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I. Apresentacdo

A biota neotropical aquatica continental tem sido moldada por eventos de
vicariancia e coalescéncia os quais tém favorecido processos de diversificacdo e
especiacdo (LUNDBERG et al., 1998). Estudos morfoldgicos e moleculares da ictiofauna
indicam o importante papel do isolamento geografico das bacias sul-americanas na
estruturacdo e distribuicdo da diversidade genética de suas espécies e populacdes (PIRES
et al., 2017; SILVA-SANTOS et al., 2018). Nesse contexto, uma espécie amplamente
distribuida se torna um excelente modelo para estudar os eventos biogeograficos e os

processos evolutivos relacionados a sua diversificagdo e aos cenarios de sua ocorréncia.

Os principais sistemas fluviais da América do Sul se modificaram até alcancar a
forma atual ap0s varios episodios tectdnicos que culminaram com a ascensédo do final dos
Andes ha 10 milhdes de anos (SIVASUNDAR; BERMINGHAM; ORTI, 2001).
Considerando esses sistemas fluviais, as espécies de peixes com ampla distribuicdo
refletem os padrdes e os processos geomorfologicos e histdricos que contribuiram para a
configuracdo atual das bacias e subjacente diversificagdo interespecifica
(BERMINGHAM; MORITZ, 1998). Além disso, a diferenciacdo intraespecifica também
é determinada por processos evolutivos e biogeograficos que ocorrem ao longo do tempo.
Os estudos populacionais ajudam a elucidar aspectos relacionados a estrutura genética de
uma espécie em uma determinada bacia hidrografica, e os fatores que permitem ou ndo a
conectividade entre as diferentes populagdes (CHENG et al., 2013; BRAGA-SILVA;
GALETTI JR, 2016; RIBOLLI et al., 2018). Todos estes estudos sdo essenciais para
compreender a biodiversidade e caracteriza-la de forma adequada, sendo de especial
relevancia para a aplicacdo de politicas que gerenciem o uso sustentavel e manejo de
espécies economicamente exploradas e/ou impactadas, com vistas a sua conservacao
(SANTOS; RUFFINO; FARIAS, 2007).

Considerando a abordagem aqui apresentada, foram realizados estudos genéticos-
moleculares em espécimes do género Leporinus Agassiz, 1829 e Megaleporinus Ramirez
et al. 2017. Os principais achados e suas implica¢Oes estdo apresentados nesta tese em
dois capitulos: um deles organizado na forma de artigo cientifico, ja publicado e outro no
formato de tese, com o artigo ainda em fase de elaboracdo. Cada capitulo possui uma
introducdo contextualizando a temética abordada e objetivos, descrevendo a metodologia
utilizada e os principais resultados obtidos e sua discussdo. Além disso, também sao

apresentados em cada um dos capitulos seus respectivos resumos, uma sessao final de



consideracOes relevantes, as referéncias bibliograficas especificas e o material

suplementar.

No primeiro capitulo nos acessamos os padrbes filogeograficos da espécie
Leporinus cf. friderici, amplamente distribuida ao longo de bacias hidrograficas da
América do Sul. Sua ampla distribuicdo suscitou dividas com relacdo a possiveis
variacdes interpopulacionais, e diferencas morfologicas e moleculares intraespecificas
tém sido identificadas nos diversos estudos ja publicados com essa espécie. Intitulado
“Evidéncias moleculares de um cenario complexo e oculto em Leporinus cf. friderici”, o
capitulo 1 dessa tese, testou a existéncia de diferentes Unidade Operacionais
Taxondmicas Moleculares (MOTUs), distribuidas alopatricamente entre as principais
bacias hidrogréaficas brasileiras. Para avaliar esse cenario, foram utilizadas sequéncias
nucleotidicas de genes nucleares e mitocondriais em espécimes provenientes das maiores
e principais bacias hidrogréficas brasileiras: bacia dos rios Amazonas, Tapajés, Madeira,
Tocantins, Sdo Francisco, Parana e Paraguai. Nés encontramos diferentes MOTUs dentro
dessa espécie, resultado que reflete a colocacdo feita por Reis et al. 2016, de que ainda
existe muita diversidade ndo documentada dentro da ictiofauna neotropical. Os principais
resultados obtidos nesse capitulo encontram-se publicados no artigo cientifico
“Molecular evidences of a hidden complex scenario in Leporinus cf. friderici.

O capitulo 2, intitulado “Diversidade genética e estrutura populacional em
Leporinus cf. friderici Parana e Megaleporinus obtusidens na bacia do alto rio Parana”,
aborda aspectos relacionados aos processos que influenciaram os padrdes de distribuicdo
da diversidade genética e estrutura populacional dessas espécies, do ponto de vista
historico e recente. Para isso foram utilizados dois tipos de marcadores moleculares,
sendo um a regido controle do DNA mitocondrial (D-loop) e diversos lovos de
microssatélites. Nesse capitulo sdo discutidos também aspectos relacionados a influéncia
de mecanismos comportamentais na criacdo de estruturas populacionais e aos distarbios
provocados pela presenga de barramentos para espécies migradoras, além da aplicacéo de
medidas mitigatorias dentro das principais sub-bacias dos rios Mogi Guagu, Grande,
Turvo, Tieté, Paranaiba, Paranapanema e Parand, da bacia do alto rio Parana.
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Capitulo 1

Evidéncias moleculares de um cenario complexo e oculto

em Leporinus cf. friderici



ABSTRACT

The megadiversity of the Neotropical ichthyofauna has been associated to recent
diversification processes, reflecting in subtle or lacking morphological differentiation
between species, challenging the classical taxonomic identification. Leporinus friderici
occurs in several river basins of South America, and its nominal taxonomic validity has
been questioned. Its wide distribution within Brazilian Shield suggests that this species
could be genetically structured among the hydrographic basins, despite a sharp
morphological similarity. In this study, we performed phylogenetic analyses, based on
three nuclear (RAG1, RAG2 and Myh6) and two mitochondrial (COI and Cytb) markers,
in specimens morphologically similar to L. friderici and related species from different
hydrographic basins in South America. Our phylogenetic tree identified four well-
supported clades, point out to the existence of taxonomic inconsistencies within this fish
group. A clade named L. cf. friderici sensu stricto included eight MOTUs (Molecular
Operational Taxonomic Units) recently diversified in the Brazilian Shield basins. These
results were also confirmed by a single-gene species delimitation analysis. It is suggested
that this clade includes a species complex, characterizing taxonomic uncertainties.
Another clade recovered only L. friderici from the Suriname rivers, validating this
nominal species in its type locality. A third no-named clade, characterized by deeper
species divergence, recovered five different nominal species interleaved with other
undescribed forms previously also recognized as L. cf. friderici, indicating taxonomic
errors. The fourth clade only included L. taeniatus. Our results showed a complex
scenario involving the morphotype L. cf. friderici and allowed us to address aspects
related to evolutionary diversification of this fish group and historical processes involved
with, highlighting the importance of revealing hidden biodiversity for the taxonomy and
conservationist action plans of these fish.

Keywords: Neotropical fish, MOTUs, fish phylogeny, taxonomic uncertainties, cryptic

species



Resumo

A megadiversidade da ictiofauna neotropical tem sido associada a recentes processos de
diversificacdo, refletindo a sutil ou inexistente diferenciacdo morfoldgica entre espécies
e desafiando a identificacdo taxondmica classica. Leporinus friderici ocorre em varias
bacias hidrograficas da América do Sul e sua validade taxonémica nominal tem sido
questionada. A ampla distribuicao no escudo brasileiro sugere que esta espécie pode estar
geneticamente estruturada entre as bacias hidrograficas. Nesse estudo, realizamos
andlises filogenéticas, baseadas em trés marcadores nucleares (RAG1, RAG2 e Myh6) e
dois mitocondriais (COI e Citb), em espécimes morfologicamente similares a L. friderici
e em espécies relacionadas oriundas de diferentes bacias hidrograficas na América do Sul.
Nossa arvore filogenética identificou quatro clados bem apoiados e sugeriu a existéncia
de inconsisténcias taxondmicas dentro desse grupo de peixes. Um clado nomeado L. cf.
friderici sensu stricto incluiu oito MOTUs (Molecular Operational Taxonomic Units), as
quais passaram por recente diversificacdo nas bacias do escudo brasileiro. Esses
resultados também foram confirmados pela andlise de delimitacdo de espécies baseada
em um Unico gene. Portanto, trata-se de um clado que inclui um complexo de espécies, 0
qual se caracteriza em incertezas taxonémicas. Um outro clado recuperou apenas
exemplares de L. friderici do Suriname, validando esta espécie nominal em sua localidade
tipo. Um terceiro clado, ndo nomeado, caracterizado por uma divergéncia mais profunda
das espécies, recuperou cinco espécies nominais diferentes, intercaladas com outras
formas, ndo descritas anteriormente, mas também reconhecidas como L. cf. friderici,
indicando também inconsisténcias taxonémicas. O quarto clado incluiu somente L.
taeniatus. Nossos resultados mostram um cenario complexo envolvendo o morfotipo L.
cf. friderici e nos permitiu abordar aspectos relacionados a diversificacao evolutiva desse
grupo de peixes e processos historicos evolvidos na mesma, além de revelar
biodiversidade oculta para a taxonomia e para os planos de a¢6es conservacionistas desses

peixes.

Palavras chaves: peixes neotropicais, MOTUs, filogenia de peixes, incertezas

taxonémicas, espécies cripticas
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1.1 Introducéo

A ictiofauna de agua doce da América do Sul representa um terco de toda a
diversidade de peixes conhecida no mundo (REIS et al., 2016). No entanto, essa
consideravel biodiversidade é relativamente recente, principalmente devido a extensos
eventos de especiagdo durante os Ultimos dez milhdes de anos (HUBERT; RENNO, 2006;
ALBERT; REIS, 2011). No altimo milh&o de ano, durante o Pleistoceno, muitos taxons
sofreram divergéncia, por conta de eventos no Quaternario, tais como rearranjos das
drenagens recentes, que levaram a mudancas topograficas (RIBEIRO, 2006). Esses
eventos provavelmente refletem uma sutil ou auséncia de diferenciacdo morfoldgica entre

as espécies emergentes, desafiando a identificacdo taxonémica cléssica.

Anélises moleculares tém sido amplamente utilizadas na identificacdo e
delimitacdo de espécies dentro dos peixes neotropicais (CARVALHO et al., 2011;
PEREIRA etal., 2011, 2013; RAMIREZ; GALETTI Jr., 2015; MACHADO et al., 2017),
contribuindo para revelar diversidade oculta (PIRES et al.,, 2017; RAMIREZ;
BIRINDELLI; GALETTI, 2017). Ambos, DNA barcode e estudos filogenéticos tém
provido contribui¢des importantes para o melhor entendimento das relagdes filogenéticas
dentro dos taxons e 0s processos evolutivos envolvidos na diversificacdo das espécies
(HEBERT et al., 2003; CARVALHO-COSTA et al., 2011; RAMIREZ et al., 2017).
Nesse sentido, 0 DNA mitocondrial e nuclear podem ser usados para definir linhagens
genéticas discretas, detectar monofilia reciproca e caracterizar Unidades Taxondmicas
Operacionais Moleculares (MOTUs, grupos de sequéncias ortdlogas, gerados por um
algoritimo que representam uma linhagem monofilética e que pode corresponder ou ndo
a um taxon) (BLAXTER et al., 2005; JONES; GHOORAH; BLAXTER, 2011).

Leporinus pertence a familia Anostomidae e € considerado um dos géneros mais
ricos em espécies dentre os Characiformes, uma ordem predominante nos peixes de agua
doce da América do Sul (GARAVELLO; BRITSKI, 2003). Estudos morfol6gicos e
moleculares recentes tém mostrado que Leporinus ndo € um género monofilético
(SIDLAUSKAS; VARI, 2008; RAMIREZ et al., 2016), destacando a necessidade de uma
revisdo taxdnomica profunda nesse grupo. Recentemente, um estudo integrado,
abordando dados morfolégicos, cromossdmicos e moleculares, descreveu o novo género
Megaleporinus, reunindo as especies de Leporinus com maior tamanho corporal em um
clado monofilético (RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI, 2017). Dentre as demais

espécies de Leporinus encontra-se Leporinus friderici (BLOCK, 1794), com uma ampla
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distribuicdo geografica, ocorrendo na maioria dos rios da América do Sul
(GARAVELLO; REIS; STRAUSS, 1992). Essa ampla distribuigcdo tem sido investigada
por muitos autores, que encontraram variagcdes morfologicas (GERY; MAHNERT;
DLOUHY, 1987; RENNO et al., 1990, 1991; GARAVELLO; REIS; STRAUSS, 1992;
SIDLAUSKAS; VARI, 2012) e genéticas (RENNO et al., 1990, 1991) entre populacdes
de L. friderici, sugerindo que o morfotipo dessa espécie pode conter um complexo de
espécies (SIDLAUSKAS; VARI, 2012). Enquanto L. friderici do Suriname e Guiana
Francesa tém sido reconhecidos como a espécie tipo (SIDLAUSKAS; VARI, 2012), a
nomenclatura provisoria Leporinus cf. friderici tem sido usada para se referir ao restante
dos individuos desse morfotipo. No entanto, devido a sua ampla distribuicdo dentro das
bacias do Escudo Brasileiro, pode-se esperar alguns niveis de diferenciacdo genética
dentro de L. cf. friderici entre bacias hidrograficas. Variagdes nos olhos, comprimento
do corpo e padrdes de coloracdo ja foram relatadas em L. cf. friderici das bacias
Amazonicas e Parana-Paraguai (GARAVELLO; REIS; STRAUSS, 1992).

Nesse estudo nds testamos a hipdtese de que L. cf. friderici consiste em um grupo
monofilético formado por diferentes MOTUs separadas, atualmente, nas distintas bacias
dentro do escudo brasileiro. N6s realizamos uma analise filogenética usando marcadores
nucleares e mitocondriais para confirmar L. cf. friderici como um grupo monofilético, e
implementamos uma andlise de delimitacdo de espécies, baseada em um Unico gene, para
caracterizar MOTUs. Finalmente, nés inferimos sobre os possiveis processos evolutivos

e historicos responsaveis pela diversificacdo dentro desse grupo.

1.2 Material e Métodos
1.2.1 Declaracdes éticas

Essa pesquisa foi conduzida conforme os protocolos aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEUA, Universidade Federal de S3o Carlos, S&o
Carlos, Séo Paulo, Brasil) e SISBIO-ICMBIo (Sistema de Autorizagéo e Informacéo da
Biodiversidade, Instituto Chico Mendes para Biodiversidade e Conservagdo, Ministério
do Meio Ambiente, Brasil). As amostras biologicas foram obtidas sob as permissoes
CMBIO/MMA N° 32215 e CEUA n° 3893250615, seguindo todas as recomendagdes
legais. As amostras da Colémbia e Pert foram obtidas por José Ariel Rodrigues e Hernan

Ortega, respectivamente, os quais forneceram aliquotas de DNA para esse estudo.
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1.2.2 Amostragem dos dados biol6gicos

Amostras de nadadeira, musculo ou de figado de 53 individuos de L. cf. friderici,
provenientes de oito bacias hidrograficas do escudo brasileiro, foram coletadas. A figura
1.1 ilustra os locais amostrados. Amostras de Leporinus agassizii Steindachner, 1876; L.
boehlkei Garavello, 1988 e L. piau Fowler, 1941 (oriundos dos rios Jaguaribe e S&o
Francisco) e L. cf. parae Eigenmann, 1907, também foram obtidas. Ademais, sequéncias
de DNA de Leporinus desmotes Fowler, 1914; Leporinus fasciatus Bloch, 1794;
Leporinus lacustris Campos, 1945; Leporinus octomaculatus Britski & Garavello, 1993;
Leporinus taeniatus Lutken, 1875; Leporinus venerei Britski & Birindelli, 2008 e
Hypomasticus pachycheilus Britski, 1976 (RAMIREZ et al., 2016) foram acessadas via
GenBank.

, Wt gy Bacia do rio
oW 4_},}“ A 7 \ / Tapajos
A N 4 /e
i}?}é\ﬁ%‘\ @* Bacia Araguaia- Tocantins
%ﬁ.‘\‘\w' 0777 s /P .

(S,ﬂ\\h = i
N

Bacia do rio

Bacia dorio
Madeira

Sao Franscisco

Bacia do
Paraguai

Parana

Figura 1.1 Sitios de coleta e as bacias de ocorréncia de Leporinus cf. friderici. Os circulos
coloridos representam as MOTUs encontradas nesse estudo: L. agassizii (em vermelho), L. cf.
friderici Amazonas 1 (em laranja), L. cf. friderici Madeira 1 (em roxo), L. cf. friderici Parana (em
verde claro), L. cf. friderici Paraguai (em verde escuro), L. piau S&o Francisco (em azul escuro),
L. cf. friderici alto Tapajos (em amarelo) e L. cf. friderici Tocantins 1 (em azul claro). Os circulos

pretos representam os individuos coletados como L. cf. friderici Amazonas 2; a estrela preta
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representa L. cf. friderici Mearim; o quadrado preto representa L. cf. friderici Tocantins 2; o
poligono preto representa L. cf. friderici Madeira 2; o triangulo preto representa L. cf. friderici
Xingu. A - Antiga cachoeira de Sete Quedas e atual barragem de Itaipd. B- Cachoeira do Teotdnio

no rio Madeira. Mapa criado no programa Q-GIS (http://www.qggis.org/). Os nimeros nos

pontos de coleta correspondem aqueles presentes na Tabela S1.1.

Todas essas especies foram incluidas no nosso estudo porque tém sido
consideradas proximamente relacionadas a L. friderici (GARAVELLO, 1988; BRITSKI;
BIRINDELLI, 2008; RAMIREZ et al., 2016). Sequéncias de L. friderici do Suriname
(MELO et al., 2016), considerada a localidade tipo da espécie, foram também obtidas no
GenBank. As informagdes relativas aos individuos, vouchers, IDs e locais de coleta estdo

apresentadas no material suplementar (Tabelas S1.1 e S1.2).

1.2.3 Extracao de DNA, amplificacio dos genes e sequenciamento

O DNA total das amostras foi extraido seguindo-se o protocolo convencional que
utiliza Fenol, Cloroférmio e Proteinase K (SAMBROOK; FRITISH; MANIATIS, 1989).
Para as andlises filogenéticas pelo menos um individuo de cada bacia hidrografica foi
utilizado. As regides mitocondriais dos genes Citocromo b (Citb) e Citocromo Oxidase
subunidade 1 (COI) foram amplificadas de acordo com Ramirez e Galetti Jr. (2015). Os
genes nucleares, ativadores de recombinacdo 1 e 2 (RAG1 e RAG2) e da cadeia pesada 6
da miosina, isoforma alfa do masculo cardiaco (Myh6) foram amplificados segundo
Oliveira et al. (2011). Os produtos de PCR obtidos para ambas as cadeias foram
sequenciados em um sequenciador ABI 373x| (Applied Biosystems, Little Chalfont,
Reino Unido).

1.2.4 Analises dos dados

As sequéncias obtidas foram manualmente editadas e alinhadas usando o Bioedit
(HALL, 1999) e Clustal W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994), respectivamente.
Todas as sequéncias foram verificadas quanto a presenca de indels e codons de parada.

Os haplétipos dos genes nucleares foram combinados em uma sequéncia consenso usando
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0 codigo de sitios polimérficos e ambiguos da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada - IUPAC (IUPAC, 1974).

As analises filogenéticas foram conduzidas a partir da concatenacéo de todas as
sequéncias dos genes mitocondriais e nucleares usando a abordagem de Maxima
Parcimbnia (MP) implementada no PAUP*4.0 (SWOFFORD, 2003), com 1.000
replicatas de bootstrap. NOs também realizamos uma analise de Maxima
Verossimilhancia (ML), usando RAXML no XSEDE (STAMATAKIS, A.; HOOVER, P.;
ROUGEMONT, 2008; STAMATAKIS, 2006), através do servidor online CIPRES
Science Gateway (MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010), um modelo particionado
determinado pelo PartitionFinder (LANFEAR et al., 2012), GTR+G e 1.000 replicatas de

bootstraps.

Uma arvore de espécies multilocus Bayesiana (BST) foi estimada no *BEAST
(Star-BEAST) (HELED; DRUMMOND, 2010), usando 150 milhGes de geracGes,
amostradas a cada 5.000 e um burni-in de 300. Os modelos de substituicdo nucleotidicas
foram selecionados segundo o critério Bayesiano, usando o JModeltest 2 (DARRIBA et
al., 2012). Os modelos encontrados foram 0 HKY +1+G, HKY+G, K80+1, K80+1 e K80+
para 0 genes COI, Cith, Myh6, RAG1 and RAG2, respectivamente. O reldgio relaxado
normal foi usado para todas as particdes. Arvores Bayesianas usando todas as sequéncias
foram construidas para cada gene separadamente. Essas arvores foram estimadas usando
dez milhGes de geracfes amostradas a cada 5000 e um burnin-in de 10%. O modelo de
especiacdo utilizado foi o Yule e os modelos de substituicdo nucleotidica seguiram os
mesmos critérios citados acima (Figuras S1.1 a S1.5). A convergéncia das cadeias e a
estacionaridade dos valores foram checados no TRACER v1.6 (CHATTERJEE, 2011).

Duas diferentes analises de delimitacdo de espécies baseadas no gene COI foram
realizadas a fim de se determinar o nimero de MOTUs dentro do clado amplamente
distribuido no Escudo Brasileiro (L. cf. friderici sensu stricto, ver Figura 1.2). Primeiro,
0 General Mixed Yule-Coalescent model (GMYC, PONS et al., 2006) foi usado para
determinar os grupos de hapl6tipos do gene COI. Essa analise foi realizada a partir de um
threshould unico implementada no pacote SPLITS do software R 3.3.3 (R Core Team,
2017). Para essa analise uma arvore ultramétrica foi gerada usando o BEAST 2.3.2
(BOUCKAERT etal., 2014) com um relogio lognormal relaxado, o modelo de especiacao
birth and death e 0 modelo de substituicdo nucleotidica HKY escolhido pelo jModeltest
2 (DARRIBA et al., 2012). Um total de 50 milhdes de cadeias de Markov e um burnin-
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in de 10% foram usados. Posteriormente, uma analise Bayesiana de estruturacéo genetica,
implementada no software BAPS (CORANDER et al., 2008) foi realizada. O nimero
maximo de grupos geneticamente divergentes (K) foi primeiramente testado para um
valor de dez, replicados dez vezes. Os grupos determinados inicialmente, que continham
amostras de diferentes bacias, foram submetidos a uma segunda camada de analise no
BAPS usando-se K= 1-3, replicados também dez vezes. Essa abordagem hierarquica para
analises de agrupamento de sequéncias é uma maneira de aumentar o poder estatistico e
detectar haplogrupos separados que sdo atribuidos a clusters conservados (CHENG et al.,
2013). O valor de K mais provavel foi escolhido com base nos valores de log (likelihood)
e probabilidade posterior. Em seguida, nds consideramos o numero final de MOTUs
como 0s grupos concordantes entre as duas diferentes analises e 0s grupos que

apresentaram alopatria e monofilia reciproca.

As distancias genéticas entre as MOTUs foram calculadas com base no modelo
K2P, no programa MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013). Finalmente, uma rede de
hapldtipos foi gerada a partir do Median Joing (BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999)
no programa POPART (LEIGH; BRYANT, 2015).

1.3 Resultados

Foram obtidas 127 sequéncias para os espécimes estudados [63 para o gene COI
(557 pb) e 16 sequéncias para cada um dos outros marcadores analisados — Citb (1005
pb), Myh6 (754 pb), RAG 1 (1477 pb) e RAG 2 (1023 pb)]. Os nimeros de acesso no
GenBank sdo mostrados na Tabela S1.2 do material suplementar.

As arvores filogenéticas geradas pelas analises de MP, ML e BST (Figura 1.2),
apresentaram suporte maximo para quatro clados. Um clado recuperou somente L.
friderici pertencente & bacia do Suriname. Outro clado monofilético, caracterizado por
uma recente diversificagdo dentro do Escudo Brasileiro, foi aqui nomeado como L. cf.
friderici sensu stricto. Esse clado inclui espécimes de L. cf. friderici coletados nas bacias
dos rios Amazonas (canal principal), Madeira, Alto Tapajos, Tocantins, Paraguai e Parana
e também L. agassizii e os individuos de L. piau oriundos da bacia do rio S&o Francisco.
O terceiro clado, ndo nomeado, reuniu os individuos de L. cf. friderici dos rios Mearim,

Tocantins, Turiacu, Xingu e Madeira, intervaladas com L. boehlkei, L. lacustris, L. cf.
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parae, L. piau, da bacia do rio Jaguaribe, e L. venerei, demostrando uma antiga

diversificacdo. Por Gltimo, um quarto clado recuperando apenas L. taeniatus foi obtido.

Dentro do clado L. cf. friderici sensu stricto, a analise do GMYC, considerando
vinte e trés sitios parcimoniosamente informativos e nenhuma insercao ou delecdo dentro
das sequéncias de COI, identificou sete MOTUs (ClI: 6-7), com um valor significativo de
likelihood de 10.97 (p < 0,005). Essas seis MOTUs correspondem a L. agassizii, L. cf.
friderici Amazonia 1, L. cf. friderici Madeira 1, L. cf. friderici Parana, L. cf. friderici
Paraguai e L. cf. friderici alto Tapajos. A sétima MOTU juntou L. piau Sdo Francisco e
L. cf. friderici Tocantins 1 (Figura 1.3). Os resultados da primeira camada da analise
BAPS apresentou um valor de K=4 como o mais provavel, com valores de Log (ml) igual
a -554.0008 e 0,93 de probabilidade posterior. O resultado da segunda camada da analise
do BAPS foi similar ao resultado encontrado na analise no GMY C, mas recuperou L. piau
Séo Francisco e L. cf. friderici Tocantins como duas diferentes MOTUs. A analise
hierdrquica do BAPS pdde separar essas popula¢fes, uma vez que informacGes
relacionadas aos locais amostrados foram fornecidas. Diferentemente, o método do
GMYC néo considera informacéo a priori. A despeito da pequena divergéncia entre essas
duas MOTUs, ambas as linhagens apresentam divergéncia recente, sdo reciprocamente

monofiléticas e geograficamente isoladas na natureza.

Leporinus agassizii
. cf. friderici Amazonas 1
. cf. friderici alto Tapajés
. cf. friderici Madeira 1
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. cf. friderici Amazonas 2
. piau Jaguaribe
. lacustris Parana
. lacustris Paraguai
. laeniatus | Clado L. taeniatus
. desmotes
. fasciatus
. octomaculatus
Hypomatiscus pachycheilus

100/100/1

Clado L. cf. friderici
sensu stricto

63/98/1

[ (e

Clado nédo
nomeado

100/-/1 99/97/0.76
99/100M1

88/87/0.86

L
L
L
L
L
99110011 L— L
L
L
L
L

82/9611' |
71/100/0.65

0.009

Figura 1.2 Arvore de espécies mostrando o relacionamento filogenético de Leporinus cf.

friderici. As arvores foram geradas usando cinco marcadores moleculares (sequéncias com
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aproximadamente 4.900 pb). A topologia corresponde a arvore Bayesiana. Os nimeros nos nos
sdo os valores de bootstraps para a Maxima Parcimdnia e Méaxima Verossimilhanca e
probabilidade posterior para 0 método Bayesiano. A escala em barra indica as substituicdes

nucleotidicas por sitio.

L. cf. friderici Amazonas 1
L. cf. friderici Madeira 1
L. cf. friderici Paraguai

L. piau Sio Francisco

L. cf. friderici Tocantins |
L. cf. friderici alto Tapajos

L. cf. friderici Parana

I
>
S
S
~3

GMYC

BAPS

Figura 1.3 MOTUs identificadas a partir das anélises de GMYC e BAPS dentro do clado

Leporinus cf. friderici sensu stricto.

Os valores de distancia genética média K2P entre as MOTUs variou de 0,4% a
2,4%. O valor maximo de distancia intra MOTU (0,5%) foi observado em L. agassizii,
enquanto que a distancia genética minima inter MOTUs (0,4%) foi observada entre L. cf.

friderici Tocantins e L. piau Sao Francisco (Tabela S1.3).

Um total de vinte e sete haplotipos foram obtidos, dentro do clado L. cf. friderici
sensu stricto. Cada MOTU foi representada por um haplogrupo, com excecdo das
MOTUs dos rios Parana e Paraguai que compartilharam um haplétipo. Leporinus piau
Sdo Francisco e L. cf. friderici alto Tapajés foram separadas por apenas um passo
mutacional, enquanto que os outros haplogrupos foram conectados por pelo menos dois

passos mutacionais (Figura 1.4).
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® Leporinus agassizii
® L. cf. friderici Amazonas 1
® L. cf. friderici Madeira 1
® L. cf. friderici Parana
® L. cf. friderici Paraguai
® L. piau Sao Francisco
L. cf. friderici alto Tapajés
® L. cf. friderici Tocantins 1

Figura 1.4 Rede de hapl6tipos construida a partir do método de Median Joining para o clado
Leporinus cf. friderici sensu stricto usando os dados do gene COl. Os pontos pequenos e pretos
indicam auséncia ou ndo amostragem dos hapl6tipos. Os hapl6tipos sdo mostrados em diferentes

cores de acordo com cada MOTU indicada na legenda.

1.4 Discussao

Nossas andlises filogenéticas mostraram que os individuos identificados
morfologicamente como L. friderici constituem um grupo polifilético amplamente
distribuido ao longo da América do Sul (Figura 1.2). Os individuos coletados como L.
friderici ao longo das bacias do escudo brasileiro ndo sdo coespecificos com L. friderici
da localidade tipo, representando espécies diferentes. Leporinus cf. friderici sensu stricto
constitui um complexo monofilético de espécies distribuidas nos rios das bacias
Amazonas, Madeira, alto Tapajoés, Tocantins, Sdo Francisco, Paranad e Paraguai. Esse
achado representa uma tipica situacdo de diversificacdo recente, formando um grupo
composto por espécies potencialmente cripticas e estritamente relacionadas, revelando
incertezas taxondmicas tipicas ( RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI, 2017). Por outro
lado, no clado ndo nomeado, as cinco espécies nominais L. boehlkei, L. cf. parae, L.
lacustris, L. piau Jaguaribe e L. venerei foram intervaladas com individuos que se ajustam
morfologicamente com a descri¢éo de L. cf. friderici. Nesse clado, caracterizado por uma
diversificacdo antiga, o uso do termo L. cf. friderici esconde espécies cripticas ainda néo

descritas. Todas as espécies deste clado compartilham os padrdes morfoldgicos de L.
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friderici (exemplo: de um a trés pontos escuros ao longo da linha lateral, formula dentaria
de 4/4, com exce¢do de L. venerei que possui 4/3, condi¢do Unica em Anostomidae), o
que dificulta a descrigdo dessas espécies. Além disso, trés (L. lacustris, L. parae, L. cf.
parae e L. venerei) das cinco espécies nominais desse clado tém sido consideradas muito
similares em morfologia apresentando corpo profundo, boca terminal, nadadeira anal
longa e escura e trés manchas na linha lateral (BRITSKI; BIRINDELLI, 2008).

Em geral, os resultados obtidos para L. cf. friderici sensu stricto confirmam a
nossa hipodtese de que existem diferentes MOTUSs dentro de L. cf. friderici, separadas,
atualmente, em distintas bacias, mas nem todos os individuos provisoriamente

reconhecidos como L. cf. friderici, podem ser reunidos em um unico grupo monofilético.

Dentro do clado L. cf. friderici sensu stricto, L. agassizii € claramente uma espécie
valida e reconhecidamente diferente de L. friderici, principalmente devido a presenca de
uma faixa longitudinal que se estende desde a nadadeira dorsal até a nadadeira caudal
(BIRINDELLLI; BRITSKI; LIMA, 2013). Leporinus agassizii foi primeiramente descrita
para o rio Ica, bacia do alto rio Amazonas (STEINDACHNER, 1876), e posteriormente
ela foi encontrada no lago Tefe e rios Nany, Negro e Branco (BIRINDELLI; BRITSKI;
LIMA, 2013), todos da mesma bacia. Essa espécie tem sido descrita como restrita a bacia
do alto rio Amazonas. Uma anélise de parcimdnia de endemismo da América do Sul
reporta o alto rio Amazonas como um clado separado do restante da drenagem (HUBERT;
RENNO, 2006) sugerindo que a elevagdo dos paleoarcos tenha promovido divergéncia

alopatrica na ictiofauna da regido, a qual foi aumentada pelas incursées marinhas.

Em nosso estudo, todos os individuos coletados acima das cachoeiras do rio
Madeira foram reunidos em uma tnica MOTU, L. cf. friderici Madeira 1, enquanto que
os individuos abaixo das mesmas foram recuperados na MOTU L. cf. friderici Amazonas
1 (Figura 1.3), com excecdo dos individuos do alto Tapajos (ver abaixo), indicando essas
cachoeiras como possiveis barreiras que limitam a distribuicdo de espécies de peixes na
regido. Estudos prévios tém reportado evidéncias de estruturacdo ao longo da bacia
Amazonica (GOULDING, 1979; QUEIROZ et al., 2013). Essa subdivisdo foi atribuida a
agentes geomorfologicos que permitiram a fragmentacdo alopatrica e eventos de
diversificacdo (ALBERT; REIS, 2011). No rio Madeira, a cachoeira de Teot6nio, parece
desempenhar um papel relevante na diversificacdo da ictiofauna da bacia Amazonica.
Essa cachoeira, entre outras corredeiras, tem mantido os rios do alto e baixo Madeira

separados e tem sido considerada como barreira geografica uma vez que limita a
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distribuicdo de espécies de peixes na regido (ZANATA; TOLEDO-PIZA, 2004;
HUBERT et al., 2007; TORRENTE-VILARA et al., 2011) .

Os efeitos de barreira também podem explicar a presenca de L. cf. friderici alto
Tapajos junto com os individuos coletados na sub bacia Juruena-Teles Pires, no alto rio
Tapajos (Tabelas S1 e S1.2). Cachoeiras e corredeiras ao longo do rio Tapajos e seus
tributarios parecem atuar como um barreira para a dispersdo de peixes (BRITSKI;
GARAVELLO, 2005; BRITSKI; LIMA, 2008; DAGOSTA; DE PINNA, 2017). A regido
acima da confluéncia dos rios Juruena e Teles Pires tem sido caracterizada por uma
ictiofauna endémica, diferente da encontrada em outros rios Amazonicos (CARVALHO;
BERTACO, 2006; BRITSKI; LIMA, 2008), o que poderia explicar a separacdo de L. cf.

friderici alto Tapajos.

Por sua vez, a bacia do rio Tocantins é considerada um sistema independente da
bacia Amazobnica, ja que suas aguas fluem diretamente para o Oceano Atlantico
(ALBERT; REIS, 2011). Esse fato se refletiu em nossas analises, as quais sugerem que
os individuos do rio Tocantins corresponderam a um grupo genético diferente (L. cf.
friderici Tocantins 1). O estabelecimento final do curso moderno do rio Tocantins
(1,8Ma) separou definitivamente esse da bacia Amazénica (ROSSETTI; VALERIANO,
2007) e a diferenciacdo da ictiofauna do Tocantins tem sido associada ao surgimento do
arco de Gurup4, das corredeiras de Tucurui ou a limitada conectividade (HUBERT et al.,
2007; HRBEK et al., 2014).

A relacdo entre L. piau Sdo Francisco e L. cf. friderici Tocantins 1 observada aqui,
pode ser representada por uma historia biogeogréafica entre as bacias do rio Tocantins e
Sao Francisco, sendo que a baixa divergéncia genética (0.4%) entre elas provavelmente
representa uma diversificacdo recente. Essas duas bacias hidrograficas apresentam uma
extensa regido, onde o rio Sapéo (bacia do rio Sao Francisco) compartilha cabeceiras com
o rio Galheiros, bacia do rio Tocantins (LIMA; CAIRES, 2011). A existéncia dessas
cabeceiras em comum pode permitir a troca de ictiofauna entre essas bacias. Evidéncias
geoldgicas mostram que a fronteira ocidental da Serra Geral do planalto de Goias tem
sido gradualmente erodida e poderia ter, potencialmente, promovido eventos de captura
de cabeceiras entre os rio Sao Francisco e Tocantins (LIMA; CAIRES, 2011). Eventos de
geodispersdo (capturas de cabeceiras, por exemplo) tém sido reivindicados em estudos
que usaram ferramentas moleculares (HUBERT et al., 2007; RAMIREZ; BIRINDELLI;
GALETTI, 2017).
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Enquanto os individuos de L. piau da bacia do rio S&o Francisco foram
relacionados ao clado L. cf. friderici sensu stricto, os L. piau pertencentes a bacia do rio
Jaguaribe foram agrupados no clado nd&o nomeado (Figura 1.2), revelando claramente
uma inconsisténcia taxonémica. Fowler (1941) definiu o rio Salgado (bacia do rio
Jaguaribe), no estado do Ceara, como a localidade tipo de L. piau e incluiu um paratipo
no rio Jatob& (bacia do rio Sdo Francisco). Consequentemente, os espécimes do rio Sdo
Francisco tém sido usualmente citados como L. piau (GARAVELLO; BRITSKI, 2003;
CARVALHO et al., 2011). Nossos resultados, no entento, indicam que os individuos da
bacia do Sdo Francisco constituem uma espécie diferente do L. piau da bacia do rio

Jaguaribe, localidade tipo.

Ainda dentro do clado L. cf. friderici sensu stricto, uma bem suportada
diferenciacdo entre os espécimes das bacias do alto rio Parana e Paraguai foi observada,
embora alguns individuos do alto rio Parana apresentem hapldtipos pertencentes a bacia
do rio Paraguai (Figuras 1.3 e 1.4). E possivel que tanto L. cf. friderici Parana e L. cf.
friderici Paraguai chegaram a suas atuais distribuicdes através de eventos de geodisperséo
antigos, como capturas de cabeceiras entre o rio Amazonas e 0s rios Parana e Paraguai.
Na configuracdo moderna das bacias hidrogréaficas, a bacia do rio Paraguai apresenta um
divisor de aguas com os rios Guaporé, Xingu e Tapajos, enquanto que o alto rio Parana
compartilha um divisor de dguas nas cabeceiras da bacia do rio Tocantins (ALBERT;
REIS, 2011). Esses sistemas hidrograficos ja experimentaram uma longa histéria de
grandes eventos de captura de cabeceiras e formacdo de barreiras semipermeaveis
(LUNDBERG et al., 1998) que suportam essa hipétese. A ictiofauna do alto rio Parana
foi separada da do baixo Parané pelas cachoeiras de Sete Quedas, uma barreira geografica
natural, que ja ndo existe mais. No passado essa barreira isolou o alto rio Parana, onde a
ictiofauna tem se divergido, como j& relatado para Megaleporinus (RAMIREZ;
BIRINDELLI; GALETTI, 2017) e Salminus (CARVALHO et al., 2011; PEREIRA et al.,
2011, 2013; RAMIREZ; GALETTI Jr., 2015; MACHADO et al, 2017)
compartilhamento de hapl6tipos entre L. cf. friderici Parana e L. cf. friderici Paraguai
sdo, provavelmente, resultado da remocdo dessa barreira natural, quando ocorreu a
construcdo da hidrelétrica de Itaipa. O resultado da barragem foi a inundagdo de uma
extensa area, incluindo a cachoeira de Sete Quedas que permitiu a conexdo entre as

ictiofaunas do baixo e alto rio Parana, facilitando o contato entre linhagens mitocondriais
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diferenciadas desde a formacao desta cachoeira (JULIO JUNIOR et al., 2009; PRIOLI et
al., 2012).

1.5 Consideracodes finais

Nosso estudo mostrou pelo menos dois cenarios principais relacionados a
diversidade oculta em L. cf. friderici, como provisoriamente usado. Primeiro: L. cf.
friderici sensu stricto consiste em um clado monofilético que reune oito MOTUs e que,
potencialmente, inclui um verdadeiro complexo de espécies, distribuidas em todas as
bacias do escudo brasileiro, caracterizadas por uma diversificacao recente. Essa estrutura
parece estar relacionada a agentes geomorfoldgicos, determinando a atual estrutura
hidrografica. O significado taxonémico desse clado é uma questdo aberta, solicitando
estudos complementares para resolver essa situacdo tipica de incertezas taxondmicas.
Segundo: espécies cripticas ndo descritas sob a denominacdo L. cf. friderici,
provavelmente devido as semelhancas morfoldgicas que caracterizam os clados aqui
estudados (exceto o clado L. taeniatus), formam um clado, aqui ndo nomeado,
caracterizado por uma diversificacdo relativamente antiga em nossa opinido. No entanto,
estas novas MOTUs mostram divergéncias filogenéticas profundas e sdo entrelacadas
com outras espécies nominais validas (L. venerei, L. boehlkei, L. lacustris, L. piau e L.
cf. parae), suportando-as como potenciais novas espécies.

Em geral, nossos resultados tem um significado importante para a taxonomia e o
conhecimento evolutivo desse grupo de peixes, bem como para a sua conservagdo. Além
disso, esse cenério indica que L. cf. friderici sensu strictu se constitui um excelente
modelo filogeografico no estudo de processos evolutivos e de especiacdo que atuam nas
bacias da América do Sul. Apesar do seu comportamento migratorio, L. cf. friderici ndo
pode ser considerado um Unico estoque genético, mesmo dentro da mesma bacia
hidrografica (por exemplo, a bacia Amazonica), sendo necessario, portanto, que para
qualquer esforco de conservagdo toda a sua diversidade seja considerada. Para um
entendimento mais completo do cendrio apresentado, o status taxonémico de cada MOTU
revelada aqui precisa ser avaliado usando-se dados morfoldgicos e moleculares em uma

abordagem, preferencialmente, integrativa.
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1.7.1 Tabelas

1.7 Material suplementar 1

Tabela S1.1 Vouchers e sitios de coleta para todos os Leporinus cf. friderici analisados.
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Sitios de Bacia NUamero dos

Amostras Espécimes coleta (rio) Latitude Longitude vouchers
Hidrografca

1226 Leporinus cf. friderici Mearim Pindaré Mearim 3°39'33.79"S  45°282.81"W  CPUFMA 2921
L743 Leporinus cf. friderici Amazonas 1 Jamanxim 2 Tapajos 7°3'52.0"S 55°26'28.0"W  MZzUSP 097513
AECI018-10  Leporinus cf. friderici Amazonas 1 Amazonas Amazonas ~ 3°1713.9"S 60°1'87"W M3-34
L258 Leporinus cf. friderici Amazonas 2 Amazonas * Amazonas ~ 2°1352.70"S  45°19'15.46"W -
L515 Leporinus cf. friderici Amazonas 2 Lago Sampaio ° Madeira 3°50°9.40”S  59°10°43”W  UFRO - | 1003
L742 Leporinus cf. friderici Xingu 13 de maio ® Xingu 8°43741°°S 55°1’38"W  MZUSP 097129
L491 Leporinus cf. friderici Madeira 1 Mequéns 7 Madeira ~ 12°51°28.18”S  62°10°4.41"W -
L516 Leporinus cf. friderici Madeira 1 Guaporé 8 Madeira ~ 12°51°16.17°S  62°54°5.83"W  UFRO - 12222
L073 Leporinus cf. friderici Madeira 1 Capivari ° Madeira 14°42°38.7°S ~ 60°14°56.9”"W | ISDEBE 6975
L081 Leporinus cf. friderici Madeira 2 Guaporé 1 Madeira ~ 15°12757.62°S  59°24’14.29”W  MZUSP 115358
L142 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 Araguaia 1* Tocantins ~ 14°45’36”S  51°52°26”W  GEPEMA 5477
L143 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 Araguaia 1! Tocantins ~ 14°4536”’S  51°52°26”'W -
L144 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 Araguaia ™ Tocantins ~ 14°45736”’S  51°52°26”W -
1388 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 Araguaia 12 Tocantins ~ 15°53’42.37”S  52°15°16.46"W  GEPEMA 6115
L.390 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 Araguaia *? Tocanting ~ 15°53742.37”S  52°15°16.46"W  GEPEMA 6117
391 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 Araguaia 12 Tocantins ~ 15°53’42.37”S  52°15°16.46"W  GEPEMA 6118
1392 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 Araguaia *? Tocanting ~ 15°53742.37”S  52°15°16.46"W  GEPEMA 6119



L393
L173
LO30
LO19
LO027
L029
L034
LO37
L040
LO44
L047
L049
L041
L1049
L1050
L1051
L1052
L739
L018
L271
L272
L273
L274
L275
L277
L278
L279
L280
L281
L367

Leporinus cf. friderici Tocantins 1
Leporinus cf. friderici Tocantins 2
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici alto Tapajds
Leporinus cf. friderici alto Tapajos
Leporinus cf. friderici alto Tapajds
Leporinus cf. friderici alto Tapajos
Leporinus cf. friderici alto Tapajds
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana

Araguaia 2
Araguaia®
Bandeirantes
Bandeirantes
Bandeirantes
Bandeirantes
Sepotuba *°
Sepotuba *®
Sepotuba *°
Sepotuba ©®
Sepotuba *°
Sepotuba ©®
Sepotuba *°
Arinos 16
Sangue '
Vermelho
Juruena *®
Renato %
Turvo %

Parana %
Parana %
Parana %
Parana %
Parana %
Parana %
Parana
Parana %
Parana
Parana %
Parana %

Tocantins
Tocantins
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Tapajos
Tapajos
Tapajos
Tapajos
Tapaj6s
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana

15°53°42.37S
15°53°42.37”S
14°48°55.3°°S
14°48°55.3”°S
14°48°55.3°°S
14°48°55.3”°S
14°36°32°8”’S
14°36°32°8”’S
14°36°32°8”°S
14°36°32°8”’S
14°36°32°8”°S
14°36°32°8”’S
14°36°32°8”°S
11°16°51.42”S
11°42°22.75”S
10°45°38.9”S
9°52°45.4”S
11°4°24.0°S
20°25°24.0”°’S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
23°21°38.81”S
21°08°30.37”S

52°15°16.46”W
52°9°44.40”"W
57°06°20.8°W
57°06°20.8W
57°06°20.8°W
57°06°20.8°W
57°44°04.6°W
57°44°04.6°W
57°44°04.6°W
57°44°04.6°W
57°44°04.6°W
57°44°04.6°W
57°44°04.6°W
57°33°39.38°W
58°3°00.11"W
58°21’34.6”W
58°14°06”W
55°14°35.0°W
49°15°16.6°W
53°45°12.30"W
53°45°12.30”W
53°45°12.30"W
53°45°12.30”W
53°45°12.30"W
53°45°12.30”°W
53°45°12.30"W
53°45°12.30”W
53°45°12.30"W
53°45°12.30"W
51°48°43.80”W

49

GEPEMA 6120
MZUSP 115359

MZUSP 113985

MZUSP 099126
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L374
L400
L403
L405
L428
L730
L823
L886
L887
LBPV44953
L678
L679
L680
L681
L682
L322
L323
L330
L331
L332
L333

L334
L335

Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus agassizii

Leporinus agassizii

Leporinus agassizii

Leporinus agassizii

Leporinus agassizii

Leporinus piau S&o Francisco
Leporinus piau Séo Francisco
Leporinus piau S&o Francisco
Leporinus piau Sao Francisco
Leporinus piau S&o Francisco
Leporinus piau Sao Francisco

Leporinus piau S&o Francisco
Leporinus piau S&o Francisco

Parana
Parana %
Parana 2
Parana %
Parana 2
Jacaré-Pepira %
Piracicaba ¢
Mogi-Guagu %
Mogi-Guagu %
Invinhema 2
Nanay 2°
Nanay 2
Nanay 2°
Nanay 2
Nanay 2°
Urucuia *°
Urucuia ¥
Urucuia ¥
Pandeiros !
Lagoa da Presa
Lagoa da Presa %

Lagoa da Presa
Lagoa da Presa

Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Séo Francisco
Sé&o Francisco
Séo Francisco
Sé&o Francisco
Séo Francisco
Sé&o Francisco

Sao Francisco
Sao Francisco

21°08°30.37”S
23°25°12”S
23°25°12”S
23°25°12”S
23°25°12”S

22°14°14.12°S  48°15°49.38°W

22°43°10.29”’S
21°55°38.6”S
21°55°38.6”S
21°S
3°49°55”S
3°49°55”S
3°49°55”S
3°49°55”S
3°49°55”S
16°09°57.87”S
16°09°57.87°S
16°09°57.87”S
15°40°18°°S
19°44°36”S
19°44°36”S
19°44°36”S
19°44°36”S

51°48°43.80”W
53°54°23”W
53°54°23”W
53°54°23”W
53°54°23”W

47°39°19”°W
47°21°58.4°W
47°21°58.4°W
54°W
73°21°44”W
73°21°44”W
73°21°44”W
73°21°44”W
73°21°44”W
45°40°21.75"W
45°40°21.75”W
45°40°21.75"W
44°38°12.3”°W
45°27°23"W
45°27°23”W
45°27°23"W
45°27°23"W

MUSM 47362
MUSM 47362
MUSM 47362
MUSM 47362
MUSM 47362

MCP44093
MCP44837
MCP44763
MCP44763

MCP44763
MCP44763
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CPUFMA, Colecéo de Peixes, Universidade Federal do Maranhéo

LISDEBE, Laboratorio de Ictiologia Sistematica, Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, Universidade Federal de Sao Carlos

GEPEMA, Grupo de Estudos em Peixes do Médio Araguaia, Campus Universitario do Médio Araguaia, Universidade Federal do Mato Grosso
M3-34, University of Oviedo

MCP, Museu de Ciéncias e Tecnologia, Pontificia Universidade Cat6lica de Minas Gerais



MZUSP, Museu de Zoologia, Universidade de S&o Paulo
MUSM, Museo de Historia Natural, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima
UFRO, Universidade Federal de Rondbnia

Tabela S1.2 Numero de acesso ao GenBank para todas as sequéncias nucleotidicas analisadas.

NUmeros de acesso ao GenBank

Amostras Espécies COl Citb Myh6 RAG1 RAG2
L226 Leporinus cf. friderici Mearim MF664226 MF664289 MF664304 MF664319 MF664334
L743 Leporinus cf. friderici Amazonas 1 MF664227 MF664290 MF664305 MF664320 MF664335
AECI018-10  Leporinus cf. friderici Amazonas 1 AECI018-101 - - - -
L258 Leporinus cf. friderici Amazonas 2 ~ MF664228 MF664291 MF664306 MF664321 MF664336
L742 Leporinus cf. friderici Xingu MF664229 MF664292 MF664307 MF664322 MF664337
L491 Leporinus cf. friderici Madeira 1 MF664230  MF664293 MF664308 MF664323 MF664338
L516 Leporinus cf. friderici Madeira 1 MF664231 MF664294 MF664309 MF664324 MF664339
L073 Leporinus cf. friderici Madeira 1 MF664232 - - - -
L081 Leporinus cf. friderici Madeira 2 MF664233 MF664295 MF664310 MF664325 MF664340
L515 Leporinus cf. friderici Madeira 2 MF664234 MF664296 MF664311 MF664326 MF664341
L142 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 MF664235 MF664297 MF664312 MF664327 MF664342
L143 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 MF664236 - - - -
L144 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 MF664237 - - - -
L388 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 MF664238 - - - -
L390 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 MF664239 - - - -
L391 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 MF664240 - - - -
L392 Leporinus cf. friderici Tocantins 1 MF664241 - - - -



L393
L173
L030
L034
LO37
LO40
L044
L047
L049
L041
L019
L027
L029
L1049
L1050
L1051
L1052
L739
L018
LBPV-44953
L271
L272
L273
L274
L275
L277
L278
L279
L280

Leporinus cf. friderici Tocantins 1
Leporinus cf. friderici Tocantins 2

Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai
Leporinus cf. friderici Paraguai

Leporinus cf. friderici alto Tapajos
Leporinus cf. friderici alto Tapajds
Leporinus cf. friderici alto Tapajds
Leporinus cf. friderici alto Tapajds
Leporinus cf. friderici alto Tapajds

Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana

MF664242
MF664243
MF664244
MF664245
MF664246
MF664247
MF664248
MF664249
MF664250
KF5689832
MF664251
MF664252
MF664253
MF664254
MF664255
MF664256
MF664257
MF664258
KF568982?2
JN988988?
MF664259
MF664260
MF664261
MF664262
MF664263
MF664264
MF664265
MF664266
MF664267

MF664298
KF569026 2

MF664299
KF569025 2

MF664313
KF569155 2

MF664314
KF569154 2

MF664328
KF569069 2

MF664329
KF569154 2

MF664343
KF569112 2

MF664344
KF569154 2
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L281
L367
L374
L400
L403
L405
L428
L730
L823
L886
L887
L678
L679
L680
L681
L682
L910
L376
L322
L323
L330
L331
L332
L333
L334
L335
L141
L496
L088

Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus cf. friderici Parana
Leporinus agassizii
Leporinus agassizii
Leporinus agassizii
Leporinus agassizii
Leporinus agassizii
Leporinus boehlkei

Leporinus piau Jaguaribe
Leporinus piau Sao Francisco
Leporinus piau Séo Francisco
Leporinus piau Séo Francisco
Leporinus piau Sao Francisco
Leporinus piau S&o Francisco
Leporinus piau S&o Francisco
Leporinus piau S&o Francisco
Leporinus piau S&o Francisco
Leporinus desmotes
Leporinus fasciatus
Leporinus lacustris Paraguai

MF664268
MF664269
MF664270
MF664271
MF664272
MF664273
MF664274
MF664275
MF664276
MF664277
MF664278
MF664279
MF664280
MF664281
MF664282
MF664283
MF664284
MF664285
KF568990?
MF664286
HM405143 2
HM405144 2
HM405145 2
HM405146 2
MF664287
MF664288
KF568979 2
KF568981 2
KF568985 2

MF664300

MF664301
MF664302
KF569033 2
MF664303

KF569022 2
KF569024 2
KF569028 2

MF664315

MF664316
MF664317
KF569162 2
MF664318

KF569151 2
KF569153 2
KF569157 2

MF664330

MF664331
MF664332
KF569076 2
MF664333

KF569065 2
KF569067 2
KF569071 2

MF664345

MF664346
MF664347
KF569119 2
MF664348

KF569108 2
KF569110 2
KF569114 2
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L213 Leporinus lacustris Parana
L021 Leporinus octomaculatus
L527 Leporinus cf. parae

L631 Leporinus cf. parae

L356 Leporinus taeniatus

L185 Leporinus venerei

L479 Hypomasticus pachycheilus

ANSP 189264 Leporinus friderici

KF568986 2
KF568988 2
KF568999 2
MF677847
KF568996 2
KF569001 2
KF568973 2

KX086747 2

KF569029 2
KF569031 2
KF569042 2
MF677848

KF569039 2
KF569044 2
KF569016 2
KX086812 2

KF569158 2
KF569160 2
KF569171 2
MF677849
KF569168 2
KF569173 2
KF569145 2

KX086872 2

KF569072 2
KF569074 2
KF569085 2
MF677850
KF569082 2
KF569087 2
KF569059 2

KX086958 2

KF569115 2
KF569117 2
KF569128 2
MF677851
KF569125 2
KF569130 2
KF569102 2
KX086985 2

Isequéncia proveniente do banco de dados BOLDSYTEMS
2sequéncia proveniente do banco do GenBank

COl, Citocromo Oxidase subunidade 1

Citb, Citocromo b

Myh6, cadeia pesada 6 da miosina, isoforma alfa do masculo cardiaco

RAGL, Gene Ativador da Recombinagéo 1
RAG2, Gene Ativador da Recombinagéo 2
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Tabela S1.3 Valores de distancia par a par entre e dentro (em negrito) das MOTUs do clado Leporinus cf. friderici sensu stricto usando o modelo K2p.

Valores estdo em porcentagem.

Leporinus Leporinus  Leporinus  Leporinus  Leporinus Leporinus  Leporinus cf.  Leporinus

agassizii  cf. friderici  cf. friderici  cf. friderici  cf. friderici piau friderici cf. friderici
Amazonas 1 Madeira 1 Parana Paraguai  S8o Francisco Alto Tapajés Tocantins 1
Leporinus agassizii 0,5
L. cf. fridericiAmazonas 1 15 0,2
L. cf. friderici Madeira 1 1,6 1,0 0,0
L. cf. friderici Parana 15 0,9 1,1 0,2
L. cf. friderici Paraguai 1,8 1,3 14 0,5 0,2
L. piau Sao Francisco 19 1,4 1,1 1,1 1,4 0,0
L. cf. friderici Alto Tapajos 2,4 1,7 2,1 2,0 2,4 2,1 0,1
L. cf. friderici Tocantins 1 2,0 1.4 1,1 1,1 1.4 0,4 2,2 0,4
Leporinus friderici (Suriname) 5,0 4,9 5,0 4.8 4,5 54 5,2 53




1.7.2 Figuras
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Figura S1.1 Arvore Bayesiana para o gene citocromo oxidase subunidade 1. Os valores nos nds

representam a probabilidade posterior.
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Figura S1.2 Arvore Bayesiana para o gene citocromo b. Os valores nos nds representam a

probabilidade posterior.
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Figura S1.3 Arvore Bayesiana para o gene da cadeia pesada 6 da miosina, isoforma alfa do

musculo cardiaco. Os valores nos nds representam a probabilidade posterior.
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Capitulo 2

Diversidade genética e estrutura populacional em

Leporinus cf. friderici Parana e Megaleporinus

obtusidens na bacia do alto rio Parana



ABSTRACT

The species Leporinus cf. friderici Parana and Megaleporinus obtusidens belong to the
family Anostomidae and are recognized as important resources for subsistence, artisanal
and recreational fishing. These are migratory fish show different Molecular Operational
Taxonomy Unit (MOTU) in the Upper Parana basin. The Upper Parana basin is highly
impacted by the presence of many hydroelectric dams, which represent a potential risk to
the maintenance of genetic variability and population viability since they can cause
interruptions in migratory routes and promote genetic structuring in populations of
occurrence in that area. In this study we aimed to evaluate the genetic diversity and
population structuring of L. cf. friderici Parand and M. obtusidens from the main sub-
basins of Upper Parana drainage and to inferred on changes in effective population size
and possible events that have contributed to the observed current scenario. Control region
(D-loop) sequences of mitochondrial DNA and microsatellite loci were analyzed.
Mitochondrial data indicated the historical existence of a single genetic population for
both species. Contrarily, the microsatellite results point to the existence of three genetic
clusters within each species, suggesting a more recent diversification. These clusters were
not related to the geographic area but are heterogeneously distributed throughout the
different sub-basins analyzed. The mitochondrial results revealed a high genetic diversity
for both species. The observed values of genetic diversity for the microsatellite loci,
however, are smaller than those found for other migratory species, also from the Upper
Parana river basin. With regard to demographic changes, both species have experienced
population expansion in the last fifty thousand years, probably related to climatic changes
during the Pleistocene. Bottleneck analyzes do not indicate a recent population reduction
in any of the species. The data generated in the present study is extremely important since
they characterize the population genetic structure of L. cf. friderici Parana and M.
obtusidens in the Upper Parana river basin and contribute with valuable information for
the development of future plans or management actions aimed at the conservation of these

species in the hydrographic systems where they occur.

Key words: Migratory fishes, D-loop, microsatellites, population genetics



RESUMO

As especies Leporinus cf. friderici Parana e Megaleporinus obtusidens, pertencentes a
familia Anostomidae, sdo reconhecidas por serem recursos importantes para a pesca de
subsisténcia, artesanal e esportiva. Estes sdo peixes migradores que possuem uma
Unidade Taxondmica Operacionai Moleculare diferenciada (MOTU) na bacia do alto rio
Parana. A bacia do alto rio Parana ¢é altamente impactada pela presenga de muitas usinas
hidrelétricas, as quais representam um risco potencial a manutencdo da variabilidade
genética e viabilidade populacional, uma vez que podem ocasionar interrupg¢des nas rotas
migratorias e promover estruturacdo nas populagdes que Ia ocorrem. Nesse trabalho nds
realizamos uma avaliacdo da diversidade genética e estrutura populacional de L. cf.
friderici Parana e M. obtusidens das principais sub-bacias do alto rio Parana e inferimos
sobre mudancas no tamanho efetivo populacional e possiveis eventos que contribuiram
para o atual cenério observado. Foram analisadas sequéncias da regido controle do DNA
mitocondrial (D-loop) e locos de microssatélites. Os dados mitocondriais indicaram a
existéncia historica de uma Unica populacdo genética em ambas as espécies. Por outro
lado, os dados de microssatélites apontam para a existéncia de trés clusters genéticos
dentro de cada espécie, sugerindo uma diversificacdo mais recente. Esses clusters nao
tiveram relacdo com a area geografica, estando os mesmos heterogeneamente distribuidos
ao longo das diferentes sub-bacias analisadas. Os resultados mitocondriais revelaram uma
elevada diversidade genética para ambas as espécies. Os valores de diversidade genética
observados para os locos de microssatélites, no entanto, sdo menores que aqueles
encontrados para outras espécies migradoras, também da bacia do alto rio Parana. Com
relacdo as mudancas demogréficas, as duas espécies passaram por expansdo populacional
nos ultimos cinquenta mil anos, provavelmente relacionada as alteragdes climaticas
ocorridas durante o Pleistoceno. As analises de bottleneck ndo indicam uma reducéao
populacional recente em nenhuma das espécies. Os dados levantados aqui sdo
extremamente importantes, uma vez que caracterizam a estrutura genético-populacional
de L. cf. friderici Paranad e M. obtusidens na bacia do alto rio Parana e contribuem com
informacdes valiosas para o desenvolvimento de futuros planos ou agdes de manejo que

visem a conservacao dessas espécies nos sistemas hidrograficos onde ocorrem.

Palavras chaves: Peixes migradores, D-loop, microssatélites, genética populacional
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2.1 Introducao
2.1.1 Bacia do alto rio Parana

A bacia do rio Parang, localizada na regido centro-sul da América do Sul, é
considerada a segunda maior bacia dessa regido, drenando uma area de quatro milhdes de
metros quadrados que abrange cinco paises: Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e
Bolivia (AGOSTINHO; VAZZOLER; THOMAZ, 1995; SIVASUNDAR;
BERMINGHAM; ORTI, 2001). Dentro da bacia do rio Parand, separada originalmente
pela antiga cachoeira de Sete Quedas ou Salto Guaira, que desde 1982 foi submersa pela
Usina Hidrelétrica (UHE) de Itaipu (JULIO JUNIOR et al., 2009), est4 localizada a bacia
do alto rio Parana (Figura 2.1). Essa bacia representa um terco da bacia do rio Parand,
apresentando 750Km de extensdo desde Itaipu até a confluéncia dos rios Grande e
Paranaiba (DA SILVA et al., 2015).

Bacia do Alto Parana

Brasil

rio Claro
rio Verdinho rio Paranaiﬁ

rio Grande

rio Parana

rio Tieté

o 100 200 300 km

Proje¢ao: SIRGAS 2000
UTM 228 34
Org.: SILVA-SANTOS, R. (2018)

ufezm, /

Figura 2.1 Localizacdo da bacia do alto rio Parana dentro do contexto brasileiro. No detalhe, as
sub bacias dos rios Paranaiba, Verdinho, Claro, Grande, Pardo, Mogi Guagu, Turvo, Tieté, Parana
e Paranapanema. As barras pretas representam algumas das principais Usinas Hidrelétricas
(UHEs) implementadas na bacia do alto rio Paran4, regido de coleta do presente trabalho. 1-
UHE Jaguara, 2- UHE Igarapava, 3- UHE Volta Grande, 4- UHE Porto Colémbia, 5- UHE
Euclides da Cunha, 6- UHE Armando Salles (Limoeiro), 7- Pequena Central Hidrelétrica (PCH)
Mogi Guacu, 8- UHE Marimbondo, 9- UHE Agua Vermelha, 10- UHE Edgard Souza, 11- UHE
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Pirapora do Bom Jesus, 12- UHE Barra Bonita, 13- UHE Alvaro de Souza Lima (Bariri), 14-
UHE Ibitinga, 15- UHE Maério Lopes Barreto (Promissdo), 16- UHE Nova Avanhandava, 17-
UHE Pereira Barreto (Trés irmdos), 18- UHE de Séo Siméo, 19- UHE Foz do rio Claro, 20- UHE
Salto do rio Verde, 21- UHE llha Solteira, 22- UHE Jupia, 23- UHE Jurumirim, 24- UHE Piraju,
25- UHE Chavantes, 26- UHE Ourinhos, 27- UHE de Salto Grande, 28- UHE Canoas |1, 29- UHE
Canoas I, 30- UHE Capivara, 31- UHE Taquaracu, 32- UHE Rosana, 33- UHE Porto Primavera,
34- UHE de Itaipu.

A bacia do alto rio Parana é umas das principais fontes de energia hidrelétrica do
Brasil (AGOSTINHO et al., 2002), possuindo ao longo de sua extensdo aproximadamente
145 UHEs de grande porte (AGOSTINHO; PELICICE; GOMES, 2008). A primeira usina
foi construida em 1901 e estd localizada no rio Tieté (AGOSTINHO et al., 2003).
Segundo Agostinho et al., (2003), 80% dessas UHEs foram construidas a partir de 1960
(AGOSTINHO; VAZZOLER; THOMAZ, 1995).

Além da importancia econémica, relacionada aos aspectos de geracdo de energia
hidrelétrica, a bacia do alto rio Parana também se destaca pelo elevado endemismo de sua
ictiofauna e aspectos biogeogréficos interessantes. Essa regido € conhecida por
apresentar caracteristicas ecoldgicas, histéria evolutiva e composicdo de espécies
distintas do restante da bacia (RINGUELET, 1975; ABELL, 2008). Segundo Langeani et
al. (2007), o alto rio Parana inclui pelo menos 310 espécies, distribuidas em 38 familias
e 10 ordens diferentes. Dentre essas espécies, dezenove sdo migradoras de longa
distancia, incluindo Leporinus cf. friderici Parand (MOTU de L. cf. friderici pertencente
a bacia do alto rio Parand) e Megaleporinus obtusidens, e apresentam importancia
ecologica e comercial consideravel (AGOSTINHO et al., 2003).

2.1.2 Espécies

Os géneros Leporinus AGASSIZ, 1829 e Megaleporinus (RAMIREZ;
BIRINDELLI; GALETTI, 2017) compreendem espécies da familia Anostomidae, as
quais estdo amplamente distribuidas nos rios da América do Sul, apesar de nao existirem
registros para as drenagens transandinas do Pacifico (GARAVELLO; BRITSKI, 2003).
Os peixes dessa familia também apresentam uma ampla varia¢do de tamanho, que varia

de pequeno (10cm) a grande porte (80cm). Espécies de maior porte, como as pertencentes
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aos géneros Leporinus, Megaleporinus e Schizodon, apresentam grande importancia para
a pesca esportiva, artesanal e de subsisténcia, além de possuirem relevante potencial para
a pisciculture (GODOY, 1975; GARAVELLO; BRITSKI, 2003; BRITTO; SIROL;
VIANNA, 2003).

Leporinus friderici BLOCK, 1794, também conhecida como piava ou piau trés
pintas, possui uma coloracdo prata, com trés manchas escuras nos flancos, nadadeiras
ligeiramente douradas e nadadeira caudal escura. Essa espécie pode alcancar 40 cm de
comprimento e 2 kg de peso (Figura 2.2A) e sendo comumente encontrada nos rios do
Suriname, da Guiana Francesa e do Brasil, onde ocorre nas bacias, Amazonica, do
Nordeste e do Parana (BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2007; GRACA; PAVANELLI,
2007). Alguns trabalhos, no entanto, tém questionado essa ampla distribuicdo, apontando
para a existéncia de diferencas morfoldgicas e/ou moleculares significativas dentro desse
grupo (GERY; MAHNERT; DLOUHY, 1987; RENNO, BERREBI, BOUJARD, 1990;
RENNO et al., 1991; GARAVELLO, REIS, 1992; SIDLAUSKAS; VARI, 2012), as
quais sugerem a existéncia de diversidade oculta. O recente trabalho realizado por Silva-
Santos et al. (2018) evidenciou a existéncia de oito Unidades Taxonémicas Operacionais
Moleculares (MOTUSs) de Leporinus cf. friderici, ndo coespecificas a L. friderici. Nesse
estudo, a MOTU pertencente a bacia do alto rio Parana foi denominada L. cf. friderici

Parana.

A espécie Megaleporinus obtusidens (Valenciennes, 1837), popularmente
conhecida como piapara ou piau verdadeiro (BRITSKI; BIRINDELLI; GARAVELLO,
2012), possui um corpo escuro no dorso e claro no ventre, além de apresentar lateralmente
manchas e faixas escuras pouco evidentes (Figura 2.2B) e nadadeiras amareladas
(BRITTO; SIROL; VIANNA, 2003). Seu tamanho varia de acordo com o habitat e ja
foram relatados individuos com 40 a 80 cm de comprimento e média de peso corporeo de
3 kg, norio Parana (TAITSON; CHAMI; GODINHO, 2008). A distribuicdo dessa espécie
é registrada para os rios da bacia do Prata (Parand, Paraguai e Uruguai) e Sdo Francisco
(BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2007). Entretanto, assim como para L. cf. friderici, a
ampla distribuicdo de M. obtusidens tem sido questionada em estudos genético-
moleculares. Um trabalho recentemente publicado avaliou a existéncia de MOTUs para
espécies do género Megaleporinus, e identificou trés distintas MOTUs dentro de M.
obtusidens: M. obtusidens bacia do alto rio Parana, M. cf. obtusidens S&o Francisco e M.
cf. obtusidens Paraguai (RAMIREZ et al., 2017).
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Figura 2.2 A) Individuo de Leporinus cf. friderici Parana coletado no rio Mogi Guagu (A).
Escala: 10cm. B) Individuo de Megaleporinus obtusidens coletado na calha principal do rio
Parana (alto rio parand). Escala: 14cm.

Assim como as demais espécies da familia Anostomidae, L. cf. friderici Parana e
M. obtusidens possuem uma alta plasticidade alimentar. Se alimentam prioritariamente
de vegetais superiores (raizes, sementes e frutos) além de insetos, moluscos, restos de
peixes e demais detritus (AGOSTINHO et al., 2003; TAITSON; CHAMI; GODINHO,
2008). Essa plasticidade alimentar posiciona tais espéecies nos elos intermediarios da
cadeia trofica, atribuindo a importante funcdo de manutencdo do equilibrio do ciclo
biolégico dos ambientes em que ocorrem (ARAYA; AGOSTINHO; BECHARA, 2005).
Além disso, devido ao seu comportamento alimentar generalista, essas espécies possuem
a capacidade de colonizar diferentes habitats. Entretanto, segundo Orsi (2005), a estreita
relacdo entre seu alimento e as regides marginais dos ambientes aquaticos, as quais vém
sendo drasticamente reduzidas, pode por em risco a viabilidade e manutencdo dessas

espécies nestas regides.

Leporinus cf. friderici Parana e M. obtusidens sdo espécies que necessitam realizar
migracdes para completar seu ciclo de vida. Elas dependem diretamente de uma migragao
ascendente para desenvolver suas gonadas e desovarem (AGOSTINHO et al., 2003). Para

além da reproducéo, a migracdo também pode se dar por motivos diversos relacionados
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a alimentacdo, fuga de condicGes ambientais adversas e temperatura, por exemplo
(AGOSTINHO et al., 2003). Espécies migratorias apresentam papel relevante para o
equilibrio e funcionamento dos ecossistemas, uma vez que promovem o transporte de
matéria e energia, modificando a composicdo da rede trofica e de atributos fisicos e
quimicos da agua (FLECKER et al., 2010).

Em geral, as migracGes reprodutivas de L. cf. friderici Parana e M. obtusidens tém
inicio no més de setembro e duram até os meses de janeiro e fevereiro (AGOSTINHO et
al., 2003), periodo mais chuvoso do ano em algumas regifes. Essas espécies, realizam a
migracao ascendente reprodutiva, caracterizada pela subida até as regides mais altas dos
rios e tributérios, com a finalidade de desova total (sem cuidado parental). Por outro lado,
uma migracdo descendente trofica € realizada, caracterizada pela descida até o canal
principal para fins de alimentacdo (GODOQY, 1975). Devido a existéncia de inimeros
barramentos ao longo do canal principal do rio Parana e de seus principais tributérios, os
movimentos migratorios dessas espécies, na bacia do alto rio Parand, parecem estar mais
restritos. Um estudo realizado por Martins et al. (2003) relatou que, segundo pescadores
locais, esta havendo uma diminuicdo na quantidade de peixes da espécie M. obtusidens
capturados nessa bacia. Os autores relacionam esta diminuigéo dos estoques pesqueiros
com as alteragfes ambientais provocadas pela instalacdo desses barramentos.

2.1.3 Impactos dos barramentos

A ocorréncia de barramentos nos ambientes aquaticos, produz diversos impactos
ecoldgicos e de natureza bioldgica, amplamente discutidos na literatura e citados como
o0s grandes responsaveis pelo desaparecimento de espécies de peixes migradores na bacia
do alto rio Parand (AGOSTINHO et al., 2002, 2007; HOEINGHAUS et al., 2009). A
construcdo de barragens e a formacdo de reservatorios levam a mudangas em
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do rio, modificando a intensidade, duracao e
época das cheias, reduzindo os nutrientes disponiveis e as areas temporariamente
alagaveis (ASHIKAGA, 2008). Além de alterar o fluxo de agua e de sedimentos,
ambientes lo6ticos (agua corrente) passam a ser lIénticos (agua parada). Outras
consequéncias sdo a reducdo da vegetacdo ciliar, importante fonte de alimento e abrigo

para formas jovens de peixes; e o desaparecimento das lagoas marginais, fundamentais
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para a eclosdo de ovos e para a fase juvenil de muitas espécies (AGOSTINHO et al.,
2007; AGOSTINHO; ASHIKAGA, 2008; PELICICE; GOMES, 2008;).

No que diz respeito aos impactos ocasionados as espécies migradoras, a presenca
de barragens interrompe rotas migratorias e elimina obstaculos naturais importantes para
essas espécies (AGOSTINHO; GOMES, 2005). O bloqueio de rotas migratérias e o
isolamento de populacGes de peixes nativos reduz tamanho populacional e pode levar a
uma perda da variabilidade genética devido a depressdo endogamica (PAIVA;
KALAPOTHAKIS, 2008) e a acdo da deriva genética (ALLENDORF; LUIKART,
2007).

No Brasil, algumas medidas tém sido propostas como formas de minimizar a
interferéncia das barragens na reproducéo dos peixes e amenizar a ameaca de extingéo
que muitas espécies migradoras tém sofrido (AGOSTINHO; GOMES, 2005). No estado
de Sdo Paulo, as Leis n° 2250/1927 e n° 9.798/1997 tratam da obrigatoriedade da
construcdo de escadas para peixes em barragens edificadas em seus cursos de agua.
Escadas de peixes sdo as medidas mitigatérias mais utilizadas no alto rio Parana
(AGOSTINHO et al., 2003), local onde também foi construida a primeira escada de peixe
do Brasil (no rio Pardo em 1911). Entretanto, diversos estudos questionam a eficiéncia e
a seletividade desses mecanismos, pois algumas espécies ndo os utilizam. Além disso, tal
estratégia tem sido considerada como uma armadilha ecoldgica em algumas hidrelétricas,
pois, apesar dos reprodutores conseguirem subir a montante para realizarem a desova, a
prole ndo consegue fazer o movimento contrario, ocasionando uma reducdo de estoques
de peixes a jusante (AGOSTINHO; PELICICE; GOMES, 2008). Para Rodriguez et al.
(2006) esses mecanismos, para serem eficientes, precisam ser reconhecidos prontamente
pelos peixes e possuir caracteristicas apropriadas, como a velocidade da &gua,
turbuléncia, temperatura, turbidez, ao longo de sua extenséo que permitam a ascensdo dos

animais.

Outra medida, impulsionada pelo Decreto-Lei n° 221/1967, portaria n° 46/1971
da antiga SUDEPE (Superintendéncia para o Desenvolvimento da Pesca) e pela Lei SP
Lei n° 11.165/2002, que visa mitigar os impactos provocados pelas usinas hidrelétricas,
foi a implantagéo de estagOes de piscicultura e de programas de repovoamento por parte
dos empreendimentos (ALZUGUIR, 1994; MATSUMOTO et al., 2009). Também

conhecido por estocagem, o repovoamento constitui-se na soltura deliberada de peixes
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provenientes de outros sistemas naturais ou de cultivo, em um determinado corpo d’agua
(AGOSTINHO; GOMES; PELICICE, 2007).

Quando o repovoamento € feito com a finalidade de suplementacédo, visa-se
aumentar a populagdo e a variabilidade genética de uma determinada espécie
(AGOSTINHO; GOMES; PELICICE, 2007). Entretanto, para que essa acdo seja efetiva
€ necessario entender o comportamento das espécies, conhecer a estrutura e a diversidade
genética das populacdes que se pretende repovoar e as informacdes demogréaficas, para
que os individuos manejados sofram o menor impacto possivel (OLIVEIRA, 2012;
RAMOS et al., 2012; FERREIRA et al., 2017).

Quando o repovoamento é realizado de maneira ndo controlada existe a
possibilidade de reducdo da variabilidade genética das populacbes que se pretende
remanejar, por conta da baixa variabilidade dos alevinos (AGOSTINHO et al., 2003;
TANIGUCHI, 2003). Além de provocar uma homogeneizacdo de populacdes
previamente diferenciadas, que possuem histérias de isolamento (STEPIEN, 2007) e uma
perturbacdo na adaptacdo local (MEHNER, 2009), pois os alevinos destinados a
reintroducéo ndo refletem o méximo possivel da composicéo genética da espécie no local
manejado (FONSECA, 2017).

Tanto L. cf. friderici quanto M. obtusidens tém sido utilizadas em programas de
manejo pesqueiro que promovem a soltura de individuos provenientes de estacdes de
pisciculturas (BRITTO; SIROL; VIANNA, 2003). Entretanto, analises moleculares que
avaliam a estrutura genética das populacGes restringem-se a um estudo realizado por
Martins et al. (2003) em Leporinus friderici usando dados de DNA mitocondrial e outro
em M. obtusidens somente na sub-bacia do rio Paranapanema (RAMOS et al., 2012).
Desta forma, estudos que considerem uma ampla amostragem na bacia do alto rio Paran4,
afim de se obter dados que possibilitariam uma selecéo cuidadosa de estoques silvestres,
com base em critérios genéticos, sdo recomendados. Isso garantiria um maior potencial
de sucesso dos programas de recuperacdo e manutencao dessas espécies em seu ambiente

natural.
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2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo geral

No tocante aos estudos populacionais em peixes, 0s marcadores moleculares mais
amplamente utilizados tém sido o DNA mitocondrial (regido D-loop) e os microssatélites
(AGNESE et al., 1997; AVISE, 1994). Altos niveis de polimorfismo e reprodutibilidade
elevada sdo caracteristicas que fazem desses marcadores uma excelente escolha para se
reconstruir historias populacionais mais detalhadas (OLIVEIRA et al., 2006; POWELL;
MACHRAY; PROVEN, 1996). Por meio deles é possivel identificar populacbes
geneticamente diferenciadas, quantificar a variacdo genética existente entre e dentro das
mesmas e identificar aspectos demograficos e de tamanho efetivo populacional. O
conhecimento dessas informagfes sdo cruciais para se definir populacbes e areas

prioritarias em programas de manejo e conservacao.

Com base no exposto acima, o objetivo geral é apresentar uma avaliacdo da
variabilidade genética, da estrutura populacional e dos aspectos demograficos histéricos
das espécies migradoras Leporinus cf. friderici Parana e Megaleporinus obtusidens na

bacia do alto rio Parana.
2.2.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral de trabalho, alguns objetivos especificos foram
estabelecidos. Considerando a ferramenta molecular a ser utilizada e sua aplicagdo. Desta
forma, analisamos sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop) e de
microssatélites, para acessar informacGes historicas e recentes, respectivamente, com

base no estabelecimento dos seguintes objetivos especificos:

a. Estimar a diversidade genética historica e recente de Leporinus cf. friderici
Parana e Megaleporinus obtusidens dentro de diferentes sub-bacias na bacia do alto rio

Parana;

b. Investigar a estruturacdo populacional histérica e recente dentro da bacia do
alto rio Parana para as espécies Leporinus cf. friderici Parana e Megaleporinus

obtusidens;

c. Investigar a ocorréncia de eventos demogréaficos historicos e recentes nas

espécies Leporinus cf. friderici Parana e Megaleporinus obtusidens.
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2.3 Material e Métodos

2.3.1 Declaracdes éticas

As amostras bioldgicas foram obtidas sob as permissées CMBIO/MMA N° 51607
e CEUA n° 3893250615, seguindo todas as recomendacdes legais e em acordancia com
0s protocolos aprovados pelo SISBIO-ICMBIo (Sistema de Autorizacédo e Informacéo da
Biodiversidade, Instituto Chico Mendes para Biodiversidade e Conservacdo, Ministério
do Meio Ambiente, Brasil e pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA,

Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil).

2.3.2 Amostragem dos dados bioldgicos

Foram coletados 120 individuos adultos de Leporinus cf. friderici Parana e 121
individuos de Megaleporinus obtusidens provenientes de diferentes pontos nos principais
afluentes do alto rio Parand, amostrados em diferentes épocas do ano. Os detalhes sobre
0s pontos de coleta para cada uma das espécies estudadas sdo fornecidos nas figuras 2.3

e 2.4, respectivamente.
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Figura 2.3 Mapa da bacia do alto rio Parana indicando os pontos de coleta das amostras de
Leporinus cf. friderici Parana. Os quadrados verdes representam os locais de coletas com suas

respectivas numeracdes, as quais indicam os rios amostrados: Mogi Guagu (1-4), Grande (5),
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Turvo (6), Claro/ Paranaiba (7), Verde/Paranaiba (8), Tieté (9-10), Piracicaba/Tieté (11), Parana

(12-14). Para maiores informacdes ver Tabela 2.1.

De individuo foi retirada uma pequena fracdo de tecido da nadadeira, que em
seguida foi preservada em etanol 96%. Os tecidos foram depositados no Banco de Tecidos
mantido pelo Laboratério de Biologia Molecular e Conservacdo (LabBMC), do
Departamento de Genética e Evolucdo da Universidade Federal de S&o Carlos, S&o
Carlos, S&o Paulo. As amostras foram obtidas utilizando-se equipamentos da pesca
artesanal como tarrafa, anzol e rede, e em colaboracdo com pescadores locais. Apos a
coleta das nadadeiras, os peixes foram liberados no rio. As informacdes referentes aos
rios amostrados, ao nimero de amostras por ponto de coleta e a data de coleta para as
duas espécies sdo apresentadas nas tabelas 2.1 e 2.2, respectivamente.
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| == Usinas rio Tieté

ke .

Projecdo: SIRGAS 2000
UTM 228

Figura 2.4 Bacia do alto rio Parana indicando os sitios de coleta das amostras de Megaleporinus
obtusidens. Os quadrados azuis representam o0s pontos de coletas com suas respectivas
numerag0es, as quais indicam os rios amostrados: Mogi Guagu (1-4), Turvo (5-6), Tieté (7-8),

Paranapanema (9), Parana (10-11). Para maiores informac@es ver Tabela 2.2.
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Tabela 2.1 Amostragem de Leporinus cf. friderici Parana. Os dados fornecidos séo referentes aos rios amostrados, latitude, longitude, més/ano da coleta,

namero de individuos utilizados para as analises com dados de DNA mitocondrial, D-loop (Nmi)), nimero de individuos utilizados nas analises com 0s

dados de microssatélites (Nmic), nimero total de individuos coletados, por ponto amostral (N) e 0 nimero referente ao ponto amostral da Figura 2.3.

Amostragem de Leporinus cf. friderici Parana

NUmero referente ao ponto

Rio Latitude Longitude més/ano Nmit  Nmic N amostral da Figura 2.3
Mogi Guacu 21°53'12"S 47°46'58"W abr/97 2 4 1
Mogi Guagu 21°55'1,64"S 47°20'33,76"W fev/16 7 11 11 2
Mogi Guagu 21°55'38,6"S 47°21'58,4"W mar/14 3 3 3 3
Mogi Guagu 21°56'22,44"S 47°19'21,60"W nov/97 a abr/98 3 3 3 4
Grande 20°13'6,59"S 49°16'16,59"W mar/15 13 13 13 5
Turvo 20°48'39,67"S 49° 4'39,68"W nov/2014 a abr/2015 20 20 20 6
Claro/Paranaiba 19°7'2,08"S 50°38'33,87"W dez/16 6 9 9 7
Verde/Paranaiba 19° 8'26,96"S 50°45'4,19"W dez/16 5 10 10 8
Tieté 21° 6'14,24"S 50°16'15,84"W out/15 7 7 7 9
Tieté 21°51'20,14"S 48°56'56,24"W out/15 a fev/16 3 5 5 10
Piracicaba/Tieté 22°43'10,29"S 47°39'19"W fev/14 3 3 3 11
Parana 23°25'12"S 530°54'23"W set/12 9 17 17 12
Parana 23021'38,81"S 53°45'12,30"W set/12 9 11 11 13
Parana 2100830’37" 51048'43,80"W set/12 3 4 4 14

Total

©
w

120 120
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Tabela 2.2 Amostragem de Megaleporinus obtusidens. Os dados fornecidos séo referentes aos rios amostrados, latitude, longitude, més/ano da coleta,
namero de individuos utilizados para as analises com dados de DNA mitocondrial, D-loop (Nmi)), nimero de individuos utilizados nas analises com 0s

dados de microssatélites (Nmic), nimero total de individuos coletados, por ponto amostral (N) e o nimero referente ao ponto amostral mapa da Figura 2.4.

Amostragem de Megaleporinus

obtusidens
_ _ _ N Niic NUmero referen'_[e ao ponto

Rio Latitude Longitude Data N amostral da Figura 2.4
Mogi Guacu 22°22'46,76"S 46°54'2,78"W fev/16 5 22 22 1

Mogi Guagu 21°55'1,64"S 47°20'33,76"W nov/97 a fev/98 5 7 7 2

Mogi Guagu 21°55'1,64"S 47°20'33,76"W jul/o8 4 3
Pardo/Mogi Guagu ~ 21°37'13,07"S 47°0'29,99"W nov/15 0 4

Turvo 2002524,0"S 49°15'16,6"W fev/11 6 5

Turvo 20°48'39,67"S 49°4'39,68"W nov/14 a mar/15 21 6

Tieté 21°6'14,24"S 50°16'15,84"W out/15 5 7

Tieté 22°35'36,46"S 48°22'28,75"W out/15 10 8
Paranapanema 22°54'1,25"S 49°59'49,35"W jul/98 5 9

Parana 23°21'38,81"S 53°54'23"W set/12 2 10

Parana 23025'12"S 53°54'23"W jan/13 10 11

Total 73
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2.3.3 Extracdo de DNA e amplificacdo dos marcadores moleculares (D-loop e

microssatélites)

O DNA total foi extraido seguindo o protocolo proposto por Aljanabi & Martinez,
(1997). O protocolo completo esta apresentado no material suplementar Protocolo S2.1.
A integridade do DNA foi verificada em gel de agarose com concentracdo 1% e
visualizado sob luz ultravioleta. A concentracdo do DNA foi medida em biofotdmetro

(BioPhotometer Eppendorf).

A amplificacdo da regido D-loop foi realizada sob as seguintes condigGes de
reacdo: Tampéo 1x, 2,0mM de MgCl., 0,25mM de dNTPs, 0,4mM de cada primer, 1U
de Tag DNA polimerase Platinum™ (Invitrogen), em um volume final de 12,5ul. O ciclo
de amplificacéo consistiu de 94°C durante 4 minutos, 35 ciclos de 92°C por 45 s, 52°C
por 45 s, 72°C por 45 s e temperatura de extensdo final de 72°C por 7 minutos. Foram
utilizados os primers FishDloopF 5’-ATAAAGCATCGGTCTTGTAA-3* e
FishDloopR5’- GTAAAGTCAGGACCATGCCT-3’(PIRES et al., 2017). Os produtos de
PCR foram purificados segundo o protocolo proposto por Kusukawa et al. (1990),
descrito no material suplementar Protocolo S2.2. O sequenciamento foi feito em
sequenciador ABI3730XL (Applied Biosystems).

Para os marcadores de microssatélites, nos utilizamos doze primers cujas
informacdes mais detalhadas sdo mostradas no material suplementar (Tabelas S2.1 e
S2.2). Os primers Lobt 01, Lobt 06, Lobt 08, Lobt 09 (OLIVEIRA; LIMA; COIMBRA,
2015), Lolar 5, Lolar 8 e Lolar 15 (VILLANOVA et al., 2015) foram desenvolvidos para
a espécie Megaleporinus obtusidens e os primers Lmac 02, Lmac 05, Lmac 06, Lmac 07
e Lmac 08 (MORELLI et al., 2007) foram desenvolvidos para a espécie M.
macrocephalus. Todos os primers utilizados tiveram a adi¢do de uma cauda M13, em
uma das extremidades 5 (forward ou reverse), seguindo o protocolo desenvolvido por
Schuelke (2000). Os primers que foram desenvolvidos para outras espécies que nao as
desse estudo, tiveram suas regides de interesse sequenciadas a fim de se confirmar os

motifs de microssatélites e validar a transferibilidade dos mesmos.

As reacdes de amplificacdo dos locos de microssatélites foram realizadas para um
volume final de 10ul, utilizando 1ul de DNA com 50ng de concentragdo, Tampao KCl
1x do Kit da GoTag® G2 (Promega). A concentragdo de MgCl. foi de 1,5mM, 0,25mM

de dNTPs, 1ul de cada primer (o primer com a cauda M13 em uma concentragdo de
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2pmol e o primer sem a cauda M13 em uma concentracao de 8pmol). Foram adicionados
também 1 pl do iniciador M 13 a 8pmol de concentragdo (FAM, NED, PET, VIC ou HEX)
e 0,5U de GoTag® G2 DNA Polimerase (Promega). Nas reagdes com os primers Lolar
15 e Lobt 09 utilizou-se 2,5mM de MgCl.. Os ciclos de amplificacdo seguiram diferentes
condicdes. Para os primers Lobt a reacdo foi de 4 minutos a 94°C, seguidos por 30 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 30 segundos na temperatura de anelamento, 1 minuto a 72°C.
Para os primers Lmac foram usou-se 2 minutos a 94°C seguidos por 30 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos na temperatura de anelamento, 30 segundos a 72°C. Para
os primers Lolar foram usados 4 minutos a 95°C seguidos por 30 ciclos de 45 segundos
a 94°C, 50 segundos na temperatura de anelamento (Tabela S2.2), 50 segundos a 70°C.
Para todos os ciclos foi adicionado o ciclo da cauda M13, sendo esse composto por 10
ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 53°C e uma etapa final de 10 minutos a
72°C. As genotipagens foram realizadas em distintos sequenciadores, ABI 3730xI DNA
Analyzer (Applied Biosystems) e ABI 3130xI DNA Analyzer (Applied Biosystems). Os
alelos foram definidos e padronizados com ET-ROX genescan 550-R como marcador de

peso molecular, no programa Geneious v 6.1.8 (KEARSE et al., 2012).

2.3.4 Andlises com o marcador D-loop
2.3.4.1 Estrutura populacional

As sequéncias foram editadas e alinhadas no programa Geneious (KEARSE et al.,
2012) utilizando a ferramenta ClustalWW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994)
assumindo as penalidades de 15 e 6,66 para abertura e extensdo de gaps, respectivamente.

A verificacdo de estruturacdo populacional foi investigada utilizando-se
diferentes abordagens, incluindo a analise de inferéncia bayesiana de delimitacdo de
grupos realizada no software BAPS (CORANDER et al., 2008). Essa analise utiliza as
frequéncias nucleotidicas das sequéncias de DNA e o0 nimero de grupos geneticamente
divergentes em uma populacdo para inferir uma probabilidade posterior do numero de
clusters (K) dentro de uma amostragem. A opcao utilizada foi a de Clustering of groups
of individuals, na qual s&o fornecidos os dados de origem das amostras (rio amostrado)
como informacéo a priori. Para a espécie L. cf. friderici Parana nds testamos valores de
K =1 a7 e paraa espécie M. obtusidens o K testado variou de 1 a 5. Esses valores foram

baseados no nimero de rios amostrados. Todos os valores de K foram replicados dez
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vezes e 0s melhores valores foram escolhidos a partir do maior valor de log likelihood -

log(ml) e maior valor probabilidade posterior.

Nos calculamos também os valores de Fs par a par para cada par de sub-bacia
amostrada. Essa analise foi conduzida no programa Arlequin 3.5.2.2 (EXCOFFIER,;
LISCHER, 2010) que utiliza a estatistica F de Wright, com 10.000 permutagdes.

A relacdo entre os haplotipos obtidos também foi investigada a partir da
construcdo de uma rede no programa PopArt (LEIGH; BRYANT, 2015) com base no
método de Median-Joining (BANDELT et al., 1999).

2.3.4.2 Diversidade genética

Dados referentes aos indices de diversidade haplotipica (Hd, NEI, 1987),
diversidade nucleotidica (m, NEI; TAJIMA, 1981), nimero médio de diferencas
nucleotidicas por sitio entre duas sequéncias (K); numero de haplétipos (h) e o nUmero
de sitio polimorficos (S) para cada sub-bacia amostrada foram estimados no programa
DNA Sequence Polymorphism- DNAsp v 6.10.04 (ROZAS et al., 2017).

2.3.4.3 Anélises demogréficas

NOs realizamos testes de neutralidade seletiva, D (TAJIMA, 1989) e Fs de Fu (FU,
1997), para as sequéncias da regido D-loop. O teste D compara 0 nimero de sitios
polimérficos com a média da distribuicdo dos pares de diferencas entre as sequéncias. A
diferenca D entre essas estimativas pode detectar desvios da neutralidade, sendo que
valores negativos sugerem selecdo positiva, negativa ou expansdo populacional. O teste
Fs de Fu, compara o numero de alelos observados com o numero de alelos esperados em
uma amostra aleatdria, permitindo identificar alelos raros. Valores de Fs de Fu tendem a
ser negativos mediante um excesso de mutacfes recentes, indicando expansdo
populacional. Essas analises foram realizadas no software Arlequin v.3.5.2.2
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

A histéria demografica das espécies foi estimada também a partir de uma analise
de Mismatch Distribution — MD (ROGERS; HARPENDING, 1992). Essa analise avalia

como as mudangas no tamanho populacional afetam o numero médio de diferencas entre
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o0s pares de sequéncias de DNA dos individuos, comparando a distribuicdo das diferencas
nucleotidicas observadas em relacdo as esperadas entre os haplétipos (ROGERS;
HARPENDING, 1992). A anélise MD leva em consideracdo o modelo de sitios infinitos,
no qual cada mutacdo ao longo do tempo evolutivo, entre dois individuos, aumenta o
numero de diferencgas entre eles e leva em consideracao trés parametros: 00, 01 (0 antes e
depois do crescimento populacional) e, T, tempo desde a expansdo ou retragdo, eXpresso
em unidade mutacional (ROGERS; HARPENDING, 1992). Sdo possiveis dois tipos de
resultados: um grafico com padrdo multimodal ou unimodal. O padrdo multimodal
representa uma populacdo em um equilibrio demografico. Enquanto que o grafico com
padrdo unimodal, resultado da acumulagdo de mutagdes com perda minima de linhagens
(CASSONE; BOULDING, 2006), representa uma populacdo que sofreu expansao
populacional ou sofreu uma expanséo do range com niveis altos de migracéo entre grupos
com pools génicos diferentes (ROGERS; HARPENDING, 1992). Essa analise foi
realizada no programa DNAsp v 6.10.04. A concordancia e a significancia entre os
resultados esperados e observados sob 0 modelo de expanséo repentina foram testados
por meio da Sum of Squared Differences-SSD e do indice de Raggedness (r)
(HARPENDING, 1994) no programa Arlequin v 3.5.2.2. Valores significativos para
esses dois indices rejeitam a hipotese de expansdo populacional.

Além das andlises citadas acima, nos também inferimos sobre a historia
demogréfica das populacgdes de L. cf. friderici Parana e M. obtusidens por meio da analise
de Bayesian Skyline Plot - BSP (DRUMMOND et al., 2005) implementada no BEAST
v.2.4.4 (BOUCKAERT etal., 2014). Essa analise estima as mudancas no tamanho efetivo
populacional ao longo do tempo por meio de um dado modelo de substitui¢do nucleotidica
e investiga a presenca de oscilacbes demograficas histdricas nas populacdes. A BSP
utiliza uma abordagem de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) e inclui intervalos de
confianca para o tamanho populacional estimado em cada ponto no tempo. Esses
intervalos representam as incertezas filogenéticas e coalescente da abordagem. Essa
analise foi conduzida por meio de trés corridas independentes de 30 milhées de MCMC,
amostradas a cada 3000 cadeias, combinadas no LogCombiner v2.4.6 e reduzidas com
20% de burnin-in. A identificacdo do modelo evolutivo para as sequéncias de D-loop foi
feita no programa Jmodeltest v2.1.4 (DARRIBA et al., 2012) por meio do Bayesian
Information Criterion (BIC). Para checar a convergéncia das cadeias e também verificar

se o tamanho efetivo da amostragem (ESS — effective sample size) de pardmetros
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importantes (probabilidade posterior, priori e likelihood) estavam adequados para as
nossas estimativas (ESS > 200), utilizamos o Tracer (RAMBAUT et al., 2014). A taxa
mutacional utilizada foi de 0,0167/sitio/milhdo de ano, indicada por Sivasundar,

Bermingham e Orti (2001) e calculada para as espécies de Prochilodus.

2.3.5 Analises com os marcadores microssatélites
2.3.5.1. Estrutura populacional

Para investigar a existéncia de diferentes clusters genéticos dentro da amostragem
para cada espécie realizamos inicialmente a anélise Discriminant Analysis of Principal
Components — DAPC (JOMBART et al., 2008). Essa andlise tem a caracteristica de
sumarizar a diferenciacdo genética entre grupos, enquanto minimiza a variacao genética
dentro deles (JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010), independente de haver
correlacdo entre as varidveis (desequilibrio de ligacdo). Para essa andlise foi usado o
pacote Adegenet (JOMBART, 2008), implementado no programa R (R CORE TEAM,
2017). Primeiro, foi calculada a quantidade de grupos genéticos presentes na amostragem
sem informacdo a priori de grupos. Posteriormente, nos realizamos a analise de DAPC
para descrever 0s grupos genéticos, definindo o nimero méximo de clusters como o valor
encontrado previamente. Foram calculadas as probabilidades de associacdo de cada
individuo, e cada individuo foi atribuido a um cluster usando sua probabilidade de

associacdo maxima.

Também foi utilizada a técnica de clusters bayesianos, auxiliada pelo algoritmo
MCMC presente no programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000). Essa andlise estima o nimero de grupos genéticos dentro da sua
amostragem com base nas frequéncias alélicas dadas, minimizando o desequilibrio de
ligacdo entre os locos, e maximizando o equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada
grupo. A analise no STRUCTURE foi realizada sem fornecermos informacéo a priori da
origem dos individuos. Foram testados valores de K variando de 1 a 14 (nimero total de
pontos amostrais) para a espécie L. cf. friderici Parand e K= 1 a 11 (nimero total de
pontos amostrais) para a espécie M. obtusidens. Tais valores de K foram replicados dez
vezes. As analises foram realizadas por meio de 1.000.000 de cadeias, ap6s um periodo
inicial (burnin-in) de 300.000 intera¢des. Utilizamos o modelo ancestral Admixture, ideal

para ser usado quando se tem populag6es cujo fluxo génico se fez ou ainda se faz presente.
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Essa abordagem permite identificar potenciais ‘ancestrais’ dos individuos em mais de
uma populagdo. Além do modelo ancestral, utilizamos também o modelo de frequéncias
alélicas correlacionadas, que pressupde que as populacdes divergiram de um ancestral
comum. Os demais parametros foram configurados de acordo com o default do programa.
O logaritmo de probabilidade dos dados LnP (D/K) (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000) e as estimativas de DeltaK (EVANNO; REGNAUT; GOUDET,
2005) foram determinados a partir do programa Structure Harvest (EARL; VONHOLDT,

2012), disponivel em http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/, e utilizados

para obtermos o valor de K 6timo. O gréafico de atribuicédo dos individuos foi visualizado
no programa Clumpak (Cluster Markov Packager Across K) que gera um grafico
consenso baseado em uma matriz de similaridade das execugdes replicadas dos valores
de K (KOPELMAN et al., 2015).

A fim de visualizarmos a similaridade dos individuos no espaco nos realizamos a
analise de correspondéncia multidimensional fatorial (FCA) obtida através do programa
GENETIX 4.02 (BELKHIR et al., 2004). Essa andlise possibilita a visualizacdo dos
individuos no espaco a partir da similaridade entre seus alelos. Aqui n6s avaliamos a

similaridade dos individuos dentro dos grupos genéticos obtidos na analise de DAPC.

Outras analises que permitem verificar a diferenciacdo genética entre grupos sao
os indices Fst (WEIR; COCKERHAM, 1984) e as estimativas de diferenciacdo genética
de Jost (JOST, 2008), 0 Dest. Esses indices foram calculados entre os pares de sub-bacias
amostradas (as amostras do rio Mogi Guacu foram separadas em dois grupos
temporalmente distintos: reunindo os individuos dos pontos 1 e 4 e os dos pontos 2 e 3
para cada espécie). Os indices de diferenciacdo também foram calculados entre 0s grupos
genéticos obtidos na analise de DAPC. O software ARLEQUIN foi usado para estimar os
valores de Fst e os valores de Dest foram obtidos a partir do pacote DEMEtics (GERLACH
et al., 2010), com 10.000 réplicas.

2.3.5.2 Diversidade genética

Todos os indices de diversidade genética foram estimados para as sub-bacias
amostradas (as amostras do rio Mogi Guacu foram separadas nos mesmos dois grupos
temporalmente diferentes descritas na sec¢do 2.3.4.1) e para 0S grupos genéticos

encontrados na anélise de DAPC. O namero de alelos (A), alelos efetivos (Ae), alelos
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privados (Ap), os valores de heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho) foram
calculados no programa GENALEX 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). No programa
FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET, 2001) foram calculados a riqueza alélica (Ra), indice que
estima 0 nimero de alelos calculados por rarefacdo (GOUDET, 2001), e o indice de
endocruzamento (Fis), bem como os valores de p para o excesso e para o déficit de
heterozigotos. A presenca de alelos nulos foi checada no software MICRO-CHECKER
(VAN OOSTERHOUT et al., 2004). Os testes para desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg e desequilibrio de ligacdo entre os pares de locos foram realizados através do
programa GENEPOP (RAYMOND, M.; ROUSSET, 1995), com 10.000 repeticdes,
tendo os valores de p corrigidos seguindo o procedimento de Bonferroni (RICE, 1989).
O conteudo de informacéo polimérfica (PIC) para cada um dos locos foi avaliado no
programa Cervus (KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007).

2.3.5.3 Andlises demograficas

A possivel ocorréncia de uma recente reducao populacional foi investigada através
de dois testes. O primeiro, o teste de Wilcoxon, implementado no programa
BOTTLENECK (PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999; CORNUET; LUIKART, 1996),
é considerado o mais apropriado e robusto quando se esta trabalhando com tamanhos
amostrais pequenos, utilizando-se menos de vinte locos de microssatélites (PIRY;
LUIKART; CORNUET, 1999; CORNUET; LUIKART, 1996; ANMARKRUD, 2008).
Esse teste tem como hipdtese nula um excesso de heterozigosidade ndo significativo
(auséncia de gargalo populacional). O modelo de mutacdo atuando sob os locos aqui
utilizados foi selecionado a partir da analise do comportamento das frequéncias alélicas.
Para o modelo de mutacdo IAM (Infinite Allele Model) as mutagcdes nos microssatélites
podem criar um ndmero infinito de estados alélicos ndo presentes na populacdo
(ANMARKRUD et al., 2008). Nesse modelo existe um pico alto para as frequéncias de
um ou dois alelos, enquanto que os outros aparecem em frequéncias bem inferiores
(OLIVEIRA et al., 2006). Para 0 modelo de SMM (Stepwase Mutation Model) as
mutacdes nos microssatélites tém igual probabilidade de permitir o ganho ou a perda de
uma unidade repetitiva (ANMARKRUD et al., 2008). No SMM ocorre a presenga de um
pico de frequéncia alélica maior, que diminui gradativamente a medida que se avanga nos
demais alelos (OLIVEIRA et al., 2006). O terceiro modelo de muta¢édo é o TPM (Two

Phase Mutation), uma extensdo do modelo SMM, que considera a probabilidade de uma



81

mutacdo num microssatélite envolver mais de uma unidade repetitiva (DI RIENZO et al.,
1994). Aqui nos utilizamos os pardmetros de 95% de SMM em TPM e 12% de variancia
para TPM, como sugerido por Piry (1999), com 10.000 réplicas.

O segundo teste realizado foi o da analise qualitativa da distribuicdo dos alelos em
classes de frequéncias alélicas (LUIKART et al., 1998). Esse método se baseia na
distorcdo da distribuicdo das frequéncias alélicas em uma populacdo que sofreu um
gargalo populacional. Uma populacdo que exibe um equilibrio entre mutacdo e deriva
genética tem uma grande proporcao de alelos na classe de baixa frequéncia, 0 a 0,10, ao
passo que uma populacdo que sofreu um gargalo populacional recente, exibe maior
quantidade de alelos em classes de frequéncias intermediéarias, 0,101 a 0,90 (LUIKART
etal., 1998).

2.4 Resultados
2.4.1 Leporinus cf. friderici Parana
2.4.1.1 Marcador mitocondrial D-loop

Um total de 93 sequéncias, com comprimento de 963 pb foi obtido para a espécie
Leporinus cf. friderici Parand. O numero de individuos sequenciados para cada ponto

amostral é mostrado na tabela 2.1.

Os resultados da anélise de BAPS com informacdo a priori das sub-bacias
amostradas, indicam que na bacia do alto rio Paran4, existe apenas um grupo genético de
L. cf. friderici Parané (Figura 2.5). O K = 1 apresentou valores de probabilidade posterior
e de log (ml) iguais a 0,99 e -628,48, respectivamente. O segundo melhor valor de log
(ml) foi -637,0233 para K=2.
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Figura 2.5 Andlise de clusterizagdo por Inferéncia Bayesiana realizada no BAPS para as
sequéncias D-loop de Leporinus cf. friderici Parana a nivel de Clustering of groups of individuals.
Nesse output cada individuo é representado por uma barra vertical e 0s possiveis grupos genéticos
assumem cores diferenciadas. Aqui, todos os individuos pertencem ao mesmo grupo genético

configurado na cor vermelha.

O indice de diferenciacdo de Fs par a par para cada par de sub-bacia amostrada
foi significativo entre as amostras dos rios Mogi Guacgu e Grande (Fst = 0,1548, p =
0,00653) e entre os rios Mogi Guacu e Parana (Fst = 0,06818, p = 0,02950). Além desses,
0s peixes da sub-bacia do rio Tieté apresentaram maior quantidade de valores
significativos em relacdo aos demais rios, com valores de Fst = 0,0922, p = 0,02822, com
o0 rio Turvo e de Fst = 0,2217, p = 0,00079 com o rio Grande (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 Valores de Fs entre os pares de sub-bacias amostradas para a espécie Leporinus cf.

friderici Parana com os dados de D-loop.

Sub-bacias  Mogi Guagu  Grande Turvo Verdinho  Claro Tieté
Mogi Guagu

Grande 0,1548*

Turvo 0,03726 0,00000

Verdinho 0,09091 0,00000 0,00000

Claro 0,13304 0,00000 0,00000 0,00000

Tieté 0,00000 0,22177*  0,09226*  0,18175* 0,20818*

Parana 0,06818* 0,00974 0,00000 0,00000 0,01965  0,12567*

* Valores significativos no nivel de significancia p < 0,05 em 10.000 permutacdes.
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Foi encontrado um total de quarenta haplétipos para L. cf. friderici Parana (Figura
2.6). Desses, quinze (H1, H3, H5 a H9, H12 a H15, H17 a H19, H23 e H29) foram
compartilhados entre individuos de diferentes rios e vinte e cinco foram exclusivos a
alguns rios. Dentre os haplotipos exclusivos, quatro (H2, H4, H8 e H10) estdo presentes
no rio Mogi Guagu, sendo dois deles observados apenas nas amostras coletadas no inicio
dos anos 2000. Foram também encontrados dois haplotipos exclusivos (H11 e H16) no
rio Grande, trés (H20, H21 e H22) no rio Turvo, um (H24) no rio Verdinho, dois (H25 e
H26) no rio Claro, cinco (H27, H28, H30, H31 e H32) no rio Tieté e oito (H33 ao H40)
no rio Parana. Nenhum haplotipo foi encontrado em todos os rios amostrados. A tabela
S2.3 contém todas as informacBGes dos hapldtipos com seus respectivos sitios

polimorficos.

10
amostras

1 amostra

@rio Mogi Guagu
rio Grande
rio Turvo
@rio Verdinho
@rio Claro
@rioTieté
@rio Parana

Figura 2.6 Rede de haplétipos construida com os dados de sequéncias de D-loop para a espécie
Leporinus cf. friderici Parana a partir do método de Median-Joining. O tamanho dos circulos é
proporcional a frequéncia dos haplétipos. Os tracos representam o numero de mutagdes entre 0s
hapl6tipos. Os circulos em preto representam haplétipos ndo amostrados que foram inferidos pela

analise (“mediam vectors™). As cores indicam os rios de coleta detalhados na legenda.

Com relagdo aos indices de diversidade genetica, foram verificados nas 93

sequéncias analisadas vinte e seis sitios polimorficos, dos quais 16 séo
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parcimoniosamente informativos. O valor da diversidade haplotipica (Hd) entre as sub-
bacias variou de 0,933 a 1,000, tendo como valor médio total Hd = 0,958. Os valores da
diversidade nucleotidica () estiveram entre 0,27% e 0,38%, assumindo um valor total de
n = 0,37%. O valor total do nimero médio de diferengas nucleotidicas foi 3,621. Os
indices de diversidade genética calculados para cada sub-bacia amostrada sdo detalhados
na tabela 2.4.

Tabela 2.4 indices de diversidade genética calculados para a espécie Leporinus cf. friderici
Parana com os dados de D-loop para cada sub-bacia amostrada.

Sub-bacias N h k S Hd 7 (%)
Mogi Guacu 15 10 3,82 11 0,952 0,398
Grande 13 10 3,026 12 0,949 0,315
Turvo 20 14 3,295 13 0,958 0,342
Verdinho 5 5 2,8 6 1 0,291
Claro 6 5 3,067 8 0,933 0,318
Tieté 10 7 2,689 8 0,933 0,279
Parana 21 16 3,724 16 0,957 0,387
Total 93 40 3,621 26 0,958 0,376

N= numero de individuos, h= numero de haplotipos, k= nimero médio de diferencas
nucleotidicas, S= nimero de sitios polimérficos, Hd= diversidade haplotipica e = = diversidade

nucleotidica.

O teste de neutralidade D de Tajima apresentou um valor negativo, porém nao
significativo de D = -0,87315 (p = 0,20); ja o de Fs de Fu apresentou um valor negativo
e significativo, com Fs = -26,07938 (p = 0,00). A curva de distribuicdo das diferencas par
a par entre os pares de sequéncias analisadas apresentou um formato unimodal e o indice
de ajuste entre as duas curvas foi significativo, com SSD = 0,004620 (p = 0,011),
enquanto que o indice r ndo foi significativo, sendo r = 0,02262 (p = 0,073) (Figura 2.7).
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Figura 2.7 Analise de Mismatch Distribution para as 93 sequéncias D-loop de Leporinus cf.
friderici Parana. Distribuicdo da frequéncia do numero de diferencas entre os pares de sequéncias
(SSD =0,004620, p = 0,011; indice de Raggedness = 0,02262, p = 0,073).

Para a analise de BSP o modelo evolutivo selecionado e utilizado foi 0 HKY+1. O
gréfico de BSP indica que L. cf. friderici Parand vem passando por um aumento no
tamanho efetivo populacional ao longo dos Gltimos cem mil anos, sendo esse aumento

mais acentuado nos ultimos cinquenta mil anos (Figura 2.8).
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Figura 2.8 Analise de Bayesian Skyline Plot mostrando as mudancas no tamanho efetivo
populacional pelo tempo geracional nos Gltimos cem mil anos para a espécie Leporinus cf.
friderici Parana. O eixo X representa 0 tempo em anos enquanto que o eixo Y traz a informacao
do produto do tamanho efetivo populacional (Ne) e o tempo de geracéo por milhdo de ano (t) em
uma escala log. A linha preta solida indica a estimativa média e a area em azul o intervalo de

maior densidade posterior (95%).
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2.4.1.2 Marcadores microssatélites

2.4.1.2.1 Estruturacdo populacional

Do total de 12 marcadores de microssatélites testados, nove apresentaram padrbes
de amplificacdo satisfatorios na espécie L. cf. friderici Parand. Como estes locos haviam
sido previamente prospectados para outras espécies da familia Anostomidae, os produtos
de sua amplificacdo foram também sequenciados. Os resultados do sequenciamento das
regides amplificadas mostraram os motifs de repeticdo de microssatélites. Entretanto, dos
nove locos analisados, quatro sofreram modificagfes com relacdo a descricdo do motivo
original (Lobt 06, Lobt 08 e Lmac 02). Mais detalhes estdo disponiveis na tabela S2.1, do

material suplementar.

As andlises de clusterizagdo foram realizadas utilizando 120 individuos e os nove
locos de microssatélites validados neste trabalho. O resultado da anélise de DAPC para
encontrar o valor 6timo do numero de K dentro da nossa amostragem foi K = 3. A figura
2.9 mostra os graficos contendo os resultados de melhor K, baseado no Critério de
Informacéo Bayesiana (BIC) e os trés clusters genéticos resultantes. O cluster 1 composto
por 37 individuos, o cluster 2 por 49 individuos e o cluster 3 por 34 individuos.
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Figura 2.9 Anélise de DAPC para a espécie Leporinus cf. friderici Parand. A) valores de Critério

de Informacdo Bayesiana (BIC) a partir de diferentes valores K usando os primeiros 20
componentes principais. O valor de K ideal é aquele que apresenta o menor valor de BIC (K = 3).
B) Gréfico representando os individuos como os pontos e os clusters com as elipses. Cada cluster

assume uma cor: cluster 1 em verde, cluster 2 em vermelho e cluster 3 em azul.
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Ndo foram encontradas associacBes geograficas para os trés clusters
anteriormente descritos. O cluster 1 apresentou individuos de todos os rios amostrados,
exceto do rio Claro. O cluster 2 agrupou individuos provenientes de todos 0s rios
amostrados e o cluster 3 ndo apresentou individuos do rio Claro nem do rio Verdinho. A
figura 2.10 mostra a quantidade de individuos por rio amostrado em cada cluster (A) e as

probabilidades de associagdo dos individuos a cada um deles (B).
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Figura 2.10 A) Quantidade de individuos de Leporinus cf. friderici Parana por rio amostrado
pertencente a cada Cluster. B Probabilidade de pertencimento de cada individuo a cada cluster.
Cada barra representa um individuo e as cores sdo referentes cluster 1 em verde, cluster 2 em

vermelho e cluster 3 em azul.

Com relagdo as andlises conduzidas no programa STRUCTURE, sem informacéo
a priori da origem dos individuos, o resultado segundo a correcdo de Evanno (2005),
baseando-se na taxa de mudanca da probabilidade posterior dos dados entre sucessivos
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valores de K, indica que o provavel valor de grupos genéticos é K = 3, a partir do valor
de Delta K = 10,75. A figura S2.1 mostra os gréficos com os resultados das analises no
STRUCTURE.

A andlise de FCA que avaliou a distribuigdo espacial dos individuos dos clusters
genéticos encontrados na anélise de DAPC, demonstra que sdo necessarios apenas dois
fatores principais para que 100% da distribuicdo dos individuos no espaco fatorial seja

explicada (Figura 2.11).

Figura 2.11 A) Andlise de correspondéncia fatorial (FCA) para os individuos amostrados,
segundo os clusters genéticos encontrados na analise de DAPC para a espécie Leporinus cf.
friderici Parana. Os individuos pertencentes ao cluster 1 estdo representados em amarelo; 0s
individuos pertencentes ao cluster 2 estdo representados em azul e os individuos pertencentes ao
cluster 3 estdo representados em branco. B) Gréafico de barras indicando a porcentagem de
contribuicdo de cada fator para a distribuicdo dos individuos no espaco fatorial. O fator 1

contribuiu com aproximadamente 52% e o fator 2 com 48%.

Quanto a presenca de alelos nulos, o resultado da analise do MICRO-CHECKER
indicou que ao se reunir toda a amostragem, os locos Lobt 01, Lobt 08, Lmac 02 e Lolar
15 apresentaram alelos nulos. Quando essa analise € feita por sub-bacia de coleta, o0s locos
que acusam a presenca de alelos nulos séo diferentes entre elas. Entretanto, dentro dos
clusters encontrados na analise de DAPC dois locos foram identificados com a presenca
de alelos nulos (Lmac 05 e Lobt 08) em todos eles. Portanto, esses dois locos foram

retirados das andlises a seguir.

Os resultados de Fst entre os pares de sub-bacias amostradas (Tabela 2.5)

demonstraram que a Unica comparacdo que teve um valor significativo foi entre o rio



89

Mogi Guacu (pontos 1 e 4) e as amostras do rio Claro, Fst = 0,10320, p = 0,05. Ja os
valores de Dest Se mostraram mais significativos entre os pares de comparagdes (0,057835
< Dest < 0,266512), sendo observado valor significativo de Dest entre os pontos
temporalmente muito distintos dentro do rio Mogi Guagu (Dest = 0,05944, p = 0,03). O
rio Claro foi o que apresentou os maiores valores de Dest significativos em relacdo aos
demais rios (0,15735 < Dest < 0,250447).

Ao calcularmos os valores de Fs entre os clusters encontrados na analise de
DAPC, as comparacdes que se apresentaram significativas e maiores que zero foram entre
os clusters 1 e 3 (Fst = 0,03957, p = 0,001) e entre os clusters 1 e 2 (Fst = 0,03495, p =
0,01). O Fst calculado entre os clusters 2 e 3 foi zero. Quando olhamos para os valores de
Dest todos os pares de comparacOes tiveram valores maiores que os de Fs e significativos
entre todos os pares de comparacgdes, variando de 0,103843 < Dest < 0,161851 (Tabela
2.6).
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Tabela 2.5 Valores de Fs (diagonal abaixo) e Dest (diagonal abaixo) entre os pares de sub-bacias amostradas para a espécie Leporinus cf. friderici Parand,

utilizando os dados de microssatélites.

Sub-bacias Mogi Guacu  Mogi Guagu
(pontos 1 e 4) (pontos2e3) Grande Turvo Claro Verdinho Tieté Parana

Mogi Guacu (pontos 1 e 4) 0,059448*  0,064083* 0,057835* 0,250447* 0,104285* 0,04131 0,079758*
Mogi Guagu (pontos 2 e 3) 0,02892 0,025794 0,032774 0,266512* 0,064734* 0,056426* 0,020300
Grande 0,06443 0,000000 0,009574 0,157351* 0,028842 0,011677 0,020374
Turvo 0,05190 0,000000 0,00308 0,171734* 0,069768* 0,015294 0,010356
Claro 0,10320* 0,000000 0,000000 0,02343 0,172272* 0,113271* 0,214254*
Verdinho 0,06850 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,050390 0,038917
Tieté 0,03133 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,046023
Parana 0,05933 0,03132 0,02056  0,000000 0,04809  0,01084  0,02265

*Valores significativos para p < 0,05. Valores calculados a partir de 10.000 permutages.

Tabela 2.6 Valores de Fs (diagonal abaixo) e Dest (diagonal abaixo) entre os pares de clusters encontrados na analise de DAPC para a espécie Leporinus

cf. friderici Parana utilizando os dados de microssatélites.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Cluster 1 0,103843*  0,161851*
Cluster 2 0,03957* 0,157704*
Cluster 3  0,03495* 0,000000

*Valores significativos para p < 0,05. Valores calculados a partir de 10.000 permutaces.
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2.4.1.2.2 Diversidade genética

Os parametros genéticos calculados para os 7 locos selecionados para Leporinus
cf. friderici Parand mostram que o conteudo de informacéao polimérfica (PIC) variou entre
0,322 (Lmac 07) e 0,666 (Lobt 01). Foi encontrado um total de 46 alelos para total de
individuos analisados. O nimero de alelos por loco variou de quatro (Lobt 06, Lmac 06
e Lmac 07) a onze (Lobt 01). As heterozigosidades médias observadas e esperadas foram
Ho = 0,476 e He = 0,545, respectivamente. O valor médio do Fis = 0,132 foi positivo e
significativo. Os valores de riqueza alélica, Ra, variaram de 3,586 a 10,207. Os locos
Lolar 5 e Lolar 15 apresentaram valor de p significativo (p = 0,034) para desequilibrio de
ligacdo entre eles. Os resultados para cada loco sdo mostrados na tabela 2.7.

Tabela 2.7 Pardmetros de variacdo genética para a espécie Leporinus cf. friderici Parana,

baseados em sete locos de microssatélites.

Lobt01 Lobt06 Lmac02 Lmac06 LmacO7 Lolar5 Lolarl5 Meédia

N 119 106 103 108 116 94 106 107,428
A 11 4 7 4 4 8 8 6,571
Ae 3,509 2,113 2,271 1,953 1,645 2,042 2,656 2,313
Ho 0,630 0,518 0,582 0,435 0,353 0,478 0,330 0,476
He 0,715 0,526 0,559 0,487 0,392 0,510 0,623 0,545
Fis 0,123 0,020 -0,036 0,113 0,103 0,067 0,474*  0,132*
PL 0,0143 0,3929 0,7286 0,0714 0,2429 0,2643 0,0071  0,0071
Ps 09929 0,6643 0,3857 09714 0,8429 0,8643 1,000 1,000
Ra 10,207 3,983 6,785 3,979 3,586 8,000 7,8878 6,344

PIC 0,666 0,427 0,488 0,432 0,322 0,479 0,589 0,486

N= nlmero de individuos analisados, A= ndmero de alelos, Ae= nimero de alelos efetivos, Ho=
heterozigosidade observada, He= Heterozigosidade esperada, Fis= coeficiente de
endocruzamento, P = p Larger, Ps- p Smaller, Ra= riqueza alélica e PIC= conteldo de
informacdo polimorfica. O nivel de significancia dos valores de Fis para o p < 0,00714. *Valores

significativos (nivel de significancia p < 0,05).

Os valores de heterozigosidade esperada e observada (0,397 < Ho < 0,561 e 0,393
< He < 0,575) ndo divergiram muito quando foi feita uma analise por sub-bacia
amostrada. Os individuos do rio Tieté apresentaram o maior valor de riqueza alélica, Ra
= 2,699. Entre as duas amostragens do rio Mogi Guacu, temporalmente diferentes, a

riqueza alélica foi maior para as amostras coletadas mais recentemente (pontos 2 e 3), Ra
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= 2,410. Com relacdo ao desequilibrio de Hardy-Weinberg o loco Lolar 15 foi o que
apresentou os valores de p significativos dentro das sub-bacias do Mogi Guagu (ponto 2
e 3), Turvo, Tieté e Parana. O rio Turvo evidenciou trés alelos privados, com frequéncias
de 2% a 11%; o rio Verdinho um, com 5% de frequéncia; o rio Tieté apresenta dois, com
frequéncia de 3% a 6% e o rio Parana cinco alelos privados com frequéncias inferiores a
4%. Um sumario desses resultados pode ser visualizado na tabela S2.4. A figura 2.12
mostra um grafico indicando os valores médios dos indices de diversidade genética dentro

das sub-bacias amostradas.

Médias dos indices de diversidade por sub-bacia amostrada para a
espécie Leporinus cf. friderici Parana

5,10
4,10
3,10

2,10
o L LT bl i
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Mogi Guagu Mogi Guagu  Grande Turvo Claro Verdinho Tieté Parand
(pontos 1 e 4) (pontos 2 e 3)

mA mAe mHo mHe mRa mAp

Figura 2.12 Grafico dos indices das medias dos indices diversidade genética por sub-bacia
amostrada para a espécie Leporinus cf. friderici Parana. (A) namero de alelos, (Ae) nimero de
alelos efetivos, (Ho) heterozigosidade observada, (He) heterozigosidade esperada, (Ra) riqueza

alélica e (Ap) alelos privados.

Ao analisarmos os parametros genéticos dentro dos clusters os maiores valores
médios de Ho, Ra e A foram 0,514 (cluster 1), 4,707 (cluster 3) e 7,73 (cluster 3),
respectivamente. Todos eles possuem alelos privados, sendo cinco observados nos
clusters 1 e 2, com frequéncia de 1% a 6% e quatro no cluster 3, com frequéncias de 1%
a 10%. Todos os parametros genéticos por cluster e para cada loco analisado, sdo

apresentados na tabela 2.8.
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Tabela 2.8 Pardmetros de variagcdo genética para a espécie Leporinus cf. friderici Parana,

baseados nos clusters obtidos na analise de DAPC e nos sete locos de microssatélites.

Cluster 1
Lobt01 Lobt06 Lmac02 Lmac06 LmacO7 Lolar5 Lolarl5 Média
N 36 32 30 36 30 32 36 34,44
A 8 3 10 2 7 5 12 6,222
Ae 3,219 1,889 7,860 1,492 2,145 1,490 4,612 3,037
Ho 0,638 0,437 0,666 0,25 0,433 0,312 0,611 0,514
He 0,689 0,470 0,872 0,329 0,533 0,329 0,783 0,571
Fis 0,087 0,086 0,252 0,255 0,205 0,066 0,233 0,115
PL 0,2619 0,3595 0,8833 0,8738 0,1643 0,0405 0,4119 0,1500
Ps 0,8810 0,7976  0,2429 0,2238 09762 0,9929 0,8476 0,8524
Perw 0,4961 0,0284* 0,2016 0,0004* 0,1457 0,0037* 0,3279 -
Ra 7,223 2,978 4,979 3,96 2 6,975 4,838 4,707
Cluster 2
Lobt01 Lobt06 Lmac02 Lmac06 LmacO7 Lolar5 Lolarl5 Média
N 49 43 37 47 37 40 45 42,111
A 9 3 9 3 4 7 12 6,71
Ae 3,275 2,002 3,655 1,737 2,060 1,455 7,773 2,819
Ho 0,551 0,581 0,459 0,340 0,540 0,35 0,577 0,463
He 0,694 0,500 0,726 0,424 0,514 0,312 0,871 0,526
Fis 0,217  -0,150 0,379 0,208  -0,037  -0,106 0,347 0,131
PL 0,0119 0,9143 0,8238 1,000 0,1048  0,6667 1,000 0,3952
Ps 0,9952 0,1690 0,2690 0,8190 0,9595 05048 0,2262 0,6071
Penw  0,0007* 0,3839  0,5863 1,000 0,2475  0,3829 1,000 -
Ra 7,168 2,864 3,705 2,622 2,574 3,73 6,125 4,112
Cluster 3
Lobt01 Lobt06 Lmac02 Lmac06 LmacO7 Lolar5 Lolarl5 Média
N 34 31 25 33 27 34 26 35,222
A 7 3 8 3 7 7 13 7,73
Ae 3,167 2,312 5,122 1,679 1,827 2,990 7,638 3,020
Ho 0,735 0,516 0,32 0,4848 0,444 0,323 0,461 0,487
He 0,684 0,567 0,804 0,404 0,452 0,665 0,869 0,568
Fis -0,060 0,107 0,615 -0,184 0,037 0,525 0,484* 0,219
PL 0,7857 0,2762 0,3833 0,9333 0,9452 0,5119 0,0024* 0,0571
Ps 0,3500 0,8333 0,7833 0,1833 0,2214 0,7643 1,000 0,9452
Penw 0,2727 04614 04891 0,3504 0,5512 0,0015* 0,0000* -
Ra 6,541 3 4,799 3 2,818 7 6,985 4,877

N = nimero de individuos analisados, A = nimero de alelos, Ae = nimero de alelos efetivos, Ho

= heterozigosidade observada, He = Heterozigosidade esperada, Fis = coeficiente de

endocruzamento, P = p Larger, Ps=p Smaller, Pexw = valores de p para os desvios do equilibrio
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de Hardy-Weinberg, Ra = riqueza alélica e PIC = conteudo de informacdo polimorfica. O nivel
de significancia dos valores de Fis para o p < 0,00238. *Valores significativos (nivel de

significancia p < 0,05). **Valores significativos apds correcdo de Bonferroni.

2.4.1.2.3 Aspectos demograficos recentes

A figura S2.2 evidencia um grafico da distribuicdo das frequéncias alélicas por
loco analisado. Segundo esse grafico, os locos Lobt 01 e Lolar 15 apresentam frequéncias
alélicas com comportamento atribuido ao SMM, com mudanca gradual nas frequéncias
alélicas entre os diferentes alelos. Por outro lado, os locos Lobt 06, Lmac 02, Lmac 06,
Lmac 07 e Lolar 5 apresentam um comportamento de frequéncias alélicas atribuido aos
locos que estdo sob IAM, prevaléncia de um ou dois alelos em maior frequéncia. Portanto,
0 modelo de mutacdo selecionado no resultado da analise de Bottleneck foi o TPM. A
tabela 2.9 mostra os valores de p da analise de Bottleneck, para os clusters encontrados
na analise de DAPC. Segundo essa anélise, para 0 modelo de mutacdo selecionado, nao
ha indicios de uma reducdo recente no tamanho populacional, pois nenhum valor de p foi
significativo para o excesso de heterozigosidade dentro do modelo de mutagéo

selecionado.

Tabela 2.9 Valores de p para a analise de Bottleneck nos clusters de Leporinus cf. friderici Parana,
segundo os diferentes modelos de mutagdes. IAM (Alelos Infinitos), SMM (Stepwise Mutation)

e TPM (Two Phase Mutation). *Valores significativos p < 0,05.

Teste Wilcoxon

Cluster 1 1AM SMM TPM
Déficit de heterozigosidade 0,59375 0,05469 0,05469
Excesso de heterozigosidade 0,46875 0,96094 0,96094
Déficit e excesso de heterozigosidade 0,93750 0,10938 0,10938

Cluster 2 IAM SMM TPM
Déficit de heterozigosidade 0,53125 0,01953* 0,01953*
Excesso de heterozigosidade 0,53125 0,98828 0,98828
Déficit e excesso de heterozigosidade 1,000 0,03906* 0,03906*

Cluster 3 IAM SMM TPM
Déficit de heterozigosidade 0,94531 0,02734* 0,02734*
Excesso de heterozigosidade 0,14844 0,98047 0,98047

Déficit e excesso de heterozigosidade 0,29688 0,05469 0,05469
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A figura 2.13 mostra um grafico com a distribuicdo das frequéncias alélicas em
classes de frequéncias. Segundo essa analise, o grafico em L-shaped indica que também
ndo héa indicios de uma recente reducdo no tamanho efetivo nos clusters de L. cf. friderici
Parana. Para os trés clusters existe uma maior quantidade de alelos na classe de frequéncia

mais inferior.

Distribuicao dos alelos em classes de frequéncias nos trés clusters de
Leporinus cf. friderici Parana

6
4
2 1 n [l - - | -

0,001- 0,01- O0201- 0301- 0401- 0501- 0601- 0,701- 0801- 0,901-
0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00

m Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

Figura 2.13 Grafico da distribuicdo dos alelos em classes de frequéncias dos clusters de
Leporinus cf. friderici Parana.

2.4.2 Megaleporinus obtusidens
2.4.2.1 Marcador mitocondrial D-loop

Um total de 74 sequéncias, com comprimento de 982 pb, foi obtido para a regido
controle do DNA mitocondrial na espécie M. obtusidens. O nimero de individuos
sequenciados por cada ponto amostral € mostrado na tabela 2.2.

Os resultados da analise de BAPS com informacdo a priori dos rios amostrados,
indicaram que na bacia do alto rio Parana existe apenas um grupo genético de M.
obtusidens (Figura 2.14). O K = 1 obteve valores de log (ml) = -249,1833 e de
probabilidade posterior de 0,99. O segundo melhor valor de log (ml) = -254,3778 para K
=2.
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Figura 2.14 Andlise de clusterizacdo por Inferéncia Bayesiana realizada no BAPS para as
sequéncias D-loop de Megaleporinus obtusidens a nivel de Clustering of groups of individuals.
Nesse output cada individuo é representado por uma barra vertical e 0s possiveis grupos genéticos
assumem cores diferenciadas. Aqui, todos os individuos pertencem ao mesmo grupo genético

configurado na cor vermelha.

Os valores de Fs par a par entre as bacias amostradas foram significativos para as
comparagOes entre os rios Mogi Guacu e Tieté e os rios Turvo e Tieté, ao quais
apresentaram os respectivos valores de Fst = 0,13 (p = 0,00000) e Fs= 0,11 (p = 0,00901)
(Tabela 2.10). Entre os rios Turvo e Paranapanema o valor de Fs foi igual a 0,1189, com

valor de p pouco significativo (p = 0,05405).

Tabela 2.10 Valores de F entre os pares de sub-bacias amostrados para a espécie Megaleporinus
obtusidens com os dados de D-loop. *Valores significativos no nivel de significancia p < 0,05 em

10.000 permutagdes.
Sub-bacias Mogi Guacu Turvo Tieté Paranapanema
Turvo 0,00000
Tieté 0,13914* 0,11921*
Paranapanema 0,09131 0,11890 0,04878
Parana 0,03528 0,02306 0,02374 0,00000

Foi identificado um total de dezoito hapldtipos (Tabela S2.5), sendo apenas um
(H2) deles compartilhado entre todos os rios amostrados. Com relagdo aos haplétipos

exclusivos, seis, estdo presentes no rio Mogi Guacu (H1, H3 e H5 ao H8), dois no rio
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Turvo (H11 e H12), quatro no rio Paranad (H15 ao H18) e um no rio Paranapanema (H14).

A relacdo entre os haplétipos é apresentada na figura 2.15.

10
amostras

1 amostra
i@rio Mogi Guacu
Drio Turvo
Erio Tieté
rio Paranapanema

rio Parana

Figura 2.15 Rede de haplétipos construida com os dados de sequéncias de D-loop para a espécie
Megaleporinus obtusidens a partir do método de Median-Joining. O tamanho dos circulos é
proporcional a frequéncia dos haplétipos. Os tracos representam o numero de mutacdes presentes
entre os haplétipos. Os circulos em preto representam hapldtipos ndo amostrados que foram
inferidos pela andlise (“mediam vectors™). As cores indicam os rios de coleta detalhados na

legenda.

Com relacdo a diversidade genética, a diversidade haplotipica média total foi Hd
= 0,808. Entretanto, ao analisarmos separadamente os rios amostrados, os valores de
diversidade haplotipica foram: Hd = 0,371 para o rio Tieté e Hd = 0,894 para o rio Parana.
A diversidade nucleotidica = variou de 0,094% a 0,282%. Os resultados obtidos para 0s

indices de diversidade estimados para cada rio amostrado sdo mostrados na tabela 2.11.
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Tabela 2.11 indices de diversidade genética calculados para a espécie Megaleporinus obtusidens

com os dados de D-loop.

Sub-bacias N H k S Hd 7 (%)
Mogi Guacu 15 9 2,248 9 0,888 0,282
Turvo 27 6 1,698 5 0,781 0,173
Tieté 15 4 0,400 3 0,371 0,094
Paranapanema 5 3 1,200 3 0,700 0,122
Parana 12 7 1,576 7 0,894 0,160
Total 74 18 1,564 15 0,808 0,159

N = namero de individuos, h = ndmero de hapl6tipos, k = nimero médio de diferencas
nucleotidicas, S = nimero de sitios polimorficos, Hd = diversidade haplotipica e © = diversidade

nucleotidica.

Os testes de neutralidade realizados com as 74 sequéncias de M. obtusidens,
apresentaram valores negativos e significativos, sendo os valores do D de Tajima D = -
1,41887 (p = 0,037) e 0 de Fs de Fu =-11,905 (p = 0,00). Esses resultados apontam para
a existéncia de uma possivel expansdo populacional. A curva de distribuicdo das
diferencas par a par entre os pares de sequéncias da analise MD apresentou um formato
unimodal (Figura 2.16), indicando também uma expansdo populacional. Entretanto,
quando calculados os indices de ajuste entre as duas curvas, o indice SSD (0,00081237)
ndo apresentou valor significativo (p =0,464), ndo rejeitando a hipdtese de expansao
populacional, enquanto que o indice r (0,05035254) apresentou um valor significativo (p

= 0,003), rejeitando a hipotese de expansdo populacional.
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Figura 2.16 Analise de Mismatch Distribution para as 74 sequéncias D-loop de Megaleporinus

obtusidens. O gréafico representa a distribuicdo da frequéncia do numero de diferencas entre 0s
pares de sequéncias (SSD = 0,00081237, p = 0,464; indice de Raggedness r = 0,05035254, p =

0,003).

O modelo evolutivo selecionado para as sequéncias D-loop de M. obtusidens e

utilizado na andlise BSP foi 0 HKY+I. O resultado dessa analise indica que M. obtusidens

vem passando por um aumento no tamanho efetivo populacional ao longo do tempo,

sendo esse aumento mais acentuado nos ultimos quinze mil anos (Figura 2.17).

TAMANHO POPULACIONAL (Ne t)
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Figura 2.17 Analise de Bayesian Skyline Plot mostrando o tamanho populacional ao longo do

tempo da espécie Megaleporinus obtusidens. O eixo X representa 0 tempo no presente em anos

enquanto que o eixo Y traz a informagdo do produto do tamanho efetivo populacional (Ne) e



100

tempo de geracéo por milhdo de ano (t) em uma escala log. A linha preta sélida indica a estimativa

média e a rea em azul o intervalo de maior densidade posterior (95%).

2.4.2.2 Marcadores microssatélites
2.4.2.2.1 Estruturacao populacional

Do total de 12 marcadores de microssatélites testado, onze apresentaram padréao
de amplificacdo satisfatério na espécie M. obtusidens. Como quatro locos haviam sido
previamente prospectados para outras espécies da familia Anostomidae, os produtos de
sua amplificacdo foram também sequenciados. Os resultados do sequenciamento das
regibes amplificadas mostraram os motifs de repeticdo de microssatélites iguais aos
inicialmente prospectados para M. macrocephalus (Lmac 05, Lmac 06, Lmac 07 e Lmac
08), confirmando a existéncia dos mesmos locos de microssatélites também na espécie
M. obtusidens (Tabela S2.1).

As andlises de clusterizagdo foram realizadas com 121 individuos e onze locos. O
resultado da analise de DAPC para encontrar o valor 6timo do nimero de clusters na
nossa amostragem foi K = 3. A figura 2.18 mostra os graficos contendo os resultados de
melhor K e o dos trés clusters genéticos resultantes. O cluster 1 é composto 26 individuos,

o cluster 2 por 52 individuos e o cluster 3 por 43 individuos.
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Figura 2.18 Analise de DAPC para a espécie Megaleporinus obtusidens. A) valores de Critério
de Informacdo Bayesiana (BIC) a partir de diferentes valores K usando os primeiros 20

componentes principais. O valor de K ideal € aquele que apresenta 0 menor valor de BIC (K = 3).
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B) Gréfico representando os individuos como 0s pontos e os clusters como as elipses. Cada cluster

assume uma cor: cluster 1 em verde, cluster 2 em vermelho e cluster 3 em azul.

Assim como para Leporinus cf. friderici Parand, os diferentes rios amostrados
tiveram representantes nos trés clusters encontrados na analise de DAPC. O cluster 3 esta
constituido majoritariamente por individuos do rio Mogi Guagu, enquanto que nos outros
clusters ha um balango maior na distribuicdo da quantidade de individuos dos diferentes
rios. A figura 2.19 traz informacOes a respeito da quantidade de individuos por rio
amostrado (A) e da probabilidade de associacdo desses individuos nos seus respectivos
clusters (B).

NUmero de individuos
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Figura 2.19 A) Gréfico de barras informando a quantidade de individuos de Megaleporinus

Cluster 2 Cluster 3

Turvo |

Individuos

Cluster 1

©

o o 2
ES o )
1 1 I

Probabilidade de associagao
T

0.0

obtusidens por rio amostrado pertencente a cada cluster. B) Grafico de barras indicando a
probabilidade de pertencimento de cada individuo a cada cluster. Cada barra representa um
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individuo e as cores sdo referentes aos cluster 1 em verde, cluster 2 em vermelho e cluster 3 em

azul.

Com relacdo as analises conduzidas no programa STRUCTURE, sem informacéo
a priori da origem dos individuos, o resultado do nimero provavel de K na amostragem
foi K = 2, ap06s a corregdo de Evanno, com valor de Delta K = 4,556070. Entretanto, ao
analisarmos o grafico de probabilidade de pertencimento dos individuos a essas duas

populacgdes, ndo € possivel visualiza-las de forma clara (Figura S2.3).

Os resultados da FCA, segundo os clusters genéticos encontrados na analise de
DAPC, indica que sdo necessarios apenas dois fatores principais para que 100% da

distribuicdo dos individuos no espaco fatorial seja explicada (Figura 2.20).

Axe 2(41,61 ¥

Factl Fact2

Figura 2.20 A) Andlise de correspondéncia fatorial (FCA) para os individuos amostrados,
segundo os clusters genéticos encontrados na analise de DAPC para a espécie Megaleporinus
obtusidens. Os individuos pertencentes ao cluster 1 estdo dentro da elipse amarela; os individuos
pertencentes ao cluster 2 estdo dentro da elipse vermelha e os individuos pertencentes ao cluster
3 estdo dentro da elipse azul. B) Gréfico de barras indicando a porcentagem de contribuicdo de
cada fator para a distribuicdo dos individuos no espaco fatorial. O fator 1 contribuiu com

aproximadamente 52.4% e o fator 2 com 47.6%.

2.4.2.2.2 Diversidade genética

O resultado da analise no MICRO-CHECKER com relacdo a presenca de alelos
nulos, indicou que ao se reunir toda a amostragem, os locos Lobt 01, Lobt 08, Lobt 09,
Lmac 06, Lmac 08, Lolar 8 e Lolar 15 evidenciaram a existéncia de alelos nulos. Quando
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essa analise é feita por bacia de coleta, os locos que acusam a presenca de alelos nulos
sdo diferentes entre as diferentes bacias, exceto pelo loco Lobt 09 que também apresenta
alelos nulos nos trés clusters resultantes da anélise de DAPC. Portanto, o loco Lobt 09

foi retirado das anélises a seguir.

Os valores de diferenciagéo Fst e de Dest par a par, entre as bacias amostradas, se
apresentaram significativos para a maior parte das comparacdes, com valores variando
entre 0,02153 < Fst< 0,03415 e 0,059105 < Dest< 0,127183 (Tabela 2.12). Quando esses
mesmaos indices foram calculados entre os pares de clusters obtidos na analise de DAPC,
todas as comparacGes foram significativas com valores iguais a 0,06937 < Fst < 0,08121
e 0,122359 < Dest < 0,192069 (Tabela 2.13).

Tabela 2.12 Valores de Fs: (diagonal abaixo) e Dest (diagonal acima) entre os pares de sub-bacias

amostradas para a espécie Megaleporinus obtusidens utilizando os dados de microssatélites.

Valores de Dest Segundo a correcéo de Bonferroni.

Sub-bacias Mogi Guacu Mogi Guagu Turvo Tieté Paranapanema  Parana
(pontos 1 e 4) (pontos 2 e 3)

Mogi Guagu (pontos 1 e 4) 0,095688* 0,075813*  0,030679  0,118135* 0,112363*
Mogi Guacgu (pontos2e 3)  0,01279 0,076928*  0,127183*  0,109723*  0,059105
Turvo 0,00949 0,01308 0,092519*  0,102077* 0,081796*
Tieté 0,00678 0,02449* 0,01422* 0,037303  0,086578*
Paranapanema 0,02847* 0,03415* 0,02639* 0,00877 0,093139
Parana 0,01787 0,01705 0,03792* 0,02153* 0,03384*

*Valores significativos para p < 0,05. Valores calculados a partir de 10.000 permutagoes.

Tabela 2.13 Valores de Fs (diagonal abaixo) e Dest (diagonal acima) entre os clusters genéticos

da espécie Megaleporinus obtusidens utilizando os dados de microssatélites. VValores de Dest

segundo a correcdo de Bonferroni.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Cluster 1 0,165730* 0,192069*
Cluster 2 0,08121* 0,122359*
Cluster 3 0,06937* 0,07714*

*Valores significativos para p < 0,05. Valores calculados a partir de 10.000 permutagdes.
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Os parametros genéticos calculados para os 10 locos em M. obtusidens, indicaram
que dois pares de comparacdes apresentaram valores significativos de p para a anélise de
desequilibrio de ligacdo, Lobt 08 e Lobt 06 (p = 0,014) e Lobt 08 com Lolar 8 (p = 0,045).
O conteudo de informacdo polimorfica (PIC) variou entre 0,394 (Lmac 05) e 0,934 (Lmac
08) com um total de 130 alelos para todo o conjunto de individuos analisados. O nimero
de alelos por loco variou de quatro (Lmac05) a trinta e trés (Lmac 08). Os locos Lobt 01,
Lobt 08, Lmac 06, Lmac 08, Lolar 8 e Lolar 15 apresentaram valores de p significativos
para o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg. Esses mesmos locos apresentaram
valores positivos e significativos de Fis. Os valores médios de Ho, He e Ra foram 0,594,
0,715 e 0,6798, respectivamente. A tabela 2.14 mostra todos os resultados dos parametros
de diversidade genética para cada loco.

Quando fazemos uma analise dos parametros genéticos dos individuos por sub-
bacia amostrada, temos que os valores das heterozigosidade esperada e observada ndo
variaram muito entre si, sendo Ho = 0,548 a 0,679 e He = 0,667 a 0,715, respectivamente.
A sub-bacia do rio Turvo apresentou o maior valor de riqueza alélica, Ra = 6,573. Com
relacdo aos valores de p para os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, nenhum loco
se mostrou fora do equilibrio nas amostragens das sub-bacias aqui estudadas. Valores
médios positivos e significativos de Fis foram encontrados em todas as sub-bacias, exceto
na amostragem do rio Mogi Guagu mais recente (pontos 2 e 3). As amostras dos pontos
1 e 4 da sub-bacia do rio Mogi Guagu apresentaram oito alelos privados, com frequéncias
de 2% a 6,3%, enquanto que as amostras dos pontos 2 e 3 evidenciaram apenas dois alelos
privados, com frequéncia de 3,6%. No rio Turvo e Tieté foram encontrados onze alelos
privados, com frequéncias inferiores a 5%. Nos rios Paranapanema e Paranad foram
encontrados dois e cinco alelos privados, respectivamente, também com frequéncias

inferiores a 5%.

O sumario dos parametros genéticos em cada bacia amostrada, por loco analisado,
pode ser visualizado na tabela S2.6. A figura 2.21 mostra um gréafico indicando os valores

médios dos indices de diversidade genética dentro de cada sub-bacia amostrada.
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Médias dos indices de diversidade por sub-bacia amostrada para
Megaleporinus obtusidens
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Mogi Guagu Mogi Guagu Turvo Tieté Paranapanema Parana
(pontos 1 e 4)  (pontos 2 e 3)
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Figura 2.21 Gréafico das médias dos indices de diversidade genética por sub-bacia amostrada para
a espécie Megaleporinus obtusidens. (A) namero de alelos, (Ae) nimero de alelos efetivos, (Ho)
heterozigosidade observada, (He) heterozigosidade esperada, (Ra) riqueza alélica e (Ap) alelos

privados.

Ao analisarmos os parametros genéticos dentro dos clusters observamos os
valores de Ho = 0,562 & 0,688 e de He = 0,635 & 0,705. O maior valor médio de Ra foi
para o cluster 1, Ra = 8,624. Dentro do cluster 1 foram detectados 10 alelos privados, 13
no cluster 2 e 16 no cluster 3, com frequéncia de no maximo 6,8%. O loco Lmac 08
apresentou valores de Fis positivos e significativos nos trés clusters evidenciados. Todos
os parametros de diversidade genética para cada loco dentro dos clusters sdo mostrados
na tabela 2.15.



Tabela 2.14 Parametros de variacao genética para a espécie Megaleporinus obtusidens, baseados em dez locos de microssatélites.

Lobt 01 Lobt06 Lobt08 Lmac05 Lmac06 LmacO7 Lmac08 Lolar5 Lolar8 Lolarl5 Média
N 117 119 117 121 105 119 117 115 107 118 115,5
A 7 8 12 4 22 10 33 10 12 12 13
Ae 4,403 2,926 7,316 1,974 6,747 4,632 15,973 3,013 2,643 1,881 5,151
Ho 0,598 0,613 0,675 0,545 0,648 0,790 0,598 0,617 0,495 0,364 0,594
He 0,776 0,661 0,867 0,495 0,856 0,787 0,941 0,671 0,625 0,470 0,7150
Fis 0,230* 0,072 0,222* -0,102  0,244* -0,003 0,365* 0,080 0,208* 0,226* 0,169*
PL 0,0050 0,1000 0,0050 0,9200 0,0050 0,5800 0,0050 0,100 0,0050 0,0050 0,0050
Ps 1,000 0,9300 1,000 0,1250 1,000 0,5350 1,000 0,9250 1,000 1,000 1,000
Ra 7,000 7,879 11,886 3,868 22,000 9,647 32,331 9,732 11,981 11,655 12,797
PIC 0,740 0,608 0,848 0,394 0,837 0,760 0,934 0,620 0,603 0,455 0,6798
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N = namero de individuos analisados, A = nimero de alelos, Ae = nimero de alelos efetivos, Ho = heterozigosidade observada, He = Heterozigosidade

esperada, Fis = coeficiente de endocruzamento, P, = p Larger, Ps= p Smaller, Ra = riqueza alélica e PIC = contetido de informac&o polimdrfica. O nivel

de significancia dos valores de Fis para o p < 0,005. *Valores significativos (nivel de significancia p < 0,05).



Tabela 2.15 Pardmetros de variacdo genética para a espécie Megaleporinus obtusidens, baseados nos clusters obtidos na analise de DAPC.

Cluster 1
Lobt01 Lobt06 Lobt08 Lmac05 Lmac06 LmacO7 Lmac08 Lolar5 Lolar8 Lolar1l5 Meédia
N 24 25 26 26 22 26 26 26 23 25 24,9
A 7 6 9 3 12 7 23 6 9 7 8,9
Ae 2,624 3,369 5,540 1,726 5,407 5,281 15,191 2,793 5,781 1,874 4,959
Ho 0,583 0,84 0,769 0,538 0,727 0,884 0,730 0,538 0,869 0,4 0,688
He 0,618 0,703 0,819 0,420 0,815 0,810 0,934 0,642 0,827 0,466 0,705
Fis 0,079 -0,175 0,081 -0,261 0,131 -0,072  0,236* 0,180 -0,029 0,162 0,046
PL 0,3233 0,9700 0,2600 0,9400 0,150 0,8967 0,0017 0,1233 0,7367 0,1350 0,0983
Ps 0,8500 0,0917 0,8750 0,0967 0,9683 0,2917 1,000 0,9467 0,5050 0,9617  0,9033
Penw 01776  0,1167 0,0334* 0,0429* 0,0100* 0,1042 0,0006* 0,1748 0,0000* 0,0520* -
Ra 6,828 5,974 8,801 2,846 12,000 6,979 21,327 5,692 8,956 6,842 8,624
Cluster 2
Lobt01 Lobt06 Lobt08 Lmac05 Lmac06 LmacO7 Lmac08 Lolar5 Lolar8 Lolar1l5 Meédia
N 52 51 49 52 47 52 50 49 46 52 50
A 7 5 9 3 17 8 23 7 11 5 9,5
Ae 4,215 1,588 7,264 1,805 4,908 4,185 14,005 2,581 2,610 1,244 4,441
Ho 0,615 0,411 0,673 0,615 0,680 0,788 0,56 0,693 0,413 0,173 0,562
He 0,762 0,370 0,862 0,446 0,796 0,761 0,928 0,612 0,616 0,196 0,635
Fis 0,203 -0,102 0,229 -0,371 0,155 -0,026  0,405* -0,122  0,340* 0,130 0,125*
PL 0,0050 0,9417 0,007 0,9983 0,0133 0,6950 0,0017 09233 0,0017 0,1517 0,0017
Ps 0,9983  0,2150 1,000 0,0067  0,9967 0,4217 1,000 0,1467 1,000 0,9600 1,000
Penw 0,0017* 0,9460 0,0066* 0,0122* 0,0013* 0,0471* 0,0000* 0,4655 0,0000* 0,0721 -
Ra 6,336 4,376 8,806 2,423 12,279 7,189 17,866 5,914 8,930 3,845 7,796
Cluster 3
Lobt01 Lobt06 Lobt0O8 LmacO5 Lmac06 LmacO7 Lmac08 Lolar5 Lolar8 Lolarl5 Média
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N

A
Ae
Ho
He
Fis
PL

Ps
Perw

Ra

41
7
4,110
0,585
0,756
0,238

0,0050

1,000

0,0031*

6,573

43
8
3,196
0,720
0,687
-0,037
0,7333
0,4333
0,1142
6,411

42
11
6,368
0,619
0,842
0,277*
0,0017
1,000
0,0005*
9,718

43
4
1,669
0,465
0,401
-0,148
0,9433
0,1900
0,6849
3,399

36
14
7,120
0,555
0,859
0,366*
0,0017
1,000
0,0000*
11,472

41
9
3,531
0,731
0,716
-0,008
0,6267
0,5833
0,8620
7,489

41
22
115,532
0,560
0,913
0,396*
0,0017
1,000
0,0000*
17,649

40
9

3,611

0,575

0,723

0,217
0,0150

1,000
0,0018*

7,214

38
6

1,656

0,368

0,396

0,084
0,2917
0,8667
0,0020*

4,956

41
11
3,476
0,585
0,712
0,190
0,0117
0,9983
0,0062
9,478
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40,6
10,1
4,629
0,576
0,700
0,189*
0,0017
1,000

8,435

N = namero de individuos analisados, A = nimero de alelos, Ae = nimero de alelos efetivos, Ho = heterozigosidade observada, He = Heterozigosidade

esperada, Fis = coeficiente de endocruzamento, P. = p Larger, Ps = p Smaller, Penw = valores de p para os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, Ra

= riqueza alélica e PIC = contetdo de informac&o polimérfica. O nivel de significancia dos valores de Fis para o p < 0,00167. * Valores significativos

(nivel de significancia p<0,05). ** Valores significativos ap6s correcao de Bonferroni.
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2.4.2.2.3 Aspectos demograficos recentes

A figura S2.4 mostra o grafico da distribuicdo das frequéncias alélicas por loco
analisado em M. obtusidens. Segundo esse grafico, os locos Lobt 01, Lobt 06, Lobt 08,
Lmac 06, Lmac 07, Lmac 08 e Lolar 5 apresentam frequéncias alélicas com
comportamento atribuido ao modelo SMM. Ja os locos Lmac 05, Lolar 8 e Lolar 15
evidenciaram frequéncias alélicas de comportamento atribuido aqueles locos que estdo
sob o modelo IAM. Portanto, o modelo evolutivo selecionado na analise de Bottleneck
foi 0 modelo TPM.

Os valores de p da analise de Bottleneck indicam resultados ndo significativos para
a ocorréncia de um gargalo populacional em M. obtusidens no que tange ao excesso de
heterozigosidade nos trés clusters analisados sob o modelo evolutivo escolhido (Tabela
2.16).

Tabela 2.16 Valores de p para a anélise de Bottleneck nos clusters de Megaleporinus obtusidens,
segundo os diferentes modelos de mutagdes. IAM (Alelos Infinitos), SMM (Stepwise Mutation)
e TPM (Two Phase Mutation). *Valores significativos p<0,05.

Teste Wilcoxon

Cluster 1 IAM SMM TPM
Déficit de heterozigosidade 0,90332 0,00928* 0,04199*
Excesso de heterozigosidade 0,11621 0,99316 0,98389
Déficit e excesso de heterozigosidade 0,23242 0,01855* 0,08398

Cluster 2 1AM SMM TPM
Déficit de heterozigosidade 0,46094 0,00928* 0,06543*
Excesso de heterozigosidade 0,57715 0,99316 0,94727
Déficit e excesso de heterozigosidade 0,92188 0,01855* 0,13086

Cluster 3 1AM SMM TPM
Déficit de heterozigosidade 0,75391 0,00049* 0,00244*
Excesso de heterozigosidade 0,27832 1,000 0,99854
Déficit e excesso de heterozigosidade 0,55664 0,00098* 0,00488*

A figura 2.22 mostra um grafico com a distribuicdo das frequéncias alélicas em
classes de frequéncias. Esse grafico indica que, segundo essa analise também ndo ha
indicios de uma recente reducdo no tamanho efetivo dos clusters de M. obtusidens. Para
o0s trés clusters existe uma maior quantidade de alelos na classe de frequéncia mais

inferior, fazendo com que o grafico assuma uma configuracdo L-shaped.
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Distribuigéo dos alelos em classes de frequéncias nos trés clusters de
Megaleporinus obtusidens
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Figura 2.22 Grafico de distribuicdo dos alelos em classes de frequéncias dos clusters de

Megaleporinus obtusidens.

2.5 Discusséo
2.5.1 Marcador mitocondrial D-loop

Os resultados das analises de estrutura populacional, realizadas com os dados da
regido D-loop, indicaram que para as espécies L. cf. friderici Paran e M. obtusidens néo
existe subestruturacdo dentro da bacia do alto rio Parand. A auséncia de estruturacédo
genética com um marcador histérico também ja foi observada em outra espécie migradora
na bacia do alto rio Parana, como por exemplo em Prochilodus lineatus (SIVASUNDAR
et al., 2001; GARCEZ et al., 2011; FERREIRA et al., 2017), e também em Leporinus
elongatus (MARTINS et al., 2003), citada aqui como M. obtusidens, de acordo com
Birindelli et al. (2013) e Ramirez et al. (2017).

Apesar de L. cf. friderici Parand e M. obtusidens constituirem uma Unica
populacdo histérica no alto rio Parana, n6s encontramos hapl6tipos exclusivos dentro das
sub-bacias para ambas as espécies. A existéncia desses haplétipos sugere uma sultil
diferenciagdo genética entre essas sub-bacias, devido possivelmente a uma redugéo no
fluxo génico entre elas. Silva et al. (2015), ao avaliarem a estrutura genética de Salminus
hilarii nas sub-bacias dos rios Tieté, Grande e Paranapanema, observaram que a maior
parte dos haplétipos exclusivos de D-loop ocorreu dentro de cada sub-bacia, atribuindo a
este fato a existéncia de fluxo génico reduzido dentro da bacia do alto rio Parana. Martins
et al. (2003), apesar de nao terem estimado indices de estruturagcdo (Fst) entre as sub-
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bacias, ndo encontraram haplotipos compartilhados entre os rios Mogi Guacgu, Grande,

Tieté, Parana e Paranapanema, sugerindo, portanto, uma diferenciacao entre eles.

Os valores de Fs obtidos para ambas as espécies sugerem uma sutil
subestruturagdo para algumas sub-bacias analisadas. Para a espécie L. cf. friderici Parand,
foram encontrados valores de Fst considerados altos (0,15< Fs <0,25, WRIGHT, 1965),
sendo estes significativos entre os rios Mogi Guacu e Grande (Fst = 0,1548), Tieté e
Grande (Fst = 0,2217), Tieté e Verdinho (Fst= 0,1817) e Tieté e Claro (Fst= 0,2081);
valores considerados moderados (0,05< Fs <0,15, WRIGHT, 1965) foram encontrados
entre os rios Mogi Guacgu e Parané (Fst= 0,0681) e os rios Tieté e Parana (Fst= 0,1256).
Para M. obtusidens valores de estruturacdo moderados e significativos também foram
encontrados entre os rios Mogi Guagu e Tieté (Fst= 0,1391) e os rios Turvo e Tieté (Fst=
0,1192). A sub-bacia do rio Mogi Guacu é separada das demais sub-bacias do alto rio
Parana pela UHE de Marimbondo, construida em 1975. Essa UH substituiu uma antiga
barreira natural existente na area, e, segundo GARCEZ et al. (2011), ela pode ter sido
responsavel pela estruturacdo observada na espécie P. lineatus, evidenciada por valores
de Fs significativo (Fst = 0,12, p < 0,05) observado entre pontos de coleta separados pelo

barramento.

O marcador mitocondrial D-loop tem sido amplamente utilizado em estudos
populacionais devido sua taxa mutacional ser até 100x mais elevada que a de regides
nucleares (GALTIER et al., 2009; LUI et al., 2012). Entretanto, devemos levar em
consideracdo que a taxa desse marcador é mais lenta que a de marcadores de
microssatélites e, portanto, ainda que eficiente, permite avaliar eventos populacionais que
ocorreram no passado ndo tao recente. Considerando tal premissa, nossos dados sugerem
que, historicamente, dentro da bacia do alto rio Parand, existiu uma Unica populacao
genética para as duas espécies estudadas aqui, a qual ainda é percebida pelas analises
mitocondriais. Apesar disso, a existéncia de hapl6tipos exclusivos dentro de cada sub-
bacia sugere uma sutil subestruturacdo, resultado este possivelmente associado a reducao
de fluxo génico entre estas durante periodos especificos. Embora possa existir alguma
diferenciagcdo genética dentro do alto rio Parand, essa ser o resultado de uma

subamostragem populacional nas sub-bacias ndo pode ser descartada.

No tocante a diversidade haplotipica, L. cf. friderici Parana e M. obtusidens
apresentaram indices Hd > 0,5, considerados altos por Lowe et al. (2006). Leporinus cf.

friderici Parana apresentou diversidade genética média maior que M. obtusidens. Os
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valores de diversidade haplotipica encontrados aqui estdo em consonancia com aqueles
descritos em trabalhos que utilizaram o mesmo marcador também em espécies
migradoras do alto rio Parand. Em P. lineatus, por exemplo, os indices médios de
diversidade haplotipica foram de Hd = 0,772 (GARCEZ; CALCAGNOTTO; DE
ALMEIDA-TOLEDO, 2011), Hd = 0,988 (FERREIRA et al., 2017) e Hd = 1,00
(SIVASUNDAR; BERMINGHAM; ORTI, 2001). Valores similares também foram
encontrados em Brycon orbignyanus (Hd = 0,829; ASHIKAGA et al., 2015), S. hilarii
(Hd = 0,950; SILVA et al., 2015), M. obtusidens (Hd = 0,958; MARTINS et al., 2003).

Altos indices de diversidade genética podem ser atribuidos a natureza das espécies
estudadas, peixes migradores costumam apresentar altos niveis de diversidade devido ao
grande tamanho efetivo das populaces e a alta taxa de migracdo que minimizam o efeito
da deriva genética como uma forca que reduz diversidade (ALLENDORF; LUIKART,

2007; SANTOS et al., 2007) e a processos demogréaficos, como expansdes populacionais.

Com relacdo a diversidade nucleotidica, os valores medios observados para L. cf.
friderici Parana (m = 0,3%) ¢ M. obtusidens (x = 0,1%) sdo considerados baixos (w <
0,5%), segundo Ferreira et al. (2016), principalmente quando os comparamos a dados
obtidos para outras 21 espécies de peixes neotropicais (x = 1,5%) (HILSDORF, 2013); e
12 espécies do hemisfério Norte (nr = 2,7%) (BILLINGTON; HEBERT, 1991), todas
continentais. Este resultado sugere que as populacGes aqui analisadas possuem uma
origem mais recente, uma vez que estas possuem valores baixos de z. Pois, populagdes
com historia antiga tendem a apresentar muitas substituicdes entre os haplotipos
(HILSDORF, 2013).

A diversidade nucleotidica baseada em dados moleculares mensura 0 nimero
médio de diferencas nucleotidicas por sitio, entre sequéncias do DNA, as quais podem
ser utilizadas para comparar individuos e populacdes. Tais informacGes sdo Uteis ndo
somente para inferir sobre o relacionamento entre populagdes, mas também sobre eventos
que refletem mudancas nos seus tamanhos populacionais (ASMUSSEN; ARNOLD;
AVISE, 1987). As expansdes ou contracdes demograficas deixam assinaturas no padrao
de diversidade molecular das populacdes. No caso de expansdo populacional subita, estas
podem ser mensuradas pelas configuracBes das redes haplotipicas que podem se
apresentar formato de estrela, pela verificacdo de distribuicdo unimodal das diferencas
par a par entre sequéncias (ROGERS; HARPENDING, 1992), e pela deteccao de redugéo

no numero de sitios polimdrficos (TAJIMA, 1996) ou de uma grande quantidade de
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mutagdes com baixa frequéncia (FU, 1997). Grant & Bowen (1998) também sugerem que
altos valores de diversidade haplotipica e pequenos valores de diversidade nucleotidica
indicam uma provavel expansdo demogréfica precedida de um periodo de baixo tamanho
efetivo populacional. Os nossos dados confirmam todos estes cenarios para as duas

espécies.

As configuracbGes das redes haplotipicas de L. cf. friderici Parana e de M.
obtusidens sugerem uma expansdo populacional a partir da existéncia de hapldtipos
centrais mais frequentes, conectados a haplétipos periféricos e menos frequentes
(TEMPLETON et al., 1995). Os dois testes de neutralidade (D de Tajima e Fs de Fu)
realizados também indicaram expansdo populacional para ambas espécies, com exce¢do
do teste D de Tajima que em L. cf. friderici Parana, evidenciou um valor de p ndo
significativo. Os graficos da anélise de Mismatch Distribution também apresentaram um
padrdo unimodal (caracteristico de expansao populacional), apesar da baixa significancia
do indice SSD (p = 0,011) em L. cf. friderici Parana e do indice r (p = 0,003) em M.
obtusidens. Os estimadores bayesianos de processos demograficos também sugeriram que
as duas espécies tém experimentado um crescimento populacional paulatino (gradual e
progressivo) nos ultimos cinquenta mil anos. Esse padrdo também foi observado em
outras espécies migradoras do alto rio Parand como B. orbignyanus (ASHIKAGA et al.,
2015), P. lineatus (GARCEZ et al., 2011) e S. hilarii (SILVA et al., 2015).

Os resultados das analises demogréficas podem ser associados aos eventos
historicos ocorridos na bacia do alto rio Parana. Analises de dados palinolégicos, de
sedimentologia e geomorfologia nas sub-bacias sugerem que essa bacia experimentou
oscilagbes hidricas por consideraveis periodos durante o Pleistoceno-Holoceno
(ALBERT; REIS, 2011; SALLUN; SUGUIO, 2010; SANTOS; STEVAUX, 2000;
STEVAUX; SOUZA, 2004). Periodos de seca podem ter isolado algumas sub-bacias que
foram reconectadas em periodos de inundacdo. Dados de DNAmMt em Hypostomus
ancistroides das sub-bacias do alto rio Parand revelaram a existéncia de diferentes
linhagens amplamente distribuidas ao longo dessa bacia (CARVALHO et al., 2015). Para
esses autores os periodos de seca duraram tempo suficiente para que essas linhagens se
diferenciassem e posteriormente fossem misturadas durante os periodos de inundacéo e
contato desses rios. Mondin et al. (2018), ao analisar populacgdes de S. brasiliensis no alto
rio Paraguai, encontraram expansao populacional acentuada ha aproximadamente 60 mil

anos, sendo essa associada as oscilagbes climéaticas ocorridas durante os periodos
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interglaciais do Pleistoceno. Nossos dados genéticos também se relacionam com eventos
que ocorreram ao longo da histéria da bacia do alto rio Parana durante o Pleistoceno.
Entretanto, devemos levar em consideracdo que esses foram resultados obtidos para um
unico marcador e por este motivo podem ndo necessariamente refletir a historia
demogréafica completa dessas espécies (KNOWLES; RICHARDS, 2005). Desta forma,
uma analise complementar, utilizando outros marcadores de natureza similar, de outras

regides do genoma é fortemente sugerida.

2.5.2 Marcadores microssatélites

Os individuos de L. cf. friderici Parana e M. obtusidens das diferentes sub-bacias
agruparam-se em trés clusters bem evidenciados (Figuras 2.9 e 2.18), indicando a
ocorréncia de grupos genéticos sem associacdo geografica. Os valores de Fst € Dest
corroboram essa estruturacdo pois foram significativos para todos os pares de

comparagOes, exceto o Fs entre os clusters 2 e 3 na espécie L. cf. friderici Parana.

Em relagdo a estruturacdo genética entre as sub-bacias, foram encontrados valores
significativos tanto para o indice Fst quanto para 0 Dest. Resultados similares foram
encontrados por outros autores nas espécies migradoras Pseudoplatystoma corruscans
(PEREIRA; FORESTI; OLIVEIRA, 2009) e B. orbignynianus (ASHIKAGA et al., 2015)
e Piaractus mesopotamicus (CALCAGNOTTO; DESALLE, 2009).

Diferentes mecanismos podem promover estruturacdo e diferenciacdo
populacional em peixes migradores. Barreiras fisicas, como por exemplo as cachoeiras,
canions e usinas hidrelétricas, podem atuar de maneira a interromper ou diminuir o fluxo
génico entre grupos de individuos, que com o passar do tempo podem acumular
diferencas genéticas e até morfoldgicas (ESGUICERO; ARCIFA, 2011; GOUSKOV et
al., 2016). Outros mecanismos que podem contribuir para a diferenciacdo em populagoes
de peixes migradores dentro de uma mesma bacia hidrografica estdo relacionados a
aspectos bioldgicos-comportamentais como o homing, o mecanismo de IBT (isolation-
by-time) e o shoaling (RIBOLLI et al., 2018; RIBOLLI et al., 2017; BRAGA-SILVA;
GALETTI JR, 2016; BATISTA; ALVES-GOMES, 2006).

O comportamento de shoaling (RIBOLLI et al., 2018; PITCHER, 1986) se
caracteriza pela sobreposicdo de grupos de individuos geneticamente diferenciados,



115

durante o periodo ndo reprodutivo. Tais grupos se reinem em um mesmo local para fins
ndo-reprodutivos, como por exemplo, forrageamento e protecdo contra predadores
(DELCOURT; PONCIN, 2012; PITCHER, 1986). A segregacgéo de populac¢des durante
0 periodo ndo reprodutivo ainda € um aspecto desconhecido para muitas espécies de
peixes e, muito recentemente, esse mecanismo foi sugerido pela primeira vez para a
espécie de peixe continental Neotropical S. brasiliensis na bacia do rio Uruguai
(RIBOLLI et al., 2018). Populagdes geneticamente diferenciadas que podem coexistir
durante a época ndo-reprodutiva devem apresentar comportamentos reprodutivos
caracteristicos que possibilitem a manutencdo de suas unidades genéticas estruturadas,
baseados por exemplo no IBT. O homing também é uma possibilidade que favoreceria a
manutencdo de estoques geneticamente diferenciados durantes os periodos de

alimentacéo e crescimento.

O comportamento de homing ocorre quando individuos reprodutores realizam
migragédo ascendente para os afluentes onde nasceram, ou seja, estes escolhem o local de
nascimento para desovar (BATISTA; ALVES-GOMES, 2006). Este fendmeno pode,
portanto, promover estruturacdo populacional, uma vez que, embora, populagdes distintas
possam coexistir, estas se reproduziram em locais especificos, ndo aleatorios,
possibilitando a coesdo de sua estrutura genética. Um estudo realizado com a espécie P.
corruscans nas bacias do rio Paraguai e Parana encontrou uma diferenciacdo genética
entre populacbes e sugere fortemente a utilizacdo de regiGes de nascimento para
reproducdo dessa espécie (PEREIRA; FORESTI; OLIVEIRA, 2009). O comportamento
de homing também foi sugerido para Brachyplatystoma rousseauxii, a partir da analise de
diversidade genética de popula¢bes migradoras na sub-bacia do rio Solimdes, bacia
Amazonica (BATISTA; ALVES-GOMES, 2006). Ja no mecanismo de IBT, a reproducéo
ndo se relaciona com o local de nascimento, mas com a época em que os individuos de
uma mesma espécie se reproduzem (HENDRY; BERG; QUINN, 1999). Assim, peixes
migradores que habitam uma mesma area, se reproduzem em momentos diferentes, ainda
gue na mesma estacdo reprodutiva. Neste fendbmeno ocorre uma estruturacdo temporal,
ou seja, agrupamentos reprodutivos, geneticamente distintos, coexistem no mesmo
sistema hidrografico, mas realizam migracéo e desova em periodos diferentes (BRAGA-
SILVA; GALETTIJR, 2016; RIBOLLI etal., 2017). Tal comportamento diminui o fluxo
génico e aumenta a diferenciacdo entre grupos de individuos que se reproduzem em

periodos distintos, favorecendo assim a estruturacdo genética (HENDRY; BERG;
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QUINN, 1999) e a coexisténcia de populacdes geneticamente distintas no periodo néo-

reprodutivo.

A existéncia de estoques reprodutivos geneticamente diferenciados foi
documentada pela primeira vez em peixes Neotropicais na espécie P. marggravii, da
bacia do rio S& Francisco (HATANAKA; GALETTI JR., 2003). Tal padrdo de
estruturacdo populacional também foi observado em P. argenteus (HATANAKA;
HENRIQUE-SILVA; GALETTI JR, 2006) e P. costatus (BRAGA-SILVA; GALETTI
JR, 2016) na bacia do rio S&o Francisco, em B. hilarii da bacia do rio Paraguai
(SANCHES; GALETTI JR, 2007), e em P. lineatus (RUEDA et al.,, 2013) e S.
brasiliensis (RIBOLLI et al., 2017) da bacia do rio Uruguai.

Godoy (1975) ja havia observado a ocorréncia de cardumes tardios e precoces de
S. brasiliensis na sub-bacia do rio Mogi Guagu, reportando diferentes momentos de
desova, entre meses de novembro e janeiro, para esta espécie. Entretanto, nenhum estudo
genético foi realizado naquela época para uma possivel associacdo entre mecanismos
biol6gicos-comportamentais e padrdes de distribuicdo da diversidade genética e
estruturacdo populacional em peixes migradores. Portanto, é razodvel sugerirmos que a
estrutura populacional observada aqui em trés clusters, tanto na espécie L. cf. friderici
Parana quanto M. obtusidens, deva ter influéncia de algum desses mecanismos. Para
confirmacdo, no entanto, de quais mecanismos de fato estdo atuando nessas espécies,

estudos que contemplem tal abordagem devem ser realizados.

A estruturacdo genética aqui observada pode também ter sido propiciada pela
prética de repovoamento e translocagdes realizados na bacia do alto rio Parand com as
espécies desse estudo (BRITTO; SIROL; VIANNA, 2003). Essas préaticas quando
realizadas de maneira ndo controlada podem misturar individuos de origens diferentes.
Por outro lado, essa estrutura populacional ndo relacionada a area geografica pode ser
devida apenas ao curto periodo decorrido entre a implantacdo dessas barragens e o
momento de coleta, o qual foi insuficiente para promover diferencas perceptiveis nas
frequéncias alélicas das populagcfes e consequentemente evidenciar um isolamento pela

presenca de barragens nessas duas espécies.

Quando analisamos a existéncia de desvio HW dentro das sub-bacias e dentro dos
clusters, encontramos alguns locos que apresentaram desvios significativos do equilibrio

de HW. Uma parte desses locos também apresentou valores de Fis positivos e
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significativos, indicando que a endogamia pode ser um fator que contribui para tal
desequilibrio (O’CONNELL; WRIGHT, 1997).

No geral, os valores de Ho e He foram maiores para a espécie M. obtusidens do
que para L. cf. friderici Parana. Entretanto, esses valores ainda sdo0 menores que aqueles
descritos para muitas espéecies migradoras de ocorréncia nas bacias hidrograficas
brasileiras (Tabela 2.17). Dentre as espécies que apresentaram resultados de Ho e He
semelhantes aos encontrados por nos, estdo B. orbignyanus e Steindachneridion
parahybae que possuem o status em perigo, segundo a Portaria MMA 445 do Ministério
do Meio Ambiente. A outra espécie é Zungaro jahu, que apesar de ndo figurar a lista de
espécies ameacadas, teve uma intensa diminuicdo populacional no alto rio Parana ja
relatada (AGOSTINHO et al., 2003; CARRILLO-AVILA et al., 2009).

Aguiar e colaboradores (2018) discutiram o problema da baixa variabilidade
genética encontrada em fazendas de cultivo de peixes que séo utilizados em programas
de repovoamento. Ao avaliarem as principais fazendas de cultivo de Colossoma
macropomum, o tambaqui, 0s autores encontraram uma dréastica reducdo da diversidade
genética nas populagdes de cultivo em relacdo as populagdes naturais dessa espécie nativa
brasileira, amplamente cultivada. Tal resultado foi atribuido ao pequeno tamanho das
populacdes fundadoras e a auséncia de manejo adequado da reproducdo. Baixa
variabilidade genética também foi encontrada em populacdes de cativeiro de B. insignis
quando comparadas as populagdes naturais na bacia do rio Paraiba do Sul
(MATSUMOTO; HILSDORF, 2009).

Segundo Agostinho et al. (2005; 2010) atividades de repovoamento vém sendo
realizadas ha décadas na bacia do alto rio Parana. Esses programas, na maioria das vezes,
ndo levam em consideracdo a composicdo genética dos individuos em cativeiro e da
populacdo silvestre que ira receber os alevinos como fonte de repovoamento. Portanto,
ndo podemos deixar de considerar que os baixos indices de diversidade genética
observados nas populacdes desse estudo podem ser resultado de programas de
repovoamento realizados com estoque de peixes com baixa variabilidade genética. Outro
fator que pode estar associado a baixa variabilidade encontrada é a possivel fragilidade
que essas populacoes estdo enfrentando devido as alteragdes antropogénicas no héabitat
como a fragmentacéo, que reduz as populacfes e aumenta o efeito da deriva genética, a
reducdo na qualidade da agua e da quantidade de mata ciliar e a pesca excessiva
(ASHIKAGA et al., 2015; FONSECA et al., 2017). E preciso, no entanto, salientar que
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elevados valores de diversidade genética sdo essenciais para permitir que as populacdes
se adaptem as alteracGes ambientais (ALLENDORF; RYMAN, 2002; LAIKRE; PALM;

RYMAN, 2005).

Tabela 2.17 Heterozigosidades médias observadas e esperadas (Ho e He) para outras espécies de

peixes migradores. Com asterisco as espécies cujos indices foram semelhantes aos encontrados

nesse trabalho.

Bacia Ho / He

Espécie hidrografica (média) Autores
Leporins cf. friderici Parana alto rio Parand 0,465/ 0,526 Silva-Santos, 2018
Megaleporinus obtusidens alto rio Parana 0,606 / 0,683 Silva-Santos, 2018
Brycon orbignyanus™ alto rio Parand 0,350/0,574 Ashikaga et al., 2015
Megaleporinus obtusidens alto rio Parana 0,650/ 0,880 Ramos et al., 2012
Pimelodus maculatus alto rio Parana  0,718/0,851 Paiva & kalapothakis, 2008
Pochilodus corruscans alto rio Parand 0,569 /0,708 Pereira; Foresti; Oliveira, 2009
Pochilodus lineatus alto rio Parand 0,683 /0,834 Ferreira et al., 2017
Salminus hilarii alto rio Parand 0,946 / 0,904 Silvaetal., 2015
Salminus hilarii alto rio Parand 0,663 /0,785 Nunes, 2015
Brycon insignis Paraiba do Sul  0,850/0,780 Matsumoto; Hilsdorf, 2009
Steindachneridion parahybae* Paraiba do Sul 0,470/0,429 Fonseca et al., 2017
Colossoma macropomum Amazonica 0,677/0,714 Santos; Hrbek; Farias, 2018
Colossoma macropomum Amazbnica  0,690/0,770 Aguiar et al., 2018
Prochilodus nigricans* Amazonica 0,602 /0,650 Lopes, 2018
Pseudoplattystoma punctifer* Amazbnica 0,514 /0,592 Saulo-Machado et al., 2011
Brycon orthotaenia Séo Francisco 0,683 /0,706 Sanches et al., 2012
Conorhynchos conirostris Sao Francisco 0,780/ 0,760 Carvalho; Beheregaray, 2018
Prochilodus argenteus Séo Francisco 0,669 /0,726 Barbosa et al., 2006
Prochilodus argenteus Sao Francisco  0,821/0,785 Barbosa et al., 2008
Prochilodus argenteus Sao Francisco 0,645/0,700 Sanches et al., 2012
Pochilodus costatus™ Séo Francisco 0,466 /0,656  Carvalho-Costa; Hatanaka; Galetti Jr., 2008
Megaleporinus macrocephalus* Paraguai 0,467 /0,832 Morelli et al., 2007
Pseudoplatystoma reticulatum* Paraguai 0,338/0,498 Abreu et al., 2009
Zungaro jahu* Paraguai 0,585 /0,659 Carrillo-Avila et al., 2009
Pimelodus maculatu Uruguai 0,777/0,871 Ribolli; Melo; Zaniboni-Filho, 2012
Prochilodus lineatus Uruguai 0,710/0,786 Rueda et al., 2013
Salminus brasiliensis Uruguai 0,827/0,827 Ribolli et al., 2017
Salminus brasiliensis Uruguai 0,850/0,844 Ribolli et al., 2018
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Em locos seletivamente neutros, o numero de alelos e a frequéncia da distribuicéo
dos mesmos em populac¢des naturais sdo resultados do equilibrio entre mutacGes e deriva
genética (LUIKART; CORNUET, 1998). Quando ocorre um bottleneck em uma
populacdo e o tamanho efetivo populacional é significativamente reduzido, acontece
também uma reducdo entre o nimero de alelos e a heterozigosidade (CORNUET;
LUIKART, 1996). Nossos resultados ndo apontam para a ocorréncia de uma reducéao
populacional recente e significativa em L. cf. friderici Parana e M. obtusidens. A usina
hidrelétrica mais antiga, dentro da nossa amostragem ¢ a UHE Barra Bonita, no rio Tieté,
inaugurada em 1964. Assumindo dois anos como a idade de maturacdo para as espécies
(AGOSTINHO et al., 2003), sdo aproximadamente 25 geracGes para 0 comeco das
interrupgdes do fluxo migratério. Para alguns autores, esse parece ndo ser um tempo
suficiente para que os peixes migradores reflitam uma assinatura de mudancas
demogréficas utilizando dados moleculares (SILVA et al., 2015; CHENG et al., 2013).

Estudos anteriores com microssatélites em P. lineatus também ndo encontraram
sinais de ocorréncia de bottleneck no alto rio Parana (FERREIRA et al., 2017). Dados de
RFLP do DNAmt tampouco os detectaram (GARCEZ et al., 2011). Por outro lado,
Ashikaga et al. (2015) reportaram a ocorréncia de reducdo populacional em B.
orbignyanus em regiGes com impacto de agdes antropogénicas devido a urbanizacao.
Entretanto, estes estudos consideram pontos amostrais ou sub-bacias hidrograficas como
populacdes genéticas, 0 que nem sempre ocorre. No nosso estudo, tais analises foram

realizadas considerando-se os clusters genéticos identificados.

2.6 Consideracdes finais

A estrutura populacional para L. cf. friderici Parana e M. obtusidens indicam que
historicamente (DNAMt) essas espécies apresentam uma Unica populacdo genética na
bacia do alto rio Parana, embora uma subestruturacao tenha sido detectada em ambas as
espécies, entre algumas sub-bacias. Os dados de microssatélites ndo evidenciaram
estruturagdo populacional relacionada a area geografica ocupada pelas espécies. Apesar
disso, foram detectados trés clusters genéticos presentes em todas as sub-bacias
estudadas. Esses clusters podem estar relacionados aos diferentes aspectos bioldgicos-
comportamentais (homing, IBT e shoaling) e também as praticas de repovoamento e

translocagOes ndo monitorados dentro da bacia.
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No que concerne a diversidade genética, as duas espécies apresentam alta
diversidade historicamente relacionada a biologia das espécies (comportamento
migratorio) e aos aspectos demograficos historicos, como expansdo populacional. As
analises com os dados de microssatélites mostraram indices de diversidade genética
menores do que aqueles encontrados para outras espécies de peixes migradores da bacia
do alto rio Parand. Essa baixa diversidade genética pode ser um eventual reflexo negativo
da realizagdo de programas de repovoamento na regido. Além disso, a perda de hébitat e
a reducdo da migracdo causadas pelos barramentos sdo fatores que também podem

contribuir para diminuicdo da diversidade genética das populacdes aqui estudadas.

Considerando que a legislacdo brasileira de protecdo da fauna aquética tem o
repovoamento como uma medida de mitigacdo para os impactos dos barramentos, o
conhecimento gerado no presente trabalho sobre a estrutura e diversidade genética de L.
cf. friderici e M. obtusidens, pode ser considerado em futuros programas que visem

conservar essas espécies na bacia do alto rio Parana.
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2. 8 Material suplementar 2
2.8.1 Protocolos

Protocolo S2.1 Protocolo de extracdo de DNA segundo 0 método Aljanabi & Martinez.

(1997). com algumas alteracdes:

O DNA das amostras das duas espécies e Leporinus cf. friderici Parana e
Megaleporinus obtusidens foi extraido a partir de fragmentos de nadadeira que estavam

fixados em alcool 100%.

Um pedago de nadadeira de aproximadamente 3mm de comprimento de cada um dos

individuos foi colocado em microtubos individuais de volume de 1,5ml identificados;

. A essas amostras foram adicionados 450ul de solugdo tampao salino pH= 8.0 (NaCl:
0.4mol/l; TrisHCI 10mmol/l e EDTA 2mmol/l); 40ul de SDS 10% e 8ul de Proteinase K

na concentracao de 20mg/ml;
Essa mistura foi agitada em vortex por 10 segundos;

. Apés a agitacdo. as amostras foram incubadas a 55°C por aproximadamente 5 horas ou

até a total digestao do tecido;

. Ap0s a digestao foram adicionados 300ul de NaCl2 a 6M e as amostras foram agitadas

por 30 segundos;

. A mistura de material digerido com tampéo salino, SDS e Proteinase K e NaCl, foi

centrifugada por 30 minutos a 12.000 rpm em microcentrifuga;

Posterior a centrifugacdo, o sobrenadante de cada uma das amostras foi transferido para

novos microtubos devidamente identificados;

. Ao sobrenadante nos novos microtubos foram adicionados o dobro de volume de

isopropanol gelado;

Essa mistura foi agitada cuidadosamente e posteriormente incubada no freezer a -20°C

por pelo menos 2h;
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Posteriormente a incubacéo no freezer, a mistura foi centrifugada por 30 min a 12.000

rpm em microcentrifuga;

Apobs a centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado no fundo do tubo

foi lavado com 500ul de etanol 70%;

Essa mistura foi centrifugada por 5 minutos a 12.000 rpm em microcentrifuga;
O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500ul de etanol 100%;
Essa mistura foi centrifugada por 5 minutos a 12.000 rpm em microcentrifuga;

Apos a centrifugacdo, verteu-se o sobrenadante e em seguida o microtubo com o pellet

de DNA foi acondicionado em estufa a 37°C por aproximadamente 1 hora;
Ap0s a secagem do pellet de DNA foram adicionados 80ul de d4gua Milli-Q autoclavada;

O DNA foi estocado em freezer a -20°C.

Protocolo S2.2 Protocolo de purificacdo de DNA segundo o método de Kusukawa et

al. (1990) com algumas alteracdes:

Em um microtubo de 200ul. uma solu¢do de PEG/Glicogénio azul foi adicionada. em
igual volume as amostras que seriam purificadas;

Essa mistura foi homogeneizada e incubada em banho seco a 37°C por vinte minutos;
Passados os vinte minutos, a solucéo foi centrifugada durante oito minutos a 13.000 rpm;
Apos a centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 125uL de
etanol 80% gelado e novamente centrifugado por quatro minutos em igual rotacdo a
centrifugacgéo anterior;

O sobrenadante mais uma vez foi descartado e foram adicionados ao pellet 125uL de
etanol 80% gelado. Essa mistura foi centrifugada por dez minutos a 13.000 rpm;

O sobrenadante foi secado a 37°C por cerca de 40 minutos. Apds a secagem o pellet foi

suspendido novamente com 10 pL de agua miliQ.
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2.8.2 Tabelas

Tabela S2.1 Informagdes dos locos de microssatélites que foram utilizados em Leporinus cf. friderici Parand e Megaleporinus obtusidens. Os dados fornecidos
sdo referentes ao nome do primer, o motif de repeticdo em cada espécie, as sequéncias forward (F) e reverse (R) de cada loco, com destaque em negrito para a
cauda M13 adicionada e a temperatura de anelamento dos primers em cada espécie. Os locos denominados Lobt e Lolar foram desenvolvidos para Megaleporinus
obtusidens (OLIVEIRA. 2012; 2015; VILLANOVA. 2015, respectivamente) e os locos Lmac foram desenvolvidos para Megaleporinus macrocephalus
(MOREIRA. 2007). *Locos cujo motif de repeti¢cdo apresentou diferenca do motif original descrito nos artigos.

Loco Motif descrito Motif em Leporinus Motif em Megaleporinus Sequéncias dos primers
originalmente cf. friderici Parana obtusidens (5'-3)

Lobt 01 (GACA), (GACA)s (GACA)1o F: CGGAAACACTGCGGAG
R: TGTAAAACGACGGCCAGTAATTATAGGAACCGTCTGG

Lobt 06 (GACA), (GGAT)s* (GACA)s F: TGTAAAACGACGGCCAGTAGTGCGTTCGTGAAATGTAGTG
R: TCAGTCCATCTGTGCTTCAGTT

Lobt 08 (Gﬁom (TO)12* (TC)s2 * F: TGTAAAACGACGGCCAGTCTATCCACCACTGCCTTGAC
R: GGCTTATTTCACTCTCTACTC

Lobt 09 (GATA)14 N&o amplificado (GATA)14 F: TGTAAAACGACGGCCAGTTCTGCATGACTAGGTGTTTG
R:CTCTACCACCTCTGACTATACA

Lolar 5 (ATCC)s (ATCC)s (ATCC)o F: TGTAAAACGACGGCCAGTAACCTCCATCTGACACCCATA
R: GGGACAAAGCGGAGGATAAT

Lolar 8 (ATCTMQ N&o amplificado (ATCT)13 F: TGTAAAACGACGGCCAGTCTCACGTTCCCTCTCTCACG

R: CGGGCCAAAAACAGAGATAG
Lolar 15 (TTCA); Nao sequenciado (TTCA)7 F: TGTAAAACGACGGCCAGTCCTCCCACCTCTACCCTTTC



Lmac 02

Lmac 05

Lmac 06

Lmac 07

Lmac 08

(TG)28(AG)10

(CT)14

(CA)17

(TC)17

(TC)23

(TG)s*

(CT)2s

(CA)u

(TC)s

N&o amplificado

N&o amplificado

(CT)1a

(CA);

(TC)1r

(TC)a2
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R: GCAGAGGCAGAGTCAGCAG

F: TGTAAAACGACGGCCAGTACTTCCCTCCCTAATCTGTG
R: AGGGTGTAAGATGTATGAAG
F:CGTGTGCTTCTGTTTGTGTG

R: TGTAAAACGACGGCCAGTGGCTGAAGTATGAGAGGTAAG
F: TGTAAAACGACGGCCAGTCTCTACTTCACTTTTACAGCAG
R: CCCGAGCCGCGTCACACTTC

F: TGTAAAACGACGGCCAGTGTGGGAACATTTGGGATTAT
R: CAGAAGAGAGGGCGAGAGGG

F: TGTAAAACGACGGCCAGTCCATTTCTGTCTTACCTTTG

R: CTTCGGGAGTTGACAGCACC
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Tabela S2.2 Informacdes dos locos de microssatélites que foram utilizados em Leporinus cf. friderici Parana e Megaleporinus obtusidens. Os dados fornecidos

sdo referentes ao nome do primer, o fluoréforo utilizado na amplificacdo de cada loco para cada espécie. Informacdes sobre quais locos foram amplificados em

cada espécie, temperatura de anelamento e o tamanho dos fragmentos amplificados.

Fluordéforo utilizado em
Leporinus cf. friderici

Amplificado em Leporinus cf.

Amplificado em

Temperatura de anelamento
(°C) em Leporinus cf.

Tamanho do fragmento em
Leporinus cf. friderici

Loco Parana / Megaleporinus friderici Parana Megaleporinus friderici Parané/ Paranad/ Megaleporinus
obtusidens obtusidens Megaleporinus obtusidens obtusidens
Lobt 01 VIC/ FAM X X 58/ 58 130-174/ 127-151
Lobt 06 HEX/ FAM X X 58/ 60 209-221/ 205-229
Lobt 08 VIC/ NED X X 56/ 56 140-168/ 153-173
Lobt 09 NED nao amplificado X 57 191-287
Lolar 5 PET/ PET X X 58 156-188/
Lolar 8 FAM nao amplificado X 58 141-185
Lolar 15 FAM/ FAM X X 63/ 63 193-229/ 210-258
Lmac 02 VIC X nao amplificado 57 226-238
Lmac 05 NED/ NED X X 58/ 56 252-276/ 225-231
Lmac 06 VIC/ VIC X X 56/ 56 125-129/ 127-167
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Lmac 07 FAM/ FAM X X 60/ 60 133-137/ 150-166

Lmac 08 VIC ndo amplificado X 57 206-278

Tabela S2.3 Posicao dos nucleotideos polimorficos para os quarenta haplotipos de D-loop identificados para a espécie Leporinus cf. friderici Parana. Os nimeros

correspondem aos sitios polimorficos.

90 226 236 203 247 252 346 268 379 391 452 453 559
H1 C A T C C C T T A A G G G
H2 . . . . T . . Cc
H3 . . A . T . . . . . .
H4 . . . . . . . . . . A
H5
H6 . . . .
H7 . . . . T . . . . . . .
H8 . . . . . . . . . . A
H9 . . A . T .
H10 . . . . T . . . . . . A
H11 T . . . . . . . . . . A
H12 . . . . .
H13 . . A . T

H14 . . . . . . . . . . . A
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H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
H34
H35
H36
H37
H38
H39
H40

G G G G

- <

-+

=
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Tabela S2.4 Parametros de variagdo genética para a espécie Leporinus cf. friderici Parand, baseados nas sub-bacias amostradas em sete locos de microssatélites.

Mogi Guagu
(pontos 1 e 4)
Lobt01 Lobt06 Lmac 02 Lmac 06 Lmac07 Lolar5 Lolar15  Média
N 7 6 6 7 7 7 7 6,714
A 3 3 4 3 2 2 2 2,714
Ae 2,177 1,945 3,272 1,555 1,960 1,507 1,324 1,963
Ho 0,428 0,333 1,000 0,142 0,571 0,428 0,000 0,415
He 0,540 0,486 0,694 0,357 0,489 0,336 0,244 0,450
Fis 0,280 0,394  -0,364 0,647 -0,091 -0,200 1,00 0,137
PL 0,2866  0,2750 1,000 0,0911 0,8598 1,000 0,0670 0,1152
Ps 0,9116  0,9679 0,1804 1,000 0,7089 0,7616 1,000 0,8964
Penw 0,6272  0,5156 1,000 0,0768 1,000 1,000 0,0769 -
Ra 2,400 2,409 3,311 2,121 1,990 1,846 1,692 1,989
Mogi Guagu
(pontos 2 e 3)
Lobt01 Lobt06 Lmac 02 Lmac 06 Lmac07 Lolar5 Lolar15 Média
N 14 11 14 14 12 14 14 13,286
A 6 2 2 7 3 5 4 2,301
Ae 4,454 2 1,773 5,369 1,811 1,587 2,703 3,097
Ho 0,785 0,454 0,5 0,25 0,5 0,357 0,285 0,448
He 0,775 0,5 0,436 0,447 0,436 0,369 0,630 0,514
Fis 0,024 0,138  -0,110 0,476 -0,110 0,071 0,572 0,235
PL 0,5402 0,5598 0,8518 0,0473 0,8277 0,4625 0,0036 0,0170
Ps 0,7464 0,8652 0,6018 0,9964 0,6018 0,8929 1,000 0,9839
Penw 0,2303 1,000 1,000 0,0289 1,000 0,3776  0,0024* -
Ra 3,742 1,988 1,928 2,244 1,928 2,206 2,839 2,410



Grande
Lobt01 Lobt06 Lmac 02 Lmac 06 Lmac07 Lolar5 Lolar1l5  Média
N 13 12 11 13 10 11 12 12
A 4 3 6 2 4 5 10 3,286
Ae 2,793 1,986 55 1,742 2,298 2,326 7,578 2,053
Ho 0,769 0,5 0,454 0,615 0,6 0,636 0,666 0,561
He 0,642 0,4965 0,818 0,426 0,565 0,570 0,868 0,494
Fis -0,159 0,036  -0,200 0,172 -0,412 -0,009 -0,069 0,063
PL 0,8670  0,5170 1,000 0,5357 1,000 0,6411 0,7500 0,8464
Ps 0,3250 0,6661 0,4402 0,9098 0,1920 0,6482 0,5170 0,1554
Penw 0,5504 0,4717 1,000 0,5228 0,2442 0,0834 1,000 -
Ra 2,840 2,190 2,158 1,832 1,919 2,691 2,710 2,334
Turvo
Lobt01 Lobt06 Lmac 02 Lmac 06 Lmac07 Lolar5 Lolar15 Média
N 20 18 17 19 17 17 20 18,14
A 6 3 9 3 5 4 12 4,143
Ae 4,102 2,196 4,551 1,52 2,875 2,321 6,504 2,54
Ho 0,65 0,666 0,705 0,315 0,705 0,235 0,65 0,539
He 0,756 0,544 0,780 0,342 0,652 0,569 0,846 0,575
Fis 0,166 -0,196 0,200 -0,231 0,104 -0,052 0,606* 0,120
PL 0,1205  0,8759 0,1938 0,9455 0,5107 0,7509 0,0009 0,0982
Ps 0,9598 0,2509 0,9241 0,1473 0,8420 0,4821 1,000 0,9027
Penw 0,4657 0,8071 0,0511 0,3190 0,6040 0,4068  0,0022* -
Ra 3,616 2,275 2,777 2,464 1,891 3,096 2,601 2,674
Claro
Lobt01 Lobt06 Lmac 02 Lmac 06 Lmac07 Lolar5 Lolar15 Média
N 9 9 3 7 4 4 7 6,286
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A 3 2 2 2 3 2 6 2,286
Ae 2,417 1,905 2 1,689 1,684 1,28 4,083 1,709
Ho 0,888 0,777 0,333 0,571 0,500 0,250 0,428 0,546
He 0,586 0,475 0,5 0,408 0,406 0,218 0,755 0,478
Fis -0,471 -0,600 0,000 -0,273 -0,333 -0,091 0,000 -0,294
PL 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Ps 0,0598 0,1464 1,000 0,6223 0,5402 0,8536 1,000 0,0036
Penw 0,2764  0,1765 - 1,000 1,000 1,000 - -
Ra 2,636 1,975 2,000 1,885 1,930 2,500 1,750 2,096
Verdinho

Lobt01 Lobt06 Lmac 02 Lmac 06 Lmac07 Lolar5 Lolar15 Média
N 10 9 8 10 7 8 10 8,77
A 3 2 7 2 3 2 9 2,571
Ae 2,816 1,384 3,368 1,6 1,555 1,438 6,25 1,877
Ho 0,7 0,333 0,375 0,1 0,142 0,375 0,5 0,397
He 0,645 0,277 0,703 0,375 0,357 0,304 0,84 0,434
Fis -0,033 -0,143  -0,313 0,308 0,757 0,647 -0,167 0,260
PL 0,6714 1,000  0,9000 0,2982 0,0652 0,0839 1,000 0,1071
Ps 0,6009 0,8304 10,2098 0,9250 1,000 1,000 0,7893 0,8973
Penw 0,5002 1,000  0,2802 0,4399 0,0464*  0,0767 1,000 -
Ra 2,781 1,730 2,255 2,417 1,871 2,121 1,786 2,137

Tieté

Lobt01 Lobt06 Lmac 02 Lmac 06 Lmac07 Lolar5 Lolar15 Média
N 15 14 12 15 11 14 15 13,66
A 9 2 8 2 5 7 9 4,571
Ae 4,736 1,773 6,545 1,8 2,283 2,947 5,769 2,553
Ho 0,466 0,357 0,333 0,266 0,545 0,357 0,6 0,439
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He 0,788 0,436 0,847 0,444 0,561 0,660 0,826 0,651
Fis 0,437* 0,217 -0,145 0,157 0,429 0,077 0,488 0,316*
PL 0,0009 0,4295 0,8482 0,3804 0,1411 0,4902 0,0027 0,0009
Ps 1,000 0,9196 0,3580 0,8955 0,9884 0,8536 1,000 1,000
Penw 0,0022* 0,5546 0,9108 0,5952 0,2325 0,0887  0,0039* -
Ra 3,961 1,928 2,797 2,067 1,934 2,922 3,289 2,699
Parana

Lobt01 Lobt06 Lmac 02 Lmac 06 Lmac 07 Lolar5 Lolar1l5 Meédia
N 31 27 22 31 24 31 24 28,571
A 5 4 8 3 5 7 11 4,714
Ae 2,753 2,401 3,532 1,422 1,939 3,798 7,629 2,370
Ho 0,516 0,555 0,409 0,225 0,416 0,354 0,416 0,443
He 0,636 0,583 0,716 0,297 0,484 0,736 0,868 0,617
Fis 0,205 0,067 -0,013 0,102 0,255 0,161 0,530*  0,289*
PL 0,0607 0,4054 0,6000 0,3116 0,1652 0,1920 0,0009 0,0009
Ps 0,9750 0,7429 0,5607 0,8170 0,9661 0,9161 1,000 1,000
Perw 0,3125 0,0998 0,7548 0,0927 0,2919  0,0478* 0,0000* -
Ra 2,791 2,473 2,300 2,493 1,766 2,408 3,538 2,538

N = namero de individuos analisados, A = nimero de alelos, Ae = nimero de alelos efetivos, Ho = heterozigosidade observada, He = Heterozigosidade esperada,

Fis = coeficiente de endocruzamento, P_ = p Larger, Ps= p Smaller, Perw = valores de p para os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, Ra = riqueza alélica

e PIC = conteudo de informagdo polimorfica. O nivel de significancia dos valores de Fis para o p < 0,00089. * Valores significativos (nivel de significancia
p<0,05). **Valores significativos apds corre¢do de Bonferroni.
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Tabela S2.5 Posi¢do dos nucleotideos polimérficos para os dezoito haplotipos de D-loop identificados para a espécie Megaleporinus obtusidens. Os nimeros

correspondem aos sitios polimorficos.

39 81 201 241 251 253 290 292 632 642 662 664 666 750 932
H1 G C T T T C T A C T G A T G G
H2 . . . C T . A G .
H3 . . . . T C A .
H4 . . Cc Cc T A G
H5 . T C C T . A G
H6 . . . . T Cc . A G
H7 . . C C T T A G
H8 A . Cc T T A G
H9 . . C . A
H10 . . . T A G .
H11l . . Cc T A A
H12 . T A .
H13 C T A G A
H14 Cc Cc T . A G C
H15 C . T C A .
H16 Cc Cc T . A G
H17 C T T . A G
H18 C T C A G




Tabela S2.6 Parametros de variacdo genética para a espécie Megaleporinus obtusidens Parana baseados nas sub-bacias amostradas.

Mogi Guagu
(pontos 1 e 4)
Lobt01 Lobt06 Lobt08 Lmac 05 Lmac 06 Lmac 07 Lmac0O8 Lolar5 Lolar8 Lolarl5 Média

N 22 24 23 25 19 24 25 23 20 23 22,8
A 7 7 11 4 9 8 16 7 3 8 8
Ae 3872 2,946 6,33533 1,899 4,323 4,347 6,983 3,102 1,965 1,790 3,756
Ho 0,545 0458 0,739 0,52 0,421 0,875 0,56 0,608 0,45 0,304 0,548
He 0,741 0,660 0,842 0,473 0,768 0,769 0,856 0,677 0,491 0,441 0,672
Fis 0,286 0,325 0,144 -0,078 0,473* -0,115  0,364* 0,124 0,109 0,330 0,207*
PL 0,0125 0,0092 0,0825 0,7592 0,0008 0,9458 0,0008 0,2083 0,3575 0,0150 0,0008
Ps 0,9983 10,9983 0,9742 0,4242 1,000 0,1708 1,000 0,9175 0,8475 1,000 1,000
Penw  0,0079* 0,0050* 0,2317 1,000 0,0006* 0,8406 0,0000* 0,2646 0,0497* 0,0353* -
Ra 6,061 5074 8,542 2,880 7,320 6,720 11,063 5,556 2,993 5,380 6,158

Mogi Guagu

(pontos 2 e 3)

Lobt 01 Lobt06 Lobt08 Lmac 05 Lmac 06 Lmac07 Lmac08 Lolar5 Lolar8 Lolar1l5 Média

N 14 14 15 15 15 14 15 14 14 15 14,5
A 6 4 7 2 11 8 16 5 3 7 6,9
Ae 4,784 3531 4,411 1,8 6,081 2,992 9,375 2,861 1,446 2,5 3,978
Ho 0,785 0,642 0,533 0,533 0,6 0,785 0,8 0,642 0,214 0,333 0,587
He 0,790 0,716 0,773 0,444 0,835 0,665 0,893 0,650 0,308 0,6 0,667
Fis 0,043 0,140 0,341 -0,167 0,313 -0,144 0,138 0,049 0,339 0,472 0,156
Pc 0,4875 0,2800 0,0133 0,8892 0,0108 0,9433 0,0892 0,5100 0,558 0,0050 0,0017
Ps 0,7733 0,8742 10,9983 0,4925 0,9967 0,2742 0,9842 0,7183  0,9917 1,000 0,9992
Pesw  0,8273 0,4861 0,0101* 1,000 0,0130* 0,7317 0,021 0,8096  0,1521 0,0010* -
Ra 5779 3,999 6,186 2,000 9,319 6,927 13,124 4,706 2,954 6,071 6,106
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Turvo

Lobt 01 Lobt06 Lobt08 Lmac 05 Lmac 06 Lmac 07 Lmac08 Lolar5 Lolar8 Lolar1l5 Média
N 27 27 27 27 25 27 25 26 27 27 26,5
A 5 5 9 3 15 7 23 6 11 6 9
Ae 3,767 2,870 6,877 2,073 5,681 3,691 17,361 2,828 3,709 1,312 5,017
Ho 0,518 05592 0,814 0,518 0,92 0,740 0,6 0,653 0,592 0,222 0,617
He 0,734 0,651 0,854 0,517 0,824 0,729 0,942 0,646 0,730 0,237 0,686
Fis 0,311 0,109 0,065 0,018 -0,096 0,003 0,381* 0,008 0,207 0,085 0,120*
PL 0,0100 0,2400 0,2550 0,5550 0,9583 0,5558 0,0008 0,5708 0,0200 0,3625 0,0008
Ps 0,9992 0,8833 0,8792 0,5992 0,1792 0,6492 1,000 0,6225 0,9975 0,9108 1,000
Penw  0,0971 04152 0,5088 1,000 0,4721 0,2173 0,0000* 0,6146 0,0003* 0,3633 -
Ra 4,780 4,280 7,746 2,407 9,348 6,128 15,181 4,489 7,946 3,430 6,573

Tieté

Lobt 01 Lobt06 Lobt08 Lmac 05 Lmac 06 Lmac 07 Lmac08 Lolar5 Lolar8 Lolar1l5 Média
N 29 29 27 29 23 29 28 27 24 28 27,3
A 7 4 9 3 12 7 17 6 9 10 8,4
Ae 4,805 2506 7,043 2,073 7,503 6,444 9,333 3,082 2,543 2 4,733
Ho 0,586 0,655 0,703 0,724 0,608 0,896 0,571 0,703 0,541 0,464 0,645
He 0,791 0,601 0,858 0,517 0,866 0,844 0,892 0,675 0,606 0,5 0,715
Fis 0,276 -0,073 0,198 -0,384 0,318 -0,044  0,376*  -0,023 0,128 0,089 0,117*
PL 0,0042 0,7967 0,0133 0,9883 0,0017 0,7842  0,0008 0,6683 0,1642 0,2692 0,0008
Ps 0,9992 0,3608 0,9975 0,0250 1,000 0,4158 1,000 0,5342  0,9508 0,9008 1,000
Penw  0,0206* 0,8213 0,0927 0,0469* 0,0000* 0,4586 0,0000* 0,2341 0,0046* 0,1599 -
Ra 6,136 3,762 8,224 2,619 9,183 6,773 11,150 5,173 6,479 5,889 6,538

Paranapanema
Lobt01 Lobt06 Lobt08 Lmac 05 Lmac 06 Lmac 07 Lmac0O8 Lolar5 Lolar8 Lolarl5 Média
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N 13 13 13 13 11 13 13 13 11 13 12,6
A 6 6 6 3 8 5 14 5 8 3 6,4
Ae 3,673 2,793 3,448 2 5,261 3,840 10,903 2,541 4,4 1,609 4,047
Ho 0,692 0,692 0,231 0,461 0,545 0,692 0,461 0,461 0,818 0,461 0,551
He 0,727 0,642 0,711 0,5 0,809 0,739 0,908 0,606 0,772 0,378 0,679
Fis 0,089 -0,038 0,696* 0,117 0,368 0,104  0,522* 0,276 -0,011  -0,180 0,228*
PL 0,3767 0,7225 0,0008 0,4592 0,0108 0,3492 0,0008 0,317 0,6958 1,000 0,0008
Ps 0,8542 0,5450 1,000 0,7942 0,9992 0,8308 1,000 0,9525 0,6742 0,4825 1,000
Penw  0,1272 0,8415 0,0001* 1,000 0,0191* 0,1015 0,0000* 0,4061 0,2538 1,000 -
Ra 5691 5,655 5,926 2,846 8,000 4,995 12,863 4,674 8,000 2,981 6,163
Parana

Lobt 01 Lobt06 Lobt08 Lmac 05 Lmac 06 Lmac 07 Lmac08 Lolar5 Lolar8 Lolarl5 Média
N 12 12 12 12 12 12 11 12 11 12 11,8
A 6 5 8 2 9 5 12 6 6 7 6,6
Ae 3,348 2,285 5,236 1,384 5,236 2,851 9,68 3,348 2,574 3,272 3,921
Ho 0,583 0,75 0,833 0,333 0,666 0,583 0,636 0,5 0,272 0,5 0,565
He 0,701 0,562 0,809 0,277 0,809 0,649 0,896 0,701 0,611 0,694 0,671
Fis 0,210 -0,294 0,013 -0,158 0,218 0,144 0,333 0,327 0,586 0,320 0,200*
PL 0,1408 1,000 0,5917 1,000 0,0867 0,2875 0,0060 0,0533 0,0017 0,0308 0,0008
Ps 0,9675 0,0858 0,7200 0,7317 0,9767 0,9108 1,000 0,9925 1,000 0,9942 1,000
Penw  0,3330 10,8706 10,6663 1,000 0,0446* 0,5067 0,0017* 0,0239* 0,0014* 0,0255* -
Ra 5830 4,833 7,746 2,000 8,580 4,993 12,000 5,830 6,000 6,746 6,455

N = namero de individuos analisados, A = nimero de alelos, Ae = nimero de alelos efetivos, Ho = heterozigosidade observada, He = Heterozigosidade esperada,

Fis = coeficiente de endocruzamento, P = p Larger, Ps=p Smaller, Penw = valores de p para os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, Ra = riqueza alélica

e PIC = conteldo de informagdo polimorfica. O nivel de significancia dos valores de Fis para o p < 0,00167. *Valores significativos (nivel de significancia

p<0,05). **Valores significativos apds corre¢do de Bonferroni.
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2.8.3 Figuras

A L(K) (mean +- SD) B DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

—2500
—2600
-2700

—-2800

Mean of est. Ln prob of data

—2900

-3000

Figura S2.1 A) Estimativas de [LnP(D)] versus o numero de populagdes (K) analisadas através do programa STRUCTURE para a espécie Leporinus cf. friderici
Paranda. B) Estimativa do nimero de populagdes de acordo com o método de Evanno et al. (2005). C) Probabilidade de atribuicdo dos individuos para um K =
3. Figura gerada pelo programa CLUMPAK a partir de média (LnProb) = -2529,567 e média (similarity score) = 0,934.



150

0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

130
138
142

O
<
—

O | 0| N
[ToRRToNN{e}
||

Lobt01

O
[{e]
—

o
~
—

174

Al
o]
—

[o2]
o
N

o™~
|
AN AN

Lobt06

—
N
N

©
N
N

[ee]
N
N

Frequéncias alélicas

O N WO 0| 0 WM~ O
NIV N MO TN NN M
N N|/N /NN A A

Lmac02 Lmac06

™
[32]
—

| N~
(3PN ep]
— |

Lmac07

(2]
[32]
—

O
Yo}
i

o
[{e]
—

[o0]
[{e]
—i

| ©
~ |~
— |-

Lolar05

o
(*e]
—

[e 9}
o]
—

192
193

~
(2]
—

—
o
N

Lo |~
o |-
NN

Lolarl5

—
N
N

N
N

229

Figura S2.2 Grafico da distribuicdo das frequéncias alélicas, por loco analisado, na espécie Leporinus cf. friderici Parana.
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A L(K) (mean +- SD) B Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K])
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Figura S2.3 A) Estimativas de [LnP(D)] versus o nimero de populacfes (K) analisadas através do programa STRUCTURE para a espécie Megaleporinus
obtusidens. B) Estimativa do nimero de populagdes de acordo com o método de Evanno et al. (2005). C) Probabilidade de atribui¢do dos individuos para um K
= 2. Figura gerada pelo programa CLUMPAK a partir de média (LnProb) = -4845,267 e média (similarity score) = 0,984.
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Figura S2.4 Graficos da distribuicdo das frequéncias alélicas, por loco analisado na espécie Megaleporinus obtusidens.



