANT; LOWE; FAGAN, 2007). Nesses ecossistemas, as
populacdes de organismos aquaticos movem-se longitudinalmente ao longo das
ramificacBes, e uma Unica barreira, natural ou artificial, pode reduzir substancialmente o
fluxo génico, transformando uma metapopulacédo em populacdes isoladas e aumentando o
risco de extincdes locais (KELSON et al.,, 2015). As alteracdes irreversiveis no regime
hidrolégico natural dos rios promovidas por barragens e represamentos sao: |. a alteracéo
do ambiente l6tico para léntico na regido do reservatorio, Il. as grandes alteracdes
paisagisticas com a criagcdo de um gradiente hidrolégico longitudinal a montante e, Ill. o
controle de vazao que altera o ciclo de cheias sazonais e a diminuicdo da conectividade
hidrolégica entre o rio e a planicie lateral nas zonas ribeirinhas e a jusante (AGOSTINHO;
PELICICE; GOMES, 2008).

E sabido que barragens e reservatérios, obstaculos produzidos pelo
represamento de rios, tém efeitos diferentes. Enquanto as barragens impedem
principalmente os movimentos a montante, os reservatorios dificultam os movimentos a
jusante (PELICICE; POMPEU; AGOSTINHO, 2014). As barragens sao obstrucdes fisicas
gque interrompem a conectividade longitudinal dos rios, bloqueando totalmente o0 movimento
ascendente dos peixes, sendo entdo desenvolvidos diversos mecanismos de passagens
para peixes na tentativa de facilitar esses movimentos (PELICICE; POMPEU,
AGOSTINHO, 2014). Os grandes reservatorios, funcionam como barreiras
comportamentais & migracdo dos peixes. Eles ndo possuem uma estrutura fisica, mas se
estendem longitudinalmente e horizontalmente por um grande espaco, criando uma
transicdo gradual entre ambientes IGticos, semilénticos e Iénticos, afetando negativamente
o0 comportamento dos peixes. Os reservatorios diferem do regime fluvial original,
constituindo uma barreira ecolégica que leva os peixes a preferirem areas a montante que
mantém as condig¢des ribeirinhas (PELICICE; POMPEU; AGOSTINHO, 2014). A auséncia
de fluxo nos reservatérios também impede a deriva passiva de ovos e larvas, aumentando
a pressao de predacao e o risco de deposicdo em ambientes inadequados. A troca genética
também é prejudicada, com a reducdo significativa do fluxo génico. Ao contrario das
barragens, os reservatérios ndo sdo um grande obstaculo aos movimentos rio acima dos
peixes adultos (PELICICE; POMPEU; AGOSTINHO, 2014).

Além disso, os canais dos grandes rios podem atuar como barreiras a

dispersdo de algumas espécies de peixes, principalmente as de pequeno porte, tanto por
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seu tamanho e regime de descarga, como por neles ser maior a competicao interespecifica,
a presséo de predacdo (KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003), ou ainda, a falta de abrigo
encontrada pela menor heterogeneidade ambiental (FITZGERALD et al., 2018). Assim, em
espécies de pequeno porte, as popula¢des tendem a ficar isoladas nas microbacias onde
ocorrem. Neste sentido, os represamentos podem atuar de forma diferente, acabando por
ampliar a conectividade hidrolégica, ao permitir a dispersdo de peixes em sistemas fora de
seu alcance natural, removendo barreiras geograficas naturais e promovendo a
homogeneizacéao bibtica por meio da homogeneizacéo de habitat. O represamento de Itaipu
€ um exemplo, pois inundou a barreira natural das antigas cachoeiras de Sete Quedas,
permitindo que peixes da parte inferior da bacia do Parana colonizassem intensamente os
trechos superiores, resultando em homogeneizacdo (VITULE; SKORA; ABILHOA, 2012).
Além disso, também transformou o trecho do rio Paran& sob sua influéncia de um ambiente
l6tico em um ambiente |éntico, 0 que pode ter removido a barreira natural causada pelo

proprio rio Parana, permitindo o transito de peixes entre microbacias antes isoladas.

1.2 Diversidade de peixes de 4gua doce

Os ecossistemas de agua doce abrigam uma grande riqueza da vida.
Neles, estdo presentes cerca de 6% de todas as espécies de organismos descritas e 40%
da diversidade de espécies de peixes, em apenas 0,01% do total de agua do planeta Terra
e em 0,8% de sua superficie (DUDGEON et al., 2006). Para o continente sul-americano,
existem cerca de 5.200 espécies de peixes de agua doce descritas, nimero que representa
cerca de um terco do total de espécies de peixes de agua doce mundial, em 12% da &rea
continental terrestre. Além disso, a maioria das estimativas para o total de espécies de
peixes de agua doce da regido Neotropical supera 8 mil espécies, podendo chegar a 9 mil,
baseando-se nas tendéncias histéricas nas taxas de descoberta e descricdo de espécies,
e na aceleragéo das taxas de descri¢cdo e de sinonimizacdo (REIS et al., 2016). Além da
grande rigueza de espécies de peixes em si, temos que levar em consideragao o fato de
gue no minimo 50% das espécies de peixes de agua doce sul-americanos sédo espécies de
pequeno porte (até 15 cm de comprimento), que geralmente vivem em riachos e
apresentam um alto grau de endemismo. Esses peixes possuem, em geral, baixa

capacidade de deslocamento, ndo realizando grandes migracdes durante suas vidas, o que
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facilita o0 isolamento e a ocorréncia de eventos vicariantes levando a especiacao alopatrica
(CASTRO, 1999).

O Brasil atualmente apresenta mais de 3.600 espécies de peixes de agua
doce (FISHBASE, 2024). Somente na drenagem do Alto rio Parana, que compreende as
drenagens a montante do reservatério da Itaipu, nos estados brasileiros Parana, Sao Paulo
e Mato Grosso do Sul, existem 341 espécies nativas, que estao alocadas em seis ordens e
30 familias, além de 128 espécies ndo nativas (DAGOSTA et al., 2024). Seguindo a
tendéncia relatada para a regido Neotropical (LOWE-MCCONNEL, 1999), a maior riqueza
€ encontrada nas ordens Siluriformes e Characiformes (LANGEANI et al., 2007). Dentre as
espécies do Alto Parand, cerca de 76% sdo autdéctones (espécies que ocorrem
naturalmente no Alto Parana), 22% sao aléctones (espécies que sao provenientes de outras
bacias da regido Neotropical e introduzidas no Alto Parana) e 2% exdticas (espécies
provenientes de outros continentes). Dentre as espécies aloctones e exoticas, 50%
passaram a ocorrer no Alto Parana apds a construcdo da barragem de Itaipu (LANGEANI
et al., 2007). Cerca de 88% das espécies do Alto rio Paran& sdo sedentérias ou migratorias
curtas, com ciclo de vida relativamente curto, tamanho corporal pequeno a médio e com
estratégias reprodutivas variadas. O restante de espécies migratorias (cerca de 12%),
possuem tamanho corporal maior, ciclo de vida mais longo, fertilizacdo externa e né&o
exibem cuidados parentais (AGOSTINHO et al., 2007).

1.3 Bacias hidrogréaficas do Alto rio Parana e Parana 3

O rio Paran4, formado pela confluéncia dos rios Grande e Paranaiba, € o
segundo maior rio da Ameérica do Sul. Percorre 4.695 km, da sua nascente, no planalto
central (Brasil), até a sua foz, no estuéario do Prata (Argentina). E o décimo maior rio do
mundo em vazdo (5,0x108m3/ano) e o quarto em area de drenagem (2,8x10%km?)
(AGOSTINHO; VAZZOLER; THOMAZ, 1995). Sua bacia, formada pelos rios Parana e
Paraguai, € a segunda maior bacia da América do Sul, ocupando grande parte de sua
por¢cado centro-sul, das encostas dos Andes até a Serra do Mar, nas proximidades do
Oceano Atlantico (AGOSTINHO; VAZZOLER; THOMAZ, 1995).

A bacia hidrografica do Alto rio Parand (Figura 2) abrange

aproximadamente um terco da bacia do rio Parana. Com excecao do trecho ao longo do
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reservatorio da Usina Hidrelétrica de Itaipu, que faz fronteira com o Paraguai, a bacia esta
totalmente em territério brasileiro. Ela possui uma area de 891.000 km? (10,5% do territério
brasileiro) e compreende a regido de maior densidade populacional (cerca de 65 milhdes
de habitantes) (RUDKE et al., 2022), os principais centros industriais e a agricultura mais
intensiva do Brasil (AGOSTINHO; THOMAZ; GOMES, 2004). Além disso, a regido é
altamente represada, com mais de 145 grandes barragens, a interferéncia antropica que
mais afeta a fisiografia da bacia (AGOSTINHO; GOMES; PELICICE, 2007), pois somente
cerca de 43,19% de seus cursos d’agua estao livres de barramentos (LIERMANN et al.,
2012). O dnico trecho da calha do rio Parand livre de represamentos € a planicie de
inundacao localizada entre a barragem de Porto Primavera e o reservatoério da Itaipu, com
cerca de 230 km (AGOSTINHO; THOMAZ; GOMES, 2004). Antes da formacdo do
reservatorio de Itaipu, a bacia do Alto rio Parand era delimitada da nascente do rio Parana
até a antiga cachoeira de Sete Quedas (com 619 km), sendo a bacia do Médio rio Parana,
da cachoeira de Sete Quedas até a foz do rio Iguacu (190 km), e a bacia do Baixo rio
Parand, da foz do rio Iguacgu até a foz do rio Parana, no estuario do La Plata (AGOSTINHO
& ZALEWSKI, 1996). Com a criacdo do reservatorio, a cachoeira de Sete Quedas ficou
submersa, sendo entdo denominado Alto rio Paran& as drenagens a montante da barragem
da Usina Hidrelétrica de Itaipu, incluindo a porcdo antes tida como meédio rio Parana
(AGOSTINHO et al., 2000).
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Figura 2 - Bacia do Alto rio Parané e bacia do rio Parana 3.
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Fonte: O autor (2024).

O reservatorio da Usina Hidrelétrica de Itaipu, maior usina hidrelétrica do
Brasil (14.000 MW de capacidade instalada) (DIAS et al., 2018), possui area inundada de
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1.460 km?, dos quais 835 km? s&o brasileiros e 625 km? sdo paraguaios. Sua extenséo, em
seu eixo longitudinal, é de 151 km, entre as cidades de Foz do Iguacu-Ciudad del Este e
Guaira-Salto del Guaira (AGOSTINHO; JULIO JR.; BORGHETTI, 1992). Ao submergir os
baixos cursos dos rios locais, corredeiras e cachoeiras, como as Sete Quedas, o0
enchimento do reservatorio provocou consideravel alteracdo na composicéo ictiofaunistica
da regido (AGOSTINHO & ZALEWSKI, 1995, 1996). Por exemplo, houve uma reducao dos
estoques de grandes peixes migradores, de alto valor comercial e um aumento na
abundancia de pequenas espécies sedentarias e baixo valor comercial (AGOSTINHO &
ZALEWSKI, 1996; AGOSTINHO; OKADA; GREGORIS, 1999). Adicionalmente, pelo menos
60 espécies de peixes que ocorriam naturalmente na bacia do Baixo e Médio rio Parana
(ex.: Heptapterus mustelinus (Valenciennes, 1835)), puderam dispersar para a bacia do Alto
rio Parana, como resultado da criacédo do reservatoério da Itaipu e da submerséo da barreira
natural das Sete Quedas (LANGEANI et al., 2007; DAGOSTA et al., 2024).

A bacia hidrografica do Parana 3 (BP3) (Figura 2) compreende a drenagem
de rios e riachos que desembocam diretamente no rio Parana, estando localizada entre as
bacias dos rios Piquiri e Iguacu, no Oeste do Estado do Parana (INSTITUTO AGUA E
TERRA, 2014a). Seus principais afluentes sdo os rios Sao Francisco que nasce na cidade
de Cascavel, o0 Guacgu que nasce na cidade de Toledo, o Sdo Francisco Falso que nasce
na cidade de Céu Azul e o Ocoi que nasce na cidade de Matelandia (PEREIRA &
SCROCCARO, 2013). Esta bacia drena uma area total de 8.389,31 km? e abrange 28
municipios (INSTITUTO AGUA E TERRA, 2014c), presente em uma regido com intensa
atividade agricola, habitada por aproximadamente 700 mil pessoas (INSTITUTO AGUA E
TERRA, 2014b). Esta inserida na Ecorregido Florestas do Alto Parana do Complexo Mata
Atlantica, e a vegetagdo natural da regido é caracterizada pela floresta estacional
semidecidual. A topografia da regido varia desde areas relativamente planas, com solos
profundos, em altitudes entre 150 e 250 m acima do nivel do mar (proximas ao rio Parana
e a outros rios principais), a planaltos relativamente planos, com altitudes entre 550 e 800
m acima do nivel do mar. Entre os rios principais e o planalto, as &reas tem altitudes entre
300 e 600 m acima do nivel do mar, escarpas relativamente ingremes e sdo expostas a
erosdo do solo quando a cobertura florestal € removida (LIGIER, 2000). Apesar da grande
variacao de tipos de solos, com relacdo a textura, composi¢do quimica e acidez, os solos
da regido séo parcialmente ricos em nutrientes, geralmente profundos e de cor
avermelhada, quando proximos aos rios principais, tornando-se menos profundos e mais

pedregosos em altitudes maiores (LIGIER, 2000). Considerando o clima subtropical, a
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precipitacdo fica na faixa de 1.000 a 2.200 mm por ano e nao é distribuida uniformemente,
podendo ocorrer periodos secos, normalmente no inverno. A temperatura média anual varia
de 16 a 22°C com alta amplitude anual (DI BITETTI; PLACCI; DIETZ, 2003).

A BP3 apresenta diversas areas de Corredores de Biodiversidade e é
delineada ao sul pelo limite do Parque Nacional do Iguacu, onde se registra grande
diversidade de organismos (PEREIRA & SCROCCARO, 2013). No entanto, a regiao vem
sofrendo com diversas ameacas a conservacdao de sua biodiversidade. Existem as
ameacas relacionadas ao uso da terra, como a forte expansdo agricola das ultimas
décadas; as relacionadas a infraestrutura, como a criacao de diversas represas e estradas,
todas causando a fragmentacao, o isolamento e a degradacao dos fragmentos florestais;
além das relacionadas a caca predatoéria e ao uso insustentavel das florestas nativas, que
também vem empobrecendo e degradando os remanescentes florestais (DI BITETTI;
PLACCI; DIETZ, 2003). Adicionalmente, temos ameacas a conservacao da bacia do ponto
de vista hidrico. Existe a possibilidade de contaminacao das aguas por efluentes agricolas
(PEREIRA & SCROCCARO, 2013): a BP3 apresenta um consumo de agrotoxicos acima
da média do estado do Parana (INSTITUTO PARANAENSE DE DESENVOLVIMENTO
ECONOMICO E SOCIAL, 2013); por efluentes urbanos domésticos, pois o indice de
tratamento de residuos sanitarios na regidao € baixo (PEREIRA & SCROCCARO, 2013),
além da perda do regime de fluxo natural causada pelos represamentos (AGOSTINHO;
PELICICE; GOMES, 2008).

A ictiofauna da BP3 é composta por 48 espécies de peixes, pertencentes a
seis ordens, 13 familias e 37 géneros (PEREIRA et al., 2021). Confirmando o padrdo
encontrado na regido (LOWE-MCCONNEL, 1999; LANGEANI et al., 2007), as ordens mais
representativas foram Siluriformes, com 19 espécies (39,6%), e Characiformes, com 17
espécies (35,4%), totalizando 75% das espécies encontradas. Quatro foram as familias
dominantes: Characidae com 10 espécies (20,8%), Loricaridae com nove espécies
(18,7%), Heptapteridae com seis espécies (12,5%), e Cichlidae, também com seis espécies
(12,5%). A espécie Heptapterus mustelinus foi a mais abundante em nimero de individuos
e uma das mais prevalentes em distribuicdo dentro da BP3, juntamente com Ancistrus sp.,
a terceira espécie mais abundante e prevalente (PEREIRA et al., 2021). Esses dados
demonstram a importancia dessas espécies para a biodiversidade da regido, a qual se
configura numa regido altamente impactada pelas a¢des antropicas.
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1.4 Caracterizacdo das espécies Ancistrus sp. e Heptapterus mustelinus

A espécie Ancistrus sp. (Figura 3) € conhecida popularmente como
‘cascudinho” ou “cascudo-barbudo” (DA GRACA & PAVANELLI, 2007). Pertencente a
ordem Siluriformes e a familia Loricariidae, a espécie distribui-se pelo rio Sdo Francisco
Verdadeiro e bacia do alto rio Parana (DA GRACA & PAVANELLI, 2007). A espécie pode
chegar ao comprimento maximo de 14 cm, possui corpo escuro com algumas manchas
claras, sobretudo sobre a cabeca, e nadadeiras claras com manchas escuras (DA GRACA
& PAVANELLI, 2007). Trata-se de uma espécie ainda ndo descrita, pertencente a um
complexo de espécies dificeis de distinguir pelos caracteres morfologicos tradicionais.
Segundo Zawadzki (2004), é provavel que exista outras espécies desse género na regiao
do alto rio Parana. J& Prizon (2018), com base em marcadores citogenéticos e moleculares,
sugere a existéncia de pelo menos quatro espécies candidatas de Ancistrus, além da
conhecida A. cirrhosus, para a bacia do Parana. E sabido que as espécies do género
Ancistrus sao algivoras e detritivoras (POWER, 1983; ABELHA; AGOSTINHO; GOULART,
2001), se alimentando principalmente de algas que raspam das superficies subaquaticas,
como pedras e troncos, usando seus dentes especializados, além de matéria organica em
decomposicédo. Por seu habito alimentar especifico, que os mantém préximos a superficies,
habito bentbnico, comportamento territorial e por cuidarem de seus ninhos na época
reprodutiva (BALON, 1975; POWER, 1983), as espécies do género Ancistrus apresentam
baixa vagilidade.



23

Figura 3 - Espécime de Ancistrus sp. coletado em um riacho situado na bacia hidrogréafica do Parana 3. a)

Vista lateral. b) Vista dorsal. c) Vista ventral. Barra de escala: 3 cm.

a)

Fonte: O autor (2024).

A espécie Heptapterus mustelinus (Valenciennes, 1835) (Figura 4) é
conhecida popularmente como “bagrinho” ou “bagre-pedra” (DA GRACA & PAVANELLI,
2007). Pertencente a ordem Siluriformes e a familia Heptapteridae, a espécie distribui-se
pelas bacias do Prata e sul do Brasil (DA GRACA & PAVANELLI, 2007) e pode chegar ao
comprimento total maximo de 28 cm (MONTERO & AUTINO, 2009). E caracterizada como
uma espeécie de habitos gregarios (MONTERO & AUTINO, 2009), que prefere aguas
rapidas e vive associada ao substrato, proximo a vegetacado riparia (BUCKUP, 1988;
ALBRECHT, 2012). Possui habitos alimentares carnivoros oportunistas (RINGUELET,
1975), alimentando-se principalmente de insetos aquaticos (ALBRECHT, 2012). Possui
coloragéo castanha, com algumas faixas transversais escuras sobre o dorso e nadadeiras
claras (DA GRACA & PAVANELLI, 2007). E uma espécie ovipara com fertilizacdo externa
(MALABARBA et al., 2013). Na literatura € discutido se a espécie é tolerante ou nédo a
contaminacdo ambiental. Por exemplo, Vreys et al. (2019) recentemente testaram se as

alteracdes antropicas no ambiente afetam o estado de saude de H. mustelinus, utilizando
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em sua avaliacdo biomarcadores enzimaticos e analises histolégicas, encontrando que o

peixe € um bom bioindicador da qualidade do ambiente.

Figura 4 - Espécime de Heptapterus mustelinus coletado em um riacho situado na bacia hidrografica do

Parana 3. a) Vista lateral. b) Vista dorsal. Barra de escala: 3 cm.

Fonte: O autor (2024).

Estas duas espécies de peixes habitantes de riachos foram selecionadas
para o presente trabalho por serem abundantes e amplamente distribuidas na bacia

hidrografica do Parana 3 (BP3), permitindo a analise de diferentes microbacias da BP3.

1.5 Genética de populacbes

Dentro do conceito de diversidade biolégica ou biodiversidade utilizado na
biologia da conservacéo, a biodiversidade deve ser considerada em trés niveis: diversidade
de ecossistemas, diversidade de espécies e diversidade genética. A diversidade genética
€ considerada o nivel basal de diversidade entre os trés e um pré-requisito para a
diversidade de populacdes, espécies e ecossistemas (PRIMACK, 2010; FRANKHAM;
BALLOU; BRISCOE, 2010). Ela é um componente da variacdo genética encontrada dentro
e entre individuos de uma populacao e entre populacdes de uma espécie, sendo em si, a

variedade de alelos e gendtipos presentes nas populacdes, espécies ou grupos de espécies
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(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010). A diversidade genética é necessaria para que
uma espécie mantenha a sua vitalidade reprodutiva, a resisténcia as doencas e para a
adaptacdo a um ambiente em mudanca, por meio do processo de selecdo natural
(PRIMACK, 2010). O estudo da genética de populacdes tenta compreender quanta variagao
genética esté presente em uma populacédo, como essa variacdo genética muda ao longo
do tempo e o padréo de variacdo genética que pode ser perdido por processos que atuam
no tempo ou no espaco. Para tanto, € necessario entender os mecanismos basicos da
heranca mendeliana e processos como mutacao, padrées de acasalamento, fluxo génico e

selecao natural que moldam a variabilidade genética (HAMILTON, 2009).

E sabido que a diversidade bioldgica do planeta esta diminuindo devido as
consequéncias diretas e indiretas das atividades antrdpicas. Além disso, estima-se que a
diversidade genética esteja diminuindo ainda mais rapidamente do que a diversidade de
espécies, pois populacdes locais geneticamente distintas se extinguem antes de toda a
espécie, resultando na diminuicdo do potencial adaptativo (MANEL et al., 2020), aumento
da endogamia e na reducdo da sobrevivéncia e reproducdo das espécies (reducdo do
fitness) (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010). Assim, a perda ou diminuicdo da
diversidade genética € um dos primeiros indicios de que uma populacdo e/ou espécie possa

estar sob ameaca.

A diversidade genética frequentemente estd distribuida de maneira
desuniforme, em um padréo dentro e entre as popula¢des que é conhecido como estrutura
genética populacional (LAIKRE; PALM; RYMAN, 2005, FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE,
2010). A estrutura genética populacional pode ser entendida como a heterogeneidade em
uma populagéo nas chances de dois individuos escolhidos aleatoriamente se acasalarem
(HAMILTON, 2009). Essa estruturacdo pode ocorrer quando uma barreira geogréfica,
comportamental ou temporal separa uma populacdo antes panmitica, e a taxa de fluxo
génico entre as subpopulacfes agora separadas € reduzida. A reducéo no fluxo génico
permite a atuagéo independente das subpopulagdes, podendo resultar numa diferenciagao
populacional das frequéncias alélicas. Outra causa de estruturacdo genética populacional
é o isolamento por distancia, onde a chance de acasalamento ou fluxo génico é diminuida
com o aumento da distancia geogréfica entre individuos ou popula¢des (HAMILTON, 2009).
As atividades antropicas também interrompem o fluxo génico natural entre populacdes,
causando diferenciacdo genética e reduzindo a diversidade genética dentro de cada
populacdo (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010; PRIMACK, 2010), dado que as
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populacdes menores experimentam com maior intensidade os efeitos da deriva genética
(HAMILTON, 2009; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010; PRIMACK, 2010).

A estrutura genética populacional de uma espécie pode assumir trés formas
basicas separadas ou combinadas, sendo elas: |. populacdes distintas, onde o fluxo génico
entre populacdes locais é pequeno e permite a divergéncia genética, Il. populacdes com
mudanca genética continua, onde o fluxo génico entre populacdes proximas resulta em
uma mudanca genética continua sobre a area de distribuicdo como um todo e/ou, lll.
populacdes sem diferenciacdo, onde ha a prevaléncia da homogeneidade genética sobre

grandes areas geograficas e extenso fluxo génico (LAIKRE; PALM; RYMAN, 2005).

1.6 Gendmica de populacdes e Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP)

Durante a década de 1990, o cddigo genético completo de varios
organismos-modelo foi desvendado, marcando o inicio da genémica, que se trata do estudo
de genomas inteiros (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010; ELLEGREN, 2014). As
novas abordagens gendmicas possibilitaram avancos em diversas analises, como
estimativas da taxa de recombinacdo, estimativas de parentesco e reconstrucdo de
linhagens, estimativas de fluxo génico entre populacdes e taxas de migracéo, avaliacao da
guantidade de divergéncia adaptativa entre populacbes e da adaptagdo local, distingdo
entre hibridizac&o natural e antropogénica e efeitos da hibridizacdo na aptidao (fitness),
estimativas dos efeitos da depressdo endogamica e exogamica, influéncia da deriva
genética e da selecao natural na evolucédo e persisténcia das populacdes, identificacdo de
unidades populacionais, e manejo de populacdes ex situ e reintrodugdes (ALLENDOREF,;
HOHENLOHE; LUIKART, 2010; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010; ELLEGREN,
2014). De fato, o que possibilitou esses avancos foi a jungcdo das novas tecnologias de
sequenciamento em larga escala, o sequenciamento de proxima geracéo (do inglés, next-
generation sequencing — NGS), com as ferramentas computacionais de analise genémica
recentes, permitindo o estudo de polimorfismos em todo o genoma também de organismos
nao-modelo. Nesse contexto, foi descrito o método de sequenciamento com dupla digestao
enzimatica associada a sitios de restricdo (do inglés, double digest Restriction-Associated-
DNA sequencing — ddRADseq) por Peterson et al. (2012). O ddRADseq € uma abordagem
eficiente e econdmica para a descoberta e genotipagem de Polimorfismos de Nucleotideo
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Unico (SNPs). Ele envolve a dupla digestdo do DNA com enzimas de restricdo que diferem
guanto a frequéncia do corte (geralmente uma de corte raro e uma de corte frequente),
seguida pelo sequenciamento das regides flanqueadas por essas enzimas, permitindo a
deteccdo de milhares de polimorfismos ao longo do genoma. O intuito € sequenciar as
mesmas diferentes regides em diferentes individuos. A principal vantagem do ddRADseq é
a sua capacidade de gerar um grande nimero de marcadores genéticos com alta preciséo,

mesmo em espécies sem genomas de referéncia.

Um marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fenétipo
molecular derivado de um gene expresso ou de um fragmento de DNA especifico. Para ser
adicionalmente definido como marcador genético, o marcador molecular deve se comportar
de acordo com as leis basicas da heranca mendeliana (SODRE; ALMEIDA; CHIARI, 2002).
O polimorfismo de nucleotideo Unico (do inglés, single nucleotide polymorphism — SNP),
como sugere o nome, € uma mudanca de base Unica em uma sequéncia de DNA (VIGNAL
et al., 2002), abundante e difundido na maioria dos genomas (em muitas espécies, um SNP
€ encontrado a cada 200 a 500 pares de base), presente em regifes codificantes e ndo
codificantes (MORIN et al., 2004), sendo este um marcador genético bastante utilizado
atualmente. Os SNPs sdo marcadores codominantes e geralmente bi-alélicos (dois
nucleotideos alternativos possiveis para uma determinada posi¢do), onde o alelo menos
abundante deve ter frequéncia igual ou superior a 1% (VIGNAL et al., 2002). Eles possuem
potencial para deteccédo de selecédo/adaptacéo e sdo Uteis no estudo de organismos nao-
modelo (organismos nao sujeitos a grandes projetos gendmicos) (MORIN et al., 2004),
como é o caso das diversas espécies de peixes sul-americanos (MARTINEZ et al., 2017),

gue na sua maioria Nao possuem seus genomas sequenciados.

1.7 Genética/gendmica de populacdes em peixes de agua doce

Os peixes sdo animais de grande diversidade morfolégica, ecolégica,
comportamental e gendmica, além de possuirem grande capacidade de adaptacao, sendo
assim, excelentes modelos para estudos evolutivos e genéticos (VOLFF, 2005;
HOHENLOHE et al., 2010). Algumas das regiées do DNA que sdo amplamente utilizadas
para estudos populacionais de peixes sdo: a regido barcode, um fragmento do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI) e a regido D-loop, ambos do DNA mitocondrial,
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sendo a primeira regido utilizada para fins de identificacdo de espécies (HERBERT;
RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003) e a segunda regido utilizada no delineamento da
genealogia e/ou filogenia materna e ainda em analises populacionais e evolutivas (ARIAS
& INFANTE-MALACHIAS, 2012). Outro marcador bastante utilizado em estudos
populacionais de peixes sdo 0s microssatélites, que sdo pequenas regides repetitivas do
DNA nuclear altamente polimérficos (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010); e mais
recentemente, com 0s avancgos nas tecnologias de sequenciamento de préxima geracao,
os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) tem sido bastante empregados
em estudos de gendmica populacional por permitir a analise de centenas a milhares de
marcadores/polimorfismos simultaneamente ao longo de todo o genoma (HANSEN et al.,
2017).

Atualmente, a utilizacdo de marcadores moleculares SNPs esta cada vez
mais difundida, permitindo uma analise genémica em larga escala, com alta resolucéo
(TAUTZ; ELLEGREN; WEIGEL, 2010). Esses marcadores tém sido aplicados em estudos
de diversidade genética, estrutura populacional, adaptagdo local, evolucdo e manejo de
populacées naturais de peixes de agua doce neotropicais (WILLING et al., 2010; RIiOS et
al., 2020; GARCIA, 2022; AMERICO, 2022).

Rios et al. (2020), investigaram a gendmica populacional do peixe Rhamdia
guelen (Quoy & Gaimard, 1824), uma espécie de bagre encontrada no sistema da bacia
Neotropical do Sul, que inclui a Bacia do Prata, a bacia das lagunas de Patos-Mirim e as
lagunas costeiras que drenam para o sudoeste do Oceano Atlantico. O estudo realizado a
partir de marcadores SNPs revela uma profunda divergéncia genética entre os dois
principais grupos analisados, sugerindo que estas popula¢cdes se separaram ha bastante
tempo. Além disso, sdo identificados sinais de adaptacdo local a um ambiente lagunar
costeiro, adaptacdo que pode ser resposta as condicdes ambientais especificas deste
ambiente. Também foram revelados alguns genes candidatos interessantes para estudos
funcionais adicionais. O estudo proporcionou uma melhor compreensdo da complexa

historia evolutiva de R. quelen.

Garcia (2022) ao considerar a importancia das espécies migradoras para o
ecossistema, objetivou desenvolver marcadores moleculares do tipo SNPs para a espécie
migradora de longas distancias Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), coletada no Rio
Mogi-Guacu. Esses marcadores foram aplicados através de metodologias de genética

populacional em cardumes migradores e residentes, com o intuito de identificar a possivel
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existéncia de estruturacdo e analisar a variabilidade genética desses organismos. Os
resultados indicaram sinais iniciais de estruturacdo genética para os residentes e um
possivel aumento da endogamia. Esses achados sugerem a necessidade de
monitoramento dos curimbatas do rio Mogi-Guacu para preservar a variabilidade genética

nos cardumes da espécie.

Américo (2022) objetivou caracterizar geneticamente individuos da espécie
Parancistrus aurantiacus (Castelnau, 1855) que ocorrem no rio Tocantins e avaliar a
distribuicdo e conexdes existentes entre eles, por meio de marcadores SNPs. Foi apontada
a existéncia de uma unica unidade panmitica entre os pontos amostrados e auséncia de
estruturacao genética, mostrando a importancia da realizacéo conjunta de planos de gestao
e manejo. O estudo também fornece recomendacdes para a preservacao da diversidade
genética da espécie e de seus habitats naturais nas corredeiras do rio Tocantins.

Os trabalhos acima destacam a importancia e as inumeras possibilidades
de analises dos estudos em gendmica populacional e do uso de marcadores SNPs, seja
para compreender a histdria evolutiva das espécies, analisar a variabilidade e estrutura
genéticas, ou para caracterizar geneticamente as espécies com fins de conservagéo.
Contudo, apesar de sua relevancia, pesquisas com espécies de peixes de pequeno porte

ou de baixo valor comercial ainda sdo escassas, especialmente as espécies Neotropicais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Dentro do contexto apresentado, este trabalho tem por objetivo geral avaliar
a influéncia do reservatorio da Itaipu nos indices de diversidade e estrutura genética de
peixes de riachos (Ancistrus sp. e Heptapterus mustelinus), com base em marcadores

moleculares SNPs.

2.2 Objetivos especificos

1. Estimar os indices de diversidade genética de Ancistrus sp. e Heptapterus
mustelinus para compreender os padrdes de diversidade nas populacdes
avaliadas;

2. Estimar os indices de estruturacdo populacional e de endogamia entre as
populacbes dessas espécies para entender o padrdo de distribuicdo da
diversidade genética dentro e entre suas populacoes;

3. Avaliar se orio Parana pode atuar como barreira a disperséo de peixes de pequeno
porte que habitam riachos entre microbacias de uma mesma margem, as quais

sdo conectadas pelo proprio rio Parana.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das amostras

Para o presente trabalho, foram analisadas duas espécies de peixes de
riacho: Ancistrus sp. e Heptapterus mustelinus, espécies abundantes e amplamente
distribuidas na BP3, permitindo a andlise de diferentes microbacias (Figura 5). Os
espécimes de Ancistrus sp. e H. mustelinus estavam disponiveis na colecao de tecidos da
colecdo de ictiologia da Universidade Federal da Integracao Latino-Americana (UNILA). Os
animais foram coletados sob licenca permanente para obtencdo de material zoologico
obtida junto ao Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), em
nome do orientador, de numero 39135-1. No caso especifico de Ancistrus sp., uma espécie
ainda ndo descrita, foi testada a sua validade como espécie realizando o seu barcode,
resultando que os individuos disponiveis na colecdo de ictiologia da UNILA, realmente
pertencem a uma Unica espécie (PEREIRA, L. H. G., comunicagdo pessoal). Para a
obtencao dos dados de diversidade genética foram utilizadas amostras de tecido muscular
de 76 individuos, 39 espécimes de Ancistrus sp. e 37 espécimes de H. mustelinus, sendo
de um a dez individuos por microbacia (Tabela 1). Os pontos e espécimes foram
selecionados de modo a representar o maior nimero de microbacias da BP3. Aqui serdo
consideradas como microbacias, as drenagens que confluem para o rio maior que desagua
direto no reservatorio da Itaipu, sendo o reservatério (rio Parand) o Unico meio de ligacao
entre elas. Foram analisadas cinco microbacias, contendo cada microbacia, para Ancistrus
sp., 0s pontos: Microbacia 1 (MB1) = microbacia do rio Sdo Francisco Verdadeiro (P60),
Microbacia 2 (MB2) = microbacia do rio S&o Francisco Falso (P64, P67, P68, P73 e P76),
Microbacia 3 (MB3) = microbacia do rio Sdo Joao (P62), Microbacia 4 (MB4) = microbacia
do rio Ocoi (P65, P70, P74 e P75) e Microbacia 5 (MB5) = microbacia do rio Passo Cué
(P71), e para H. mustelinus, os pontos: Microbacia 1 (MB1) = microbacia do rio S&o
Francisco Verdadeiro (P60 e P72), Microbacia 2 (MB2) = microbacia do rio Sdo Francisco
Falso: (P67, P68, P73 e P76), Microbacia 3 (MB3) = microbacia do rio Sdo Joao (P62),
Microbacia 4 (MB4) = microbacia do rio Ocoi (P65, P70, P74 e P75) e Microbacia 5 (MB5)
microbacia do rio Passo Cué (P71) (Figura 5).



Tabela 1 - Espécies e numeros de individuos analisados (N), além das microbacias e seus pontos de coleta
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com coordenadas (latitude e longitude), lote onde os espécimes foram depositados e seus voucher.

Espécie Microbacias Pontos ‘ Latitude Longitude Lote |Voucher N
3441
1132 3442
S&o0 Francisco 3443
Verdadeiro P60  24°34'50.29"S  54°1'33.43"W 1967 7
MB1 1
(MB1) 63 969
1970
1971
3451
P67  24°52'2851"S 54°3'1558"W 1135
3452
P73 24°5524.80'S  54°59.84"W  S/D o4/
' ' 3473
) . P68 24°58'31.70'S 54°131353'W 1124  —+04
Sao Francisco 3405 10
Falso (MB2) 1148 3505
P76 25°317.08'S  5ATETEAW . 4834
4835
. P64 25°0'15.34"S  53°42'34.78"W  S/D 3523
o)
o SID 3519
= 4534
[y
@ o S50 J08 4536
o 0 (NT; 3)°a° P62 25°8'39.30"S  54°15'23.55"W 1509 4537 7
4538
4666
1625 4983
P74 05°7'49.44"S  54°5'53.93'W 1146 3496
P75 25°8'33.20"S  54°342.73"W 1144 09
' ' 3490
Rio Ocoi 3431 8
MB4
(MB4) P70 25°1518.05"S 54°11'1.48'W 1130  —*32
3433
P65 25°14'51.42'S  54°8'52.22'W iz 3479
1526 4609
3416
3417
i : 1127
Rio Passo Cue | o) 25°26'0.52"S  54°22'32.86"W 3418 7
(MB5)
3419
1523 4594




Sao Francisco
Verdadeiro
(MB1)

4597
4598
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P60

24°34'59.29"S

54°1'33.43"W

1511

P72

24°47'22.00"S

54°2'12.68"W

1506

4677
4679
4680
4519
4521
4522
4523

Sao Francisco
Falso (MB2)

P67

24°52'28.51"S

54°3'15.58"W

1134

P73

24°55'24.80"S

54°5'9.84"W

1516

P68

24°58'31.70"S

54°13'13.53"W

1123

P76

25°3'17.03"S

54°3'57.64"W

1536

3447
3448
4704
4706
3406
3407
3408

4621

Rio Sdo Jodo
(MB3)

P62

25°8'39.30"S

54°15'23.55"W

S/D

4531
4532

4533
4667
4668
4669
4670

snul@isnw snialdeldoH

Rio Ocoi (MB4)

P74

25°7'49.44"S

54°5'53.93"W

1145

1504

P75

25°8'33.29"S

54°3'42.73"W

1514

P70

25°15'18.05"S

54°11'1.48"W

1519

P65

25°14'51.42"S

54°8'52.22"W

1525

3494
4513

4555

4556
4557
4580
4581

4782

Rio Passo Cué
(MB5)

P71

25°26'0.52"S

54°22'32.86"W

S/D

4590
4591
4593
4745
4746
4747
4748

Fonte: O autor (2024).




Figura 5 - Pontos de amostragem das espécies Ancistrus sp. e Heptapterus mustelinus (nUmeros em

25°0'S 24°30'S

25°30'S

vermelho) e suas localizagdes nas cinco microbacias analisadas dentro da bacia hidrografica do

Parané 3.
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3.2 Da extragcdo de DNA a construcéo de biblioteca genémica

As amostras tiveram seu DNA total extraido, a partir da musculatura, com
0 uso de kit de extragdo comercial Promega, seguindo as instru¢cdes do fabricante. A
integridade do DNA foi confirmada em gel de agarose e a quantificacao foi realizada em
aparelno de fluorimetria Quantus™ Fluorometer da Promega. Cada amostra foi
padronizada para uma concentracao final de 5,88 ng/ul por meio de diluicbes com agua
milli-Q, sendo utilizados 200 ng de DNA total (34 pl de solugcdo) na etapa de digestao
enzimatica. A partir disso, a biblioteca gendmica foi construida por meio da técnica de
sequenciamento com dupla digestdo enzimatica associada a sitios de restricdo
(ddRADseq), utilizando o protocolo adaptado por Campos et al. (2017), seguindo as
diretrizes de Peterson et al. (2012).

Para a reacao de dupla digestdo enzimatica foram utilizadas 34 pl de DNA
total (5,88 ng/ul), 1,0 ul de cada enzima EcoRI (corte raro) e Mspl (corte frequente) e 4 pli
TANGO buffer (Cut Smart) para um volume final de 40 pl, por amostra. A solucéao foi
posteriormente incubada a uma temperatura de 37°C por trés horas. Apés a digestdo do
genoma pelas enzimas, foi realizada a reacdo de purificacdo, que teve a finalidade de
eliminar os restos de enzimas e remover fragmentos menores que 100 pares de bases.
Para a purificacao, foram utilizadas o kit de beads (esferas magnéticas) Agencourt AMPure
XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Os fragmentos
amplificados restantes foram diluidos em 50 ul de agua. Depois da purificagdo do DNA, foi

realizada a ligacéo dos adaptadores.

Para cada enzima utilizada na digestdo do DNA foi adicionado um
determinado adaptador. Um par de adaptadores hibridizados P1 correspondente a enzima
EcoRI e P2 correspondente a enzima Mspl foram ligados aos fragmentos digeridos, por
meio de uma reacao de volume final de 40 pl, constituida de 2,0 pl do adaptador especifico
de cada uma das enzimas, 4 pl de T4 Ligase Buffer 10X (Promega), 0,5 pl da enzima T4
Ligase (Promega) e 31,5 pl do material digerido. Em seguida, as amostras foram incubadas
a uma temperatura de 23°C por 30 minutos, 65°C por 10 minutos, 63°C por 90 segundos,
sendo entdo, a temperatura diminuida 2°C a cada 90 segundos, até alcancar 23°C. Apos
essa etapa, as amostras da reacao de ligacao foram purificadas novamente, utilizando o kit
de beads Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do

fabricante. Os fragmentos amplificados restantes foram diluidos em 30 ul de agua.
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Para a reacao de indexagdao, foram inseridas em cada amostra a sequéncia
de complemento Nextera® Index Primers (lllumina, San Diego EUA) i5 e i7 (Nextera DNA
CD Indexes — 96 indexes, 96 samples), nos incertos ligados aos adaptadores. Para a
reacao foram utilizados 15 pl do produto de ligacéo, 25 pl de Go Taqg ®Master Mixes
(Promega) e 5 yl de cada index i5 e i7, a fim de obter um volume final de 50 pl. Para a
correta identificacdo, sdo indexadas amostra por amostra, com uma combinacao Unica de
index, com os respectivos barcode. A reacdo de PCR para indexacdo foi realizada de
acordo com as seguintes condi¢des de ciclo: um ciclo inicial a 95°C por 30 s, seguidas de
16 ciclos a 95°C por 10 s, um passo de anelamento a 55°C por 30 s, um passo de extensao
a 72°C por 30 s, finalizando com um ciclo de extensao final a 72°C por 5 min. Apés a reacdo
de PCR de indexacéo, os fragmentos foram purificados utilizando o kit de beads Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Para
verificar se as amostras haviam indexado, elas foram aplicadas em um gel de agarose 1%
e apo6s a confirmacgdo positiva, foram quantificadas em um aparelho Quantus Fluorometer

(Promega), apresentando concentra¢cdes que variaram de 71,6 ng/pl a 138 ng/ul.

Para a etapa de sequenciamento NGS foi obtido um pool das amostras,
sendo que cada amostra foi diluida para uma concentracéo de 30 ng/ul, a fim de obter as
mesmas concentracdes finais de DNA por amostra na confecgdo do pool. O pool foi
composto de 5 yl de cada amostra normalizada em um volume final de 385 ul. Em seguida,
foi realizada a purificacao do pool utilizando o kit de beads Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Os fragmentos amplificados

restantes foram diluidos em 40 pl de agua.

Para a realizacao do size-selection, que objetiva selecionar o tamanho dos
fragmentos de interesse, o pool de amostras foi aplicado em gel de agarose 1%. Ao final
da eletroforese, uma parcela do gel com os fragmentos de tamanho entre 300 e 500 pb foi
excisada. Em seguida, foi realizada a purificacdo com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. Apoés, foi realizada a
guantificacdo do DNA em um aparelho Quantus Fluorometer (Promega), tendo sido obtido
um valor de concentracéo final de 16,4 ng/ul.

Para verificar e confirmar a concentracdo da biblioteca para o
sequenciamento, foi realizada uma PCR em tempo real (qQPCR), que foi posteriormente
normalizada. A biblioteca foi sequenciada com leituras de extremidade Unica (single end)

de 150 pb, em uma célula de fluxo (flow cell) High Output, na plataforma NGS Illlumina
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NextSeq550 Series, no Laboratorio de Pesquisa em Andlises Genéticas no Instituto de
Biotecnologia (IBTEC — UNESP, campus Botucatu/SP).

3.3 Anélises de bioinformética

Apos o sequenciamento da biblioteca, foram obtidas as leituras das reads
(sequéncias). A acuracia da qualidade das reads foi verificada utilizando dois programas: o
FastQC (ANDREWS, 2010) (disponivel em
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que verifica  diferentes
parametros de qualidade das reads de cada amostra e o MultiQC (EWELS et al., 2016)
(disponivel em https://github.com/ewels/MultiQC) que sumariza os resultados do FastQC e
aplica para todas as reads das amostras. Os dados obtidos por meio destes programas
ilustram, por meio de gréaficos, o grau de qualidade das amostras, como a presenca de
sequéncias dos adaptadores usados na construcdo da biblioteca, indices de qualidade
Phred Quality Score, tamanhos das reads em pares de base (pb), etc. Posteriormente, 0
programa TRIMMOMATIC v.0.32 (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) foi utilizado para
realizar etapas de controle de qualidade: remocdo de adaptadores, de reads de baixa

qualidade (Phred Quality Score <Q20) e padronizacdo de reads em um tamanho de 144

pb.

Como ambas as espécies ndo apresentam genomas de referéncia nos
bancos de dados publicos, foi realizada a montagem do catalogo de marcadores utilizando
amostras que apresentaram um maior numero de reads, ou seja, com melhor
representatividade. Deste modo, o rastreio de SNPs foi feito utilizando a pipeline de novo
do STACKS (Catchen et al., 2011). Os parametros finais para a montagem dos loci no
software USTACKS foram: M=2, que controla o nimero de incompatibilidades permitidas
entre os alelos de um determinado loci e m=3, que controla o nimero de reads idénticas
minimas necessarias para iniciar um possivel alelo. Foram utilizados também o software
CSTACKS para a construcdo do catadlogo a partir de amostras processadas pelo
USTACKS, e o software SSTACKS para comparar todas as amostras com o catalogo. Por
fim, foi utilizada a pipeline ref map do STACKS (Catchen et al., 2011) para construir o indice
de referéncia, utilizando como alinhador de cada amostra o software Bowtie2. Ao final do
processo, foi utilizado o software Populations v.1.2.28 (LANGELLA, 1999), implementado
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do STACKS, para a realizacdo dos filtros de SNPs a nivel populacional. Assim,
primeiramente foram selecionados SNPs que genotiparam em pelo menos 80% dos
individuos de cada populacéo (r = 0,80) e, em seguida, foi aplicado um filtro com o qual

foram excluidos SNPs que apresentaram valor de MAF (Minor allele frequency) <0,05.

3.4 Andlises de diversidade e estruturacao genéticas

O conjunto final de SNPs identificados foi submetido ao software Arlequin
v.3.5.2.2 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010) com 1023 permutacdes para a investigacao da
diversidade genética, onde foram estimadas a heterozigosidade esperada (He), a
heterozigosidade observada (Ho) e a diversidade nucleotidica (17). Para a diferenciacao
genética entre as populacdes, foram estimados os indices de fixagdo interpopulacionais
(Fst), 0 coeficiente de endogamia (Fis) e a Andlise de Variancia Molecular (do inglés,
Analysis of Molecular Variance - AMOVA). Para a AMOVA foram testados trés cenarios
hipotéticos de agrupamentos. Inicialmente, foi utilizado um cenério considerando todas as
amostras como um unico grupo. No segundo cenario, foi usado o agrupamento por
microbacias, que considerou cada microbacia como uma populacdo. No terceiro cenario,
foram testados trés grupos: o primeiro contendo as microbacias MB1, MB2 e MB3, o
segundo contendo a microbacia MB4 e o terceiro contendo a microbacia MB5 (este terceiro
cenario foi baseado em uma anédlise prévia de Fst par a par que evidenciou auséncia ou
baixa estruturacdo entre as microbacias 1, 2 e 3). Para a interpretacdo dos valores de Fsr,
foi utilizado como referéncia Nei (1978), que indica que valores de Fst até 0,05 sao baixos,
valores acima de 0,05 até 0,15 sdo moderados, valores acima de 0,15 até 0,25 séo fortes

e valores acima de 0,25 séo altos valores de estruturagao genética.

Para avaliar a estrutura populacional e a mistura entre os individuos e as
populacdes foi realizada a analise bayesiana através do software STRUCTURE
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), com o objetivo de estimar o niumero de
clusters genéticos (k) existentes, com k=1 a k=10 e com 100.000 de MCMC e burn-in de
10%, com 10 interacdes para cada K. A identificagcdo do numero de clusters genéticos (k)
foi feita através do método Evanno (AK) (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005) e MedMed
K do método de Puechmaille (PUECHMAILLE, 2016), utilizando a ferramenta online
Structure Selector (LI & LIU, 2018) e os graficos foram sumarizados e visualizados no
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CLUMPAK (KOPELMAN et al., 2015). Com o objetivo de complementar este resultado, foi
realizada uma Analise Discriminante de Componentes Principais (do inglés, Discriminant
Analysis of Principal Components - DAPC) (JOMBART & AHMED, 2011) pelo pacote
adegenet do R para estimar os nimeros de clusters genéticos. O numero apropriado de
clusters genéticos foi determinado utilizando o Critério de Informacao Bayesiana (do inglés,
Bayesian Information Criterion - BIC). A Analise Discriminante de Componentes Principais
(DAPC) possui uma metodologia que permite atribuir os individuos a suas populacfes ou
pontos de origem. Foram testadas duas configuracGes: uma com atribuicdo prévia das
populacfes e outra sem essa atribuicdo, permitindo que a andlise formasse os clusters
livremente. Como os clusters obtidos foram idénticos para ambas as configuracdes, optou-

se por apresentar apenas uma delas nos resultados.

Por fim, foram analisados dados espaciais de distancia geogréfica, que
foram obtidos com o auxilio do software QGIS v.3.28.8-Firenze (Quantum GIS Development
Team, www.qgis.org). Foi feita uma correlacdo entre a distancia genética e a distancia
geografica (em quildbmetros) de um ponto médio de uma microbacia a outra, pelos leitos
dosrios, sob a hipotese de isolamento por distancia, utilizando o teste de Mantel no software

Arlequin v.3.5.2.2 com 10.000 permutacdes.
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4 RESULTADOS

4.1 Ancistrus sp.

4.1.1 Identificacdo de SNPs

A identificacdo de SNPs para a espécie Ancistrus sp. a partir do
sequenciamento de ddRADseq para as 39 amostras obtidas, resultou no total de
26.444.470 sequéncias (reads) que apresentaram uma variacdo de 109.143 a 813.675
reads por amostra. Apos as filtragens de qualidade, foram mantidas 25.870.113 reads que
apresentaram uma variacao de 106.527 a 788.023 reads por amostra, sendo obtido 97,82%
de aproveitamento. Todas as sequéncias foram padronizadas com 144 pb. Ao fim das
etapas de filtragem, a biblioteca resultou em uma média de 361.207 reads por amostra para
Ancistrus sp. O processo final de filtragem de SNPs resultou em um conjunto final com
11.240 marcadores SNPs (Tabela 2).
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Tabela 2 - Amostras de Ancistrus sp. utilizados para técnica de ddRADseq. Ao final da tabela consta a

guantidade de SNPs e sitios polimoérficos obtidos para todas as amostras. Amostras: corresponde

ao numero de voucher seguido do nome do ponto de coleta; Microbacias: conjunto de riachos que

se unem a um rio principal e desaguam direto no reservatdrio de Itaipu; Reads: corresponde as reads

remanescentes apés processo de filtragem.

Amostras Microbacias Reads Amostras Microbacias Reads
3441P60 323.944 4537P62 MB3 364.572
3442P60 395.845 4538P62 368.727
3443P60 331.809 4666P62 381.068
1967P60 MB1 374.916 4983P62 388.515
1969P60 342.763 3496P74 407.960
1970P60 384.374 3489P75 374.886
1971P60 343.295 3490P75 337.477
3451P67 378.401 3431P70 MB4 405.854
3452P67 402.550 3432P70 346.042
3472P73 402.964 3433P70 246.451
3473P73 390.734 3479P65 337.119
3404P68 MB2 273.174 4609P65 58.523
3405P68 362.507 3416P71 323.546
3505P76 369.296 3417P71 343.163
4834P76 425.739 3418P71 329.717
4835P76 403.138 3419P71 MB5 407.264
3523P64 445.090 4594P71 367.636
3519P62 410.844 4597P71 390.459
4534P62 417.698 4598P71 399.207
4536P62 351.809

N total SNPs total Sitios polimdrficos

39 11.240 8.738

Fonte: O autor (2024).

4.1.2. Diversidade genética de Ancistrus sp.

Os indices de diversidade genética total para Ancistrus sp. foram:

heterozigosidade esperada (He) = 0,342, heterozigosidade observada (Ho) = 0,096, indice

de fixacdo ou coeficiente de endogamia (Fis) = 0,788, sendo estatisticamente significativo

(p<0,05) e diversidade nucleotidica (1) = 0,199 (Tabela 3). Somente para a MB5 a Ho

apresentou um valor superior ao da He, sendo que o Fis SO se apresentou negativo também

para MB5, indicando auséncia de endogamia somente para esta microbacia em relacdo as

demais microbacias analisadas.
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Tabela 3 - indices de diversidade genética para as amostras de Ancistrus sp. coletadas em microbacias (MB1
— MBB5) situadas na bacia hidrografica do Parana 3. N: nimero de individuos; S: sitios polimorficos;
He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; m: diversidade nucleotidica; Fis:

coeficiente de endogamia.

N S He Ho m FIS
MB1 7 3.076 0.438 0.238 0.102 0.558*
MB2 10 4.901 0.385 0.152 0.137 0.689*
MB3 7 4,228 0.437 0.158 0.145 0.711*
MB4 8 6.478 0.381 0.125 0.190 0.791*
MB5 7 2.202 0.383 0.458 0.072 -0.212*
Total 39 8.738 0.342 0.096 0.199 0.788*

*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).

4.1.3 Estrutura genética populacional de Ancistrus sp.

Para a Analise de Variancia Molecular (AMOVA), foram consideradas,
inicialmente, todas as amostras pertencentes a uma unica populacdo, a qual demonstrou
gue a maior parte da variacdo genética se encontrava entre os individuos (78,78%), sendo
obtido um valor significativo de Fis de 0,788 (p<0,05) (Tabela 4). Em uma segunda analise,
cada microbacia foi considerada uma populacao distinta, formando um grupo com cinco
populacdes. O valor de Fst observado foi de 0,361 (p<0,05) (Tabela 5), com a andlise
mostrando haver 36,08% da variacdo genética entre as microbacias e 39,80% da variacao
entre os individuos dentro de microbacias. Na terceira andlise, com trés grupos testados, o
primeiro contendo as microbacias MB1, MB2 e MB3, o segundo contendo a microbacia MB4
e o terceiro contendo a microbacia MB5, o valor de Fst observado foi de 0,271 (p<0,05)
(Tabela 6), com a analise mostrando haver 22,53% da varia¢cdo genética entre microbacias
dentro de grupos e 37,69% da variacdo genética entre individuos dentro de microbacias e

16,96% entre os grupos, porém, este ultimo n&o foi significativo (p>0,05).
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Tabela 4 - Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Ancistrus sp. coletadas em

microbacias situadas na bacia hidrografica do Parana 3 considerando uma Unica populagéo.

Fonte da variacdo % de variacdo
Entre individuos dentro da populacdo 78.78%
Dentro dos individuos 21,11%
indice de fixac&o global Fis: 0.788*

*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).

Tabela 5 - Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Ancistrus sp. coletadas em

microbacias situadas na bacia hidrografica do Parana 3 considerando cada microbacia uma

populacéo.

Fonte da variacao % de variacdo
Entre microbacias 36.08%
Entre individuos dentro de microbacias 39.80%
Dentro dos individuos 24.12%
indice de fixac&do global Fst: 0.361*

*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).

Tabela 6 - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Ancistrus sp. coletadas em

microbacias situadas na bacia hidrografica do Parana 3 considerando trés grupos: o primeiro grupo

juntando as microbacias MB1, MB2 e MB3, o segundo contendo a microbacia MB4 e o terceiro

contendo a microbacia MB5.

Fonte da variacao % de variacéo
Entre grupos 16.96%
Entre microbacias dentro de grupos 22.53%
Entre individuos dentro de microbacias 37.69%
Dentro dos individuos 22.84%
indice de fixac&o global Fst: 0.271*

*: Valores significativos (p<0,05)

Fonte: O autor (2024).

A andlise de diferenciacdo genética par a par com base nos valores Fst

entre as amostras das diferentes localidades, identificou valores altos e significativos
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(p<0,05) que variaram de 0,311 a 0,622 (Tabela 7), confirmando a estruturacao
populacional entre a maioria das microbacias. A excec¢do foi encontrada entre as

microbacias MB2 e MB3, onde foi obtido um valor n&do significativo e baixo de 0,014.

Tabela 7 - Diferenciacdo genética (Fst par a par) obtida para amostras de Ancistrus sp. coletadas em

microbacias (MB1 — MB5) situadas na bacia hidrografica do Parana 3.

MB1 MB2 MB3 MB4
MB1
MB2 0.423*
MB3 0.420* 0.014
MB4 0.437* 0.327* 0.311*
MB5 0.622* 0.479* 0.484* 0.320*

*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).

A andlise bayesiana realizada no STRUCTURE demonstrou que a maior
probabilidade de clusters foi k = 4, suportado pelos critérios Delta K (AK) e MedMed K do
método de Puechmaille. De acordo com a estimativa do K mais provavel, observamos
guatro grupos genéticos representados pelas cores verde, amarelo, azul e roxo (Figura 6-
a). Segundo os resultados dessa analise, todos os individuos da MB1 comp&em um unico
cluster (verde), alguns individuos da MB2 e alguns individuos da MB3 compdem o cluster
amarelo, dois individuos da MB2 e dois individuos da MB3 comp&em o cluster azul e todos
os individuos da MB4 e da MB5 juntos compdem o cluster roxo. Uma segunda configuracéo
de clusters de k = 5 foi considerada, mas descartada pelo software, o qual considerou essa
estruturacdo como ruido, o que pode ser devido ao baixo niamero de réplicas MCMC
utilizado. Com k = 5, podemos observar cinco grupos genéticos representados pelas cores
verde, amarelo, azul, roxo e vermelho (Figura 6-b). Segundo os resultados dessa analise,
todos os individuos da MB1 compdem um unico cluster (verde), alguns individuos da MB2
e alguns individuos da MB3 compdem o cluster amarelo, dois individuos da MB2 e dois
individuos da MB3 compdem o cluster azul, todos os individuos da MB4 compdem o cluster
roxo e todos os individuos da MB5 compdem o cluster vermelho. Contudo, ao sumarizar as
10 réplicas obtidas para k=5, vemos que h& maior probabilidade das MB4 e MB5 comporem

um unico cluster (roxo) (Figura 6-c).
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Figura 6 - Grafico STRUCTURE para os 39 individuos de Ancistrus sp. demonstrando: (a) os quatro clusters
genéticos representados pelas quatro cores (verde, amarelo, azul e roxo) para k = 4. (b) os cinco
clusters genéticos representados pelas cinco cores (verde, amarelo, azul, roxo e vermelho) para k =
5. (c) Réplicas sumarizadas para k = 5. MB1 a MB5 representam as microbacias as quais pertencem

os individuos.

a)

MB1 MB2
b)

MB1 MB2

MB1 MB2

Fonte: O autor (2024).

Ja a Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) identificou
cinco clusters (Figura 7 e Tabela 8), no qual trés clusters estdo bem estruturados: G1
(contendo todos os individuos da MB1), G4 (contendo todos os individuos da MB4) e G5
(contendo todos os individuos da MB5). Assim como foi evidenciado pelo STRUCTURE, os
clusters G2 e G3 possuem individuos tanto da microbacia MB2 como da microbacia MB3
(mesmos individuos dentro de cada cluster), evidenciando uma néo estruturacdo genética
entre essas microbacias, como ja mostrado também na analise Fst (Tabela 7). No entanto,
tanto o STRUCTURE como a DAPC mostram que essas duas microbacias formam dois
clusters geneticamente distintos (diferentes linhagens genéticas), onde cada microbacia,

contém individuos de ambas as linhagens identificadas (Figura 7 e Tabela 8).
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Figura 7 - Gréafico DAPC demonstrando os cinco clusters para os 39 individuos de Ancistrus sp., onde G1 =
cluster 1, que possui todos os individuos da MB1, G2 = cluster 2, que possui alguns individuos da
MB2 e alguns individuos da MB3, G3 = cluster 3, que possui alguns individuos da MB2 e alguns
individuos da MB3, G4 = cluster 4, que possui todos os individuos da MB4 e G5 = cluster 5, que

possui todos os individuos da MB5.

_MB3
MB3 (\ \
G3|

MBS

Fonte: O autor (2024).
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Tabela 8 - Tabela de atribuicao de associagao para os 39 individuos de Ancistrus sp. calculada por meio de

analise DAPC. Estao representados os clusters (colunas) aos quais cada amostra (linhas) pertencem.

1967P60MB1
1969P60MB1
1970P60MB1
1971P60MB1
3441P60MB1
3442P60MB1
3443P60MB1
3404P68MB2
3405P68MB2
3451P67MB2
3452P67MB2
3472P73MB2
3473P73MB2
3505P76MB2
3523P64MB2
4834P76MB2
4835P76MB2
3519P62MB3
4534P62MB3
4536P62MB3
4537P62MB3
4538P62MB3
4666P62MB3
4983P62MB3 +
3489P75MB4
3490P75MB4
3496P74MB4
3431P70MB4
3432P70MB4
3433P70MB4
3479P65MB4
4609P65MB4
4594P71MB5
4597P71MB5
4598P71MB5
3416P71MB5
3417P71MB5
3418P71MB5
3419P71MB5

&+

+ ([ F

+ |+ |+

o+ ||+ |+ [+

||+

O+ |+ |+ |+|+|+|+

G1 G2 G3 G4

Clusters

Fonte: O autor (2024).

A andlise de correlacdo das matrizes de distancia geografica e distancia
genética por Teste de Mantel no Arlequin v.3.5.2.2 evidenciou um coeficiente de
determinacéo de 7,8% (r> = 0,078) e um P-valor de 0,34 néo significativo. Portanto, para as
populacdes de Ancistrus sp. das microbacias aqui analisadas ndo temos evidéncia de

iIsolamento por distancia.

4.2 Heptapterus mustelinus

4.2.1 Identificagcdo de SNPs
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Para as 37 amostras da espécie Heptapterus mustelinus foram obtidas um
total de 19.536.220 sequéncias (reads) que apresentaram uma variacdo de 404.070 a
771.906 reads por amostra. Apos as filtragens de qualidade, foram mantidas 19.064.119
reads que apresentaram uma variacdo de 391.112 a 753.939 reads por amostra, sendo
obtido 97,58% de aproveitamento. Todas as sequéncias foram padronizadas com 144 pb.
Ao fim das etapas de filtragem, a biblioteca resultou em uma média de 296.164 reads por
amostra para H. mustelinus. O processo final de filtragem de SNPs resultou em um conjunto

final com 9.647 marcadores SNPs (Tabela 9).

Tabela 9 - Amostras de Heptapterus mustelinus utilizados para técnica de ddRADseq. Ao final da tabela
consta a quantidade de SNPs e sitios polimérficos obtidos para todas as amostras. Amostras:
corresponde ao nimero de voucher seguido do nome do ponto de coleta; Microbacias: conjunto de
riachos que se unem a um rio principal e desaguam direto no reservatério de Itaipu; Reads:

corresponde as reads remanescentes apds processo de filtragem.

Amostras Microbacias Reads Amostras Microbacias Reads
4677P60 311.458 4668P62 311.473
4679P60 300.644 4669P62 259.198
4680P60 316.086 4670P62 286.034
4519P72 MB1 309.545 3494P74 257.410
4521P72 305.118 4513P74 271.226
4522P72 275.091 4555P75 246.284
4523P72 262.628 4556P75 MB4 273.586
3447P67 317.024 4557P75 272.859
3448P67 298.088 4580P70 261.028
4704P73 320.401 4581P70 266.061
4706P73 MB2 358.091 4782P65 263.249
3406P68 434.298 4590P71 312.676
3407P68 313.653 4591P71 306.789
3408P68 303.761 4593P71 332.699
4621P76 307.591 4745P71 MB5 314.289
4531P62 269.650 4746P71 326.416
4532P62 273.270 4747P71 326.864
4533P62 277.937 4748P71 226.499
4667P62 MB3 289.140

N total SNPs total Sitios polimadrficos
37 9.647 6.128

Fonte: O autor (2024).
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4.2.2 Diversidade genética de Heptapterus mustelinus

Os indices de diversidade genética total para Heptapterus mustelinus
foram: heterozigosidade esperada (He) = 0,386, heterozigosidade observada (Ho) = 0,112,
indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia (Fis) = 0,775, sendo estatisticamente
significativo (p < 0,05) e diversidade nucleotidica (7)) = 0,197 (Tabela 10). Em nenhuma das
localidades a Ho apresentou um valor superior ao da He. Além disso, os valores
encontrados para o Fis foram positivos para todas as localidades amostradas, indicando

populacdes endogamicas para todas as microbacias analisadas.

Tabela 10 - indices de diversidade genética para as amostras de Heptapterus mustelinus coletadas em
microbacias (MB1 — MB5) situadas na bacia hidrogréfica do Parana 3. N: nimero de individuos; S:
sitios polimoérficos; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; mr: diversidade

nucleotidica; Fis: coeficiente de endogamia.

N S He Ho rn FIS
MB1 7 1.577 0.416 0.352 0.059 0.210*
MB2 8 1.946 0.354 0.301 0.063 0.209*
MB3 7 2.127 0.365 0.317 0.070 0.190*
MB4 8 1.877 0.369 0.236 0.061 0.464*
MB5 7 1.392 0.380 0.296 0.048 0.287*

Total 37 6.128 0.386 0.112 0.197 0.775*
*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).

4.2.3 Estrutura genética populacional de Heptapterus mustelinus

Para a Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA), foram consideradas,
inicialmente, todas as amostras pertencentes a uma Unica populagéo, a qual demonstrou
gue a maior parte da variagdo genética se encontrava entre os individuos (77,54%), sendo
obtido um valor de Fis significativo de 0,775 (p<0,05) (Tabela 11). Em uma segunda analise,
cada microbacia foi considerada uma populacao distinta, formando um grupo com cinco
populacdes. O valor de Fst observado foi de 0,731 (p<0,05) (Tabela 12), com a analise

mostrando que a maior porcentagem da variacdo genética esta entre as microbacias
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(73,10%), indicando novamente que cada microbacia representa uma populagéo
estruturada. Na terceira analise, com trés grupos testados, o primeiro contendo as
microbacias MB1, MB2 e MB3, o segundo contendo a microbacia MB4 e o terceiro contendo
a microbacia MB5, o valor de Fst observado foi de 0,323 (p<0,05) (Tabela 13), com a
analise mostrando haver 10,24% da variacdo genética entre microbacias dentro de grupos
e 68,27% da variagdo genética entre grupos, porém essa variagao genética entre grupos

nao foi significativa (p>0,05).

Tabela 11 - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Heptapterus mustelinus coletadas

em microbacias situadas na bacia hidrogréafica do Parana 3 considerando uma Unica populacao.

Fonte da variacao % de variacao
Entre individuos dentro da populacdo 77.54%
Dentro dos individuos 22.46%
indice de fixacdo global Fis: 0.775*

*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).

Tabela 12 - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Heptapterus mustelinus coletadas

em microbacias situadas na bacia hidrografica do Parand 3 considerando cada microbacia uma

populacéo.
Fonte da variacao % de variacao
Entre microbacias 73.10%
Entre individuos dentro de microbacias 7.37%
Dentro dos individuos 19.53%
indice de fixacdo global Fsr: 0.731*

*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).
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Tabela 13 - Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Heptapterus mustelinus coletadas
em microbacias situadas na bacia hidrografica do Parana 3 considerando trés grupos: o primeiro
grupo juntando as microbacias MB1, MB2 e MB3, o segundo contendo a microbacia MB4 e o terceiro

contendo a microbacia MB5.

Fonte da variacdo % de variacdo
Entre grupos 68.27%
Entre microbacias dentro de grupos 10.24%
Entre individuos dentro de microbacias 5.89%
Dentro dos individuos 15.61%
indice de fixacdo global Fst: 0.323*

*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).

A analise de diferenciacdo genética par a par com base nos valores Fst
entre as amostras das diferentes localidades, identificou valores altos e significativos
(p<0,05) que variaram de 0,314 a 0,828 (Tabela 14), corroborando com a estruturacao
sugerida.

Tabela 14 - Diferenciacdo genética (Fst par a par) obtida para amostras de Heptapterus mustelinus coletadas

em microbacias situadas na bacia hidrogréafica do Parana 3.

MB1 MB2 MB3 MB4
MB1
MB2 0.325*
MB3 0.329* 0.314*
MB4 0.827* 0.821* 0.811*
MB5 0.732* 0.718* 0.708* 0.828*

*: Valores significativos (p<0,05).

Fonte: O autor (2024).

A andlise bayesiana realizada no STRUCTURE demonstrou que a maior
probabilidade de clusters segundo o critério Delta K (AK) foi k = 2, e segundo o critério
MedMed K do método de Puechmaille foi k = 3. Sumarizando os resultados, o software
Structure Selector indicou como o mais provavel o k = 3. Assim, foram observados trés
grupos genéticos representados pelas cores azul, roxo e vermelho (Figura 8). Segundo os

resultados dessa analise, todos os individuos da MB1, MB2 e MB3 juntos compdem o
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cluster azul, todos os individuos da MB4 comp&em o cluster roxo e todos os individuos da

MB5 compdem o cluster vermelho.

Figura 8 - Grafico STRUCTURE para os 37 individuos de Heptapterus mustelinus demonstrando os trés
clusters genéticos representados pelas trés cores (azul, roxo e vermelho) para k = 3. MB1 a MB5

representam as microbacias as quais pertencem os individuos.

MB1 MB2 MB3 MB4 MBS

Fonte: O autor (2024).

A Andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) também
identificou trés clusters (Figura 9 e Tabela 15), no qual os clusters G4 (contendo todos os
individuos da MB4) e G5 (contendo todos os individuos da MB5) estdo bem estruturados,
assim como encontrado pelo STRUCTURE. De forma semelhante ao encontrado pelo
STRUCTURE, os clusters G1, G2 e G3 estéo sobrepostos, onde o cluster G3 possui todos
os individuos da MB3, alguns individuos da MB1 e alguns individuos da MB2. No cluster
G1, estdo presentes alguns individuos da MB1, e no G2, alguns individuos da MB2 (Tabela
15). Tais resultados ndo corroboram totalmente os resultados apresentados na analise Fsr,
onde houve diferenca alta e significativa entre todas as microbacias, apesar de que 0s

valores de Fst par a par entre G1, G2 e G3 serem consideravelmente menores.



53

Figura 9 - Grafico DAPC demonstrando os cinco clusters para os 37 individuos de Heptapterus mustelinus,
com sobreposicao entre os clusters G1, G2 e G3, onde G1 = cluster 1, que possui alguns individuos
da MB1, G2 = cluster 2, que possui alguns individuos da MB2, G3 = cluster 3, que possui todos 0s
individuos da MB3, alguns individuos da MB1 e alguns individuos da MB2, G4 = cluster 4, que possui

todos os individuos da MB4 e G5 = cluster 5, que possui todos os individuos da MB5.

MB5
MB1
MB3
<> MB1
MB4 V‘,
aE=s

Fonte: O autor (2024).
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Tabela 15 - Tabela de atribuicdo de associacao para os 37 individuos de Heptapterus mustelinus calculada
por meio de andlise DAPC. Estéo representados os clusters (colunas) aos quais cada amostra (linhas)

pertencem.

4519P72MB1
4521P72MB1
4522P72MB1
4523P72MB1
4677P60MB1
4679P60MB1
4680P60MB 1
3406P68MB2
3407P68MB2
3408P68MB2
3447P67TMB2
3448P67MB2
4621P76MB2
4704P73MB2
4706P73MB2
4531P62MB3
4532P62MB3
4533P62MB3
4667P62MB3
4668P62MB3
4669P62MB3
4670P62MB3
3494P74MB4
4513P74MB4
4555P75MB4
4556P75MB4
4557P75MB4
4580P70MB4
4581P70MB4
4782P65MB4
4590P71MB5
4591P71MB5
4593P71MB5
4745P71MB5
4746P71MB5
4747P71IMB5
4748P71MB5

+ ||+ |+

+ |+ [+

+(+ [+

(|

& [+ [+

Q|+ |+ |+|+|+[+

G1 G2 G3 G4

Clusters

Fonte: O autor (2024).

A andlise de correlacdo das matrizes de distancia geografica e distancia
genética por Teste de Mantel no Arlequin v.3.5.2.2 evidenciou um coeficiente de
determinacéo de 4,3% (r?> = 0,043) e um P-valor de 0,31 néo significativo. Portanto, para as
populacdes de Heptapterus mustelinus das microbacias aqui analisadas ndo temos

evidéncia de isolamento por distancia.
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5 DISCUSSAO

5.1 Diversidade genética

Os valores de diversidade genética encontrados foram baixos para
Ancistrus sp., enquanto para Heptapterus mustelinus foram moderados (Ancistrus sp.:
valores maximos de Ho = 0,458 e de He = 0,383 para a MB5 e minimos de Ho = 0,125 e
de He = 0,381 para a MB4; Heptapterus mustelinus: valores maximos de Ho = 0,352 e de
He = 0,416 para a MB1 e minimos de Ho = 0,236 e de He = 0,369 para a MB4) (Tabelas 3
e 9). Nota-se que as estimativas de Ho apresentaram valores abaixo das estimativas de He
para as duas espécies em quase todas as localidades, com excecdo da populagdo de
Ancistrus sp. da Microbacia do rio Passo Cué (MB5). Tais dados resultaram em valores de
Fis positivos e significativos (exceto para a populagéo de Ancistrus sp. da MB5) revelando
a existéncia de parentesco intrapopulacional para as duas espécies em quase todas as
localidades (Tabelas 3 e 9). No entanto, os valores de Fis encontrados em Ancistrus sp.
nas localidades MB1 a MB4 sao bem mais altos quando comparados aos de H. mustelinus
dessas mesmas microbacias, refletindo maior endogamia para as popula¢gdes de Ancistrus
sp. Tal resultado pode ser reflexo da baixa capacidade de dispersdo das espécies, que
vivem isoladas dentro das microbacias, as quais, por sua vez, representam pequenas
areas, favorecendo a endogamia. Isso ocorre especialmente para espécies como as do
género Ancistrus, espécies algivoras e detritivoras de habito bentbnico (POWER, 1983),

com baixa vagilidade.

Garcia (2022) encontrou para Prochilodus lineatus, residentes e migrantes,
valores de Ho ligeiramente menores do que os de He em todos 0os anos amostrados, com
valores maximos de Ho = 0,321 e de He = 0,329 e minimos de Ho = 0,299 e de He = 0,325,
com valores de Fis indicando incidéncia de endogamia, ainda que baixa, ao se
apresentarem todos positivos, o que pode ser reflexo da modificagdo de habitats por agdes
antrépicas que pode impactar até mesmo espécies de peixes migradores. Américo (2022)
encontrou para Parancistrus aurantiacus valores de Ho superiores aos de He em todas as
localidades, com valores maximos de Ho = 0,614 e de He = 0,440 e minimos de Ho = 0,338
e de He = 0,246, com valores de Fis todos negativos, indicando auséncia de endogamia
nos grupos estudados. Magalhdes (2023) encontrou para o complexo de espécies Rhamdia
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guelen, selvagens e de cultivo, dos estados brasileiros de Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e do norte da Argentina, valores de Ho menores do que os de
He para praticamente todas as localidades, com valores maximos de Ho = 0,744 e de He =
0,885 e minimos de Ho = 0,414 e de He = 0,527, com valores de Fis ndo significativos em
geral, mas alto e significativo em pelo menos uma populagéo selvagem. A autora discute,
ainda, que individuos ou espécies nao migradoras sdo mais propensas aos efeitos do
‘gargalo-de-garrafa” e deriva genética, que consequentemente, podem aumentar a
endogamia resultando em baixa variabilidade genética, além de que as proprias acdes
antrépicas, como a construcéo de barramentos, podem também estar influenciando nesse

Processo.

Os resultados aqui obtidos a partir de marcadores SNPs apontam para uma
baixa a moderada diversidade genética para ambas as espécies, principalmente para
Ancistrus sp., em que quatro das cinco populacdes apresentaram baixos valores se
comparados com os resultados obtidos por Garcia (2022), Américo (2022) e Magalhaes
(2023). No entanto, os estudos de Garcia (2022) e Américo (2022) foram feitos com
espécies migradoras, e as espécies analisadas pelo presente estudo, sdo peixes de
pequeno porte que habitam riachos, conhecidas por terem menor capacidade de
deslocamento (CASTRO, 1999), o que resulta em menor fluxo génico, maior estruturacéo
populacional e, possivelmente, menor diversidade genética. Ja é discutido na literatura (ex.:
FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010; PRIMACK, 2010) que a baixa diversidade
genética resulta em prejuizos para as populagdes, como 0 aumento do risco de endogamia
e baixa sobrevivéncia a longo prazo. Contudo, deve-se levar em consideracdo a biologia
da espécie, que pode ter moderada a alta diversidade genética quando se analisa a espécie
como um todo (diferentes populac¢des/localidades), mas que pode estar estruturada em
populacdes menores que representam diferentes linhagens e que internamente
apresentam menor diversidade genética. Logo, para que as espécies mantenham o seu
potencial evolutivo, sdo necessarios programas de conservacdo que promovam a
preservacao e/ou aumento da variabilidade genética, mitiguem a degradacéo do habitat e
implementem estratégias de manejo adaptativo, conservando as diferentes
populacdes/linhagens genéticas existentes. Esses programas devem incluir monitoramento
continuo, uso de novas tecnologias e colaboracdo entre todas as partes interessadas

(cientistas, gestores e comunidades locais).
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5.2 Estrutura genética populacional

Os resultados da AMOVA, Fst par a par, STRUCTURE e DAPC mostram
evidéncias de estruturagdo genética entre as microbacias para as duas espécies. Para
Ancistrus sp., a AMOVA realizada considerando todos os individuos como sendo de uma
Unica populacéo, evidenciou a maior parte da variacdo genética ocorrendo entre individuos
dentro da populagédo (78,78%), com um Fs significativo de 0,788 (p<0,05) (Tabela 4),
evidenciando a existéncia de diferentes populagdes. Considerando cada microbacia como
uma populacdo distinta, foi encontrada 39,80% de variagdo entre individuos dentro de
microbacias, mostrando uma possivel subestruturacdo genética entre riachos de uma
mesma microbacia, e 36,08% de variacdo entre as microbacias, com indice de fixacao
global alto e significativo, Fst = 0,361 (Tabela 5), evidenciando o padréo de estruturacao
genética. Resultado semelhante foi encontrado ao considerar trés agrupamentos, o
primeiro contendo as microbacias MB1, MB2 e MB3, o segundo contendo a microbacia MB4
e o terceiro contendo a microbacia MB5. Foi encontrada 37,69% da variacdo genética entre
individuos dentro de microbacias e 22,53% da variagdo genética entre microbacias dentro
de grupos, com indice de fixacdo global alto e significativo, Fst = 0,271 (Tabela 6). O Fst
par a par indicou niveis de estruturacdo entre quase todos os grupos com valores altos e
significativos, exceto entre as microbacias MB2 e MB3 (Tabela 7). A analise realizada no
STRUCTURE identificou com maior probabilidade 4 clusters, com todos os individuos da
MB1 compondo um unico cluster (verde), alguns individuos da MB2 e alguns individuos da
MB3 compondo o cluster amarelo, dois individuos da MB2 e dois individuos da MB3
compondo o cluster azul e todos os individuos da MB4 e MB5 compondo um anico cluster
(roxo) (Figura 6-a). Porém, a analise também considerou (mas descartou, talvez por
guestdes metodoldgicas) a configuracdo de cinco clusters, onde todos os individuos da
MB1 compdem um anico cluster (verde), alguns individuos da MB2 e alguns individuos da
MB3 compbdem o cluster amarelo, dois individuos da MB2 e dois individuos da MB3
compdem o cluster azul, todos os individuos da MB4 compdem o cluster roxo e todos 0s
individuos da MB5 compdem o cluster vermelho (Figura 6-b). Contudo, ao sumarizar as
réplicas obtidas para k = 5, vemos que h& maior probabilidade das MB4 e MB5 comporem
um unico cluster (roxo) (Figura 6-c). A DAPC identificou cinco clusters (Figura 7 e Tabela
8), no qual trés clusters estao bem estruturados: G1 (contendo todos os individuos da MB1),
G4 (contendo todos os individuos da MB4) e G5 (contendo todos os individuos da MB5).

Podemos observar alguma sobreposicdo entre G4 e G2 (Figura 7), provavelmente por
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haver certo compartilhamento de SNPs semelhantes entre esses grupos, mesmo G4 sendo
um cluster bem estruturado, contendo todos os individuos da MB4 (Tabela 8). Podemos
observar os valores de Fst par a par para as microbacias MB1, MB4 e MB5 (Tabela 7), em
gque todas as comparacg0Oes resultam em valores altos e significativos. Os clusters G2 e G3
formados pela DAPC, assim como evidenciado pelo STRUCTURE, possuem individuos
tanto da microbacia MB2 como da microbacia MB3, no entanto, sdo dois clusters
geneticamente distintos (Figura 6, 7 e Tabela 8). Podemos observar também, o valor de Fst
par a par que foi baixo e n&do significativo para a comparacéo entre MB2 e MB3 (Tabela 7).
Esse resultado pode indicar um possivel contato secundario entre linhagens previamente
distintas, que pode ser resultado do enchimento do reservatorio da Itaipu. O restante das
comparacoes entre essas microbacias resultou em valores altos e significativos. Assim,
considerando as analises realizadas, optamos por adotar neste estudo a existéncia de cinco
clusters distintos, considerando MB4 e MB5 duas populagbes estruturadas, como
evidenciado pela maior parte das analises realizadas (AMOVA, Fst par a par e DAPC). Por
fim, a analise de correlacdo das matrizes de distancia geografica e distancia genética por
Teste de Mantel ndo evidenciou isolamento por distancia, o que reforca que a estrutura
genética encontrada entre as microbacias é causada pelo rio Parané/reservatorio da Itaipu

gue funciona como uma barreira para tais populagoes.

Beltrdn Vargas (2023) estudando a espécie Ancistrus sp. proveniente das
mesmas cinco microbacias do presente estudo, porém utilizando marcadores D-loop,
relatou a existéncia de quatro haplotipos compartilhados entre MB2 e MB3 e nenhum
haplotipo compartilhado entre MB4 e MB5 e outras microbacias, reforcando sua
estruturacdo. A MB1 compartilhou um haplétipo com MB2 e MB3. Em uma AMOVA que
considerou, para as cinco microbacias, quatro grupos, em que G1 = MB1, G2 = MB2 e MB3,
G3 = MB4 e G4 = MB5, a maior parte da variacao genética foi encontrada ocorrendo entre
grupos (48,45%). A autora optou por utilizar quatro agrupamentos, pois em seu trabalho,
MB2 e MB3 também nao apresentaram diferenciacao significativa no ®@sr par a par. De fato,
a autora encontrou valores de @st estruturados de uma forma muito parecida aos valores
de Fst do presente trabalho, com niveis de estruturacdo entre quase todas as microbacias
com valores altos e significativos, exceto entre as microbacias MB2 e MB3, em que o valor
também foi baixo e nao significativo. A partir de seus resultados de diversidade e estrutura
genética, a autora cria a hipétese de que as populacdes de Ancistrus sp. das microbacias
MB1, MB2 e MB3 passaram por um evento de contato secundario recente, devido a

distancia genética entre os haplétipos compartilhados, como provavel resultado do
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enchimento do reservatorio da Itaipu. O Teste de Mantel realizado também n&o evidenciou
isolamento por distancia para as populagcées de Ancistrus sp. destas microbacias a partir
de marcadores D-loop, reforcando que a estruturacao entre as microbacias é causada pelo

rio Parana/reservatoério da Itaipu funcionar como barreira, ndo pela distancia geogréfica.

Para Heptapterus mustelinus, a AMOVA realizada considerando todos os
individuos como sendo de uma Unica populacdo evidencia a maior parte da variacao
genética ocorrendo entre individuos dentro da populacéo (77,54%), com um Fs significativo
de 0,775 (p<0,05), evidenciando a existéncia de diferentes populacdes (Tabela 11).
Considerando cada microbacia como uma populacéo distinta, a maior parte da variagao
genética foi encontrada entre microbacias (73,10%), com um Fsr alto e significativo de
0,731 (Tabela 12), confirmando a existéncia de estruturacdo entre as microbacias
analisadas. Ao considerar trés agrupamentos, o primeiro contendo as microbacias MB1,
MB2 e MB3, o segundo contendo a microbacia MB4 e o terceiro contendo a microbacia
MB5, foi encontrada 68,27% da variacdo genética entre grupos, o que poderia justificar a
estruturacdo das microbacias MB4 e MB5 e a jun¢cdo das microbacias MB1, MB2 e MB3,
no entanto, ndo foi estatisticamente significativo (p>0,05). Essas trés microbacias néo
formam um grupo verdadeiro. Mesmo havendo fluxo génico, ainda existem variagdes entre
essas microbacias. Isso é corroborado pela porcentagem da variacao genética de 10,24%
entre microbacias dentro de grupos, com um Fsr alto e significativo de 0,323 (p<0,05)
(Tabela 13). A andlise de diferenciacdo genética par a par com base nos valores Fst indicou
niveis de estruturagdo entre todos os grupos, com valores altos e significativos (Tabela 14).
A analise bayesiana realizada no STRUCTURE identificou trés clusters (Figura 8), com
todos os individuos da MB1, MB2 e MB3 compondo um unico cluster (azul), todos os
individuos da MB4 compondo o cluster roxo e todos os individuos da MB5 compondo o
cluster vermelho. De maneira semelhante, a DAPC também identificou trés clusters (Figura
9 e Tabela 15), no qual os clusters G4 (contendo todos os individuos da MB4) e G5
(contendo todos os individuos da MB5) estdo bem estruturados, assim como encontrado
pelo STRUCTURE. Podemos observar também os valores de Fst par a par para as
microbacias MB4 e MB5, em que todas as comparacdes resultam em valores bastante altos
e significativos (nenhum valor abaixo de 0,708) (Tabela 14). Semelhantemente ao
encontrado pelo STRUCTURE, os clusters G1, G2 e G3 estao sobrepostos (Figura 9), onde
0 cluster G3 possui todos os individuos da MB3, alguns individuos da MB1 e alguns
individuos da MB2. No cluster G1, estdo presentes alguns individuos da MB1, e no G2,
alguns individuos da MB2 (Tabela 15). O Fst par a par para as microbacias MB1, MB2 e
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MB3, resultou em comparagdes com valores altos e significativos, porém menores que as
comparagdes com MB4 e MB5 (nenhum valor acima de 0,329, Tabela 14). Por fim, a analise
de correlacéo das matrizes de distancia geogréfica e distancia genética por Teste de Mantel
nao evidenciou isolamento por distancia, o que reforca que a estrutura genética encontrada
entre as microbacias é causada pelo rio Parané/reservatorio da Itaipu que vem funcionando

como uma barreira para tais populagdes.

Huatatoca (2017) estudando a espécie H. mustelinus da regido da BP3, a
partir de marcadores D-loop, encontrou resultados de AMOVA que evidenciam a maior
parte da variagao genética ocorrendo também entre microbacias (44,29%). A autora relatou
a existéncia de uma significativa diferenca genética nas amostras da espécie com relacao
aos valores de ®st, (com um st global de 0,70), mas também encontrou o
compartilhamento de hapl6tipos entre duas microbacias vizinhas (um hapl6tipo) e inclusive
entre duas microbacias separadas por outra microbacia (dois haplotipos), com a formacao
de agrupamentos naturais entre elas. Isso evidencia para a espécie um padrdo de
agrupamento complexo determinando a conexdo entre as amostras de diferentes
microbacias. A autora também levanta a hipétese de que as popula¢des de H. mustelinus
estudadas passaram por um evento de contato secundario recente, provavel resultado do
enchimento do reservatorio da Itaipu, que pode estar permitindo o fluxo génico entre
populacées antes isoladas. E discutido que a distancia geografica entre os pontos de coleta
e a complexidade da rede de drenagem também parecem estar influenciando a diversidade
e a estrutura genética da espécie na BP3, visto que a autora encontrou uma forte correlacao
entre eles com a distancia genética (®@st par a par), evidenciando, neste caso, um padrao

de isolamento por distancia.

Garcia (2022), a partir de marcadores SNPs, encontrou para Prochilodus
lineatus residentes e migrantes maior parte da variacdo entre os individuos (88,13%), o que
pode ser explicado por essa espécie possuir individuos migradores de longas distancias. A
autora encontrou valores de Fst que indicam um nivel de estruturacdo entre alguns grupos
(0.00522 a 0.01719) (p<0,05), sendo que a maior diferenciacdo é encontrada entre P.
lineatus migradores e residentes. A autora encontrou pela analise do STRUCTURE maior
estruturacdo entre individuos residentes e uma maior distribuicdo nas variacdes de
individuos migradores, indicando menor estruturacao. Espécies migradoras tendem a ter o
fluxo génico restabelecido durante o periodo reprodutivo, onde ocorre o cruzamento entre
individuos residentes e migrantes, no entanto, a autora encontrou evidéncias de um

principio de estruturacao (pelo excesso de homozigotos, pelo indice positivo de endogamia
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e pela reducdo do Ne ao longo das geragdes), sendo entdo levado em conta o fato de que

mesmo espécies panmiticas podem sofrer uma diminuicdo da diversidade genética.

Américo (2022) encontrou valores de Fsr significativos, porém baixos, para
todos os locais analisados, o que indica que pode ndo haver estruturacdo genética entre as
amostras da espécie migratdéria Parancistrus aurantiacus. A nao estruturacao foi
corroborada pela andlise bayesiana realizada no STRUCTURE, que evidenciou panmixia
entre os espécimes das diferentes localidades, ao obter somente um cluster. A autora
sugere que as regibes amostradas sejam consideradas um Unico estoque genético,

devendo ser realizados de forma conjunta os planos de manejo e gestao.

Magalhées (2023) encontrou para o complexo de espécies Rhamdia quelen
selvagens e de cultivo maior parte da variacao entre os individuos (53,88%). Os resultados
da DAPC mostraram diferentes grupos que em geral separaram individuos selvagens e de
piscicultura (mas ainda mantendo certa proximidade), com os resultados do STRUCTURE
sendo parcialmente concordantes. Os resultados do Fst par a par foram significativos para
a maioria das comparacgdes testadas, com alta diferenciacdo entre 0s grupos,
principalmente para os individuos selvagens. A autora discute que esses altos valores de
diferenciacao refletem a auséncia de fluxo génico vivenciada por espécies nao-migradoras,
gue podem estar relacionados também a reducéo da heterozigosidade em razdo da deriva

genética e do aumento do endocruzamento.

Os dados obtidos por Beltran Vargas (2023), que analisou a espécie
Ancistrus sp. das mesmas cinco microbacias do presente estudo, a partir de marcadores
D-loop, reforcam uma hipétese também levantada por este estudo: as popula¢des da MB2
e da MB3 de Ancistrus sp. eram previamente isoladas e estamos presenciando um contato
secundario entre elas. Esse contato secundario pode ter sido recente, ndo tendo tido tempo
suficiente ainda para a homogeneizacao das popula¢gdes. Ao olhar para a historia da regiéo,
esse contato secundario pode ter sido resultado da criacdo do reservatério da Itaipu, que
pode ter conectado as microbacias MB2 e MB3 que sao adjacentes, facilitando a travessia
de individuos, que antes poderiam estar separados por alguma barreira natural. Ja para
MB4 e MB5, o enchimento do reservatorio parece ndo ter conectado estas populacoes, as
guais permanecem estruturadas (como evidenciado pela AMOVA, Fst e DAPC), mantendo
o rio Parana/reservatorio da Itaipu como possivel barreira. Este padréo foi observado tanto

com os marcadores D-loop como para os SNPs, mostrando uma estruturacao bem definida.
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A sobreposicao dos clusters G1, G2 e G3 em H. mustelinus a partir da
DAPC reflete a existéncia de sequéncias genéticas semelhantes entre os individuos das
microbacias MB1, MB2 e MB3, o que sugere que os individuos dessas trés microbacias
representam uma Unica populacéo natural, como indicado pelo STRUCTURE. Contudo, a
estruturacdo apontada pela analise de Fst par a par (Tabela 14) e a existéncia de
variabilidade entre individuos dentro das microbacias mostrada na AMOVA (Tabela 12),
podem evidenciar a existéncia de uma subestruturacdo com a presenca de diferentes
linhagens genéticas que podem ser reflexo de um fluxo génico baixo, mas existente, ou de
um contato secundario propiciado pelo enchimento do reservatorio da Itaipu. Analogamente
ao observado para Ancistrus sp. neste estudo e no de Beltran Vargas (2023), e aos dados
obtidos por Huatatoca (2017), é levantada a hipotese de que as populacdes de H.
mustelinus passaram por um evento de contato secundario recente, resultado provavel do
enchimento do reservatorio da Itaipu. No entanto, provavelmente para a MB4 e a MB5, o
enchimento do reservatério parece nao ter conectado estas populacdes, as quais
permanecem estruturadas (o que foi evidenciado pela AMOVA, Fst, STRUCTURE e
DAPC), mantendo o rio Parané/reservatorio da Itaipu como uma barreira, pois assim como

obtido neste estudo para Ancistrus sp., MB4 e MB5 mostram estruturagédo bem definida.

E sabido que peixes de pequeno porte habitantes de riachos neotropicais
possuem baixa capacidade de deslocamento (CASTRO, 1999), sendo suscetiveis a
estruturacao de suas populacdes. Foi relatado por Apolinario-Silva (dados ndo publicados)
populacdes distintas da espécie Bryconameticus aff. iheringii ocorrendo entre riachos de
uma mesma microbacia, ou mesmo entre sec¢cdes de um riacho. No presente estudo,
também foi encontrada para Ancistrus sp. estruturacdo genética entre riachos de uma
mesma microbacia, além da estruturacédo encontrada entre microbacias, para esta espécie
e para H. mustelinus. De forma contréaria, ao considerar peixes migradores de grande porte,
populacdes Unicas e panmiticas sdo comumente relatadas (AMERICO, 2022; GARCIA,
2022).

Diversos fatores podem influenciar a estrutura genética-populacional de
uma espécie, como a mobilidade dos individuos, a presenca de barreiras fisicas ou
guimicas, as caracteristicas comportamentais, a histéria de vida do organismo, a historia
evolutiva e a distancia geografica entre subpopulacdes (AVISE, 1994). A mobilidade dos
individuos, por exemplo, pode facilitar ou dificultar o fluxo génico entre subpopulacgdes,
enquanto barreiras fisicas, como montanhas ou canais de grandes rios, podem restringir
esse fluxo (KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003; FITZGERALD et al., 2018),
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principalmente, no caso das espécies de pequeno porte, que possuem baixa mobilidade.
Grandes reservatérios, possuem caracteristicas especificas que afetam de forma negativa
0 comportamento dos peixes, se tornando um obstaculo comportamental aos movimentos
a jusante de peixes jovens e adultos. Isso porque, ao apresentarem gradientes de
condicdes hidrologicas e limnoldgicas que criam uma transi¢do gradual de ambiente I6ticos,
semilénticos e Iénticos entre trechos a montante e a jusante, diferem muito do regime fluvial
original, constituindo-se em uma forte barreira ecoldgica a livre circulacdo ao longo do rio,
preferindo os peixes permanecerem em areas a montante que mantém as condicdes
ribeirinhas. E importante salientar que a troca genética também ¢ afetada, porque o fluxo
génico é significativamente reduzido pelo reservatério (PELICICE; POMPEU;
AGOSTINHO, 2014). Assim, a alta estruturacdo encontrada entre as microbacias para as
duas espécies analisadas no presente estudo, especialmente MB4 e MB5, pode ser devida
ao rio Parané/reservatorio da Itaipu funcionar como uma barreira que impede o fluxo génico

entre elas.

Por outro lado, represamentos podem ampliar a conectividade hidroldgica,
permitindo a dispersdo de peixes em sistemas fora de seu alcance natural, ao remover
barreiras geograficas naturais e promover a homogeneizacdo bidtica por meio da
homogeneizacdo de habitat (VITULE; SKORA; ABILHOA, 2012). Para as duas espécies
analisadas no presente estudo, algumas microbacias ndo se mostraram fortemente
estruturadas, indicando a ocorréncia de fluxo génico entre elas, com agrupamentos
genéticos formados por individuos de diferentes microbacias. Desta maneira, o reservatorio
da Itaipu, ao submergir algumas areas apds o seu enchimento, pode ter permitido um novo
contato entre microbacias antes estruturadas, ocorrendo agora fluxo génico entre suas
populacdes, hipotese que ja vem sendo levantada por outros trabalhos recentes para a BP3
(HUATATOCA, 2017; BELTRAN VARGAS, 2023). A hip6tese de contato secundario é
sustentada pela presenca de diferentes linhagens genéticas encontradas entre as MB1,
MB2 e MB3, caracteristicas de contato secundério, fato também observado nos trabalhos
com D-loop de Huatatoca (2017) e Beltran Vargas (2023), onde se observa o

compartilhamento de haplétipos distintos.

Por fim, o uso de marcadores SNPs que possui caracteristicas Unicas,
como alta abundéncia no genoma e facilidade de automacao em larga escala, é de extrema
Importancia na complementacao de estudos que utilizaram outros marcadores moleculares,
como os marcadores D-loop abordados por Huatatoca (2017) e Beltran Vargas (2023) para

as mesmas espécies do presente estudo. Aqui, obtivemos dados de confianca para
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compreender os padrdes de diversidade nas populacdes avaliadas e sua distribuicdo dentro
e entre populacdes, além de entender como o rio Parana/reservatorio da Itaipu pode atuar
como barreira a migracéo de peixes de pequeno porte, ou ainda, no caso da mudanca de

um sistema l6tico (rio Parana) para um sistema léntico (reservatorio da Itaipu) conecta-las.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As andlises de diversidade genética apontam para uma baixa a moderada
diversidade para ambas as espécies, sendo mais baixa para Ancistrus sp. O coeficiente de
endogamia revelou a existéncia de parentesco intrapopulacional para as duas espécies,
especialmente para Ancistrus sp. Os resultados da AMOVA, Fst par a par, STRUCTURE e
DAPC mostram evidéncias de estruturacao genética entre a maioria das microbacias para
ambas as espécies. Além disso, pode ser sugerida a diferenciacdo populacional entre
riachos de uma mesma microbacia para Ancistrus sp. O rio Parana/reservatoério da Itaipu
parece atuar como uma barreira ao fluxo génico entre as diferentes microbacias. O Teste
de Mantel ndo evidenciou isolamento por distancia para nenhuma das espécies, o que
reforca que a estrutura genética encontrada entre as microbacias € causada pelo rio
Parana/reservatorio da Itaipu. Por outro lado, algumas microbacias ndo se mostraram
fortemente estruturadas ao compartilharem diferentes linhagens genéticas, o que sugere
gue o reservatorio da Itaipu, ao submergir algumas areas apds o seu enchimento, pode ter
propiciado um novo contato entre microbacias antes estruturadas e um contato secundario
entre linhagens genéticas previamente distintas, o que ja vem sendo discutido por outros

autores.
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