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RESUMO

Ambientes cérsticos isolados, como furnas, oferecem condicdes naturais ideais para investigar
os efeitos do isolamento ecoldgico sobre a biodiversidade e os padrfes evolutivos de espécies
dulcicolas. Nesta tese, investigamos a ictiofauna das formacdes do Parque Estadual de Vila
Velha (PEVV), sul do Brasil, com foco especial na espécie Psalidodon fasciatus, integrando
dados de DNA ambiental, gendmica e citogenética. Por meio do metabarcoding de eDNA,
identificamos uma baixa diversidade taxondmica nas furnas em comparacdo com habitats
I6ticos da Bacia do Rio Tibagi, evidenciando o isolamento desses sistemas. Analises gendmicas
com SNPs e genomas mitocondriais revelaram uma estrutura genética marcante na populacao
isolada da furna, refletindo auséncia de fluxo génico e divergéncia evolutiva iniciada no
Pleistoceno. A investigacdo citogenética, por sua vez, demonstrou variagfes significativas na
distribuicdo de elementos repetitivos como retrotransposons entre populagdes isoladas e
conectadas. Esses resultados destacam o papel dos sistemas carsticos na formacao de linhagens
geneticamente distintas, contribuindo para o entendimento dos mecanismos de diversificacdo

em ambientes subterraneos neotropicais.

Palavras-chave: Ecosistema carstico; peixes; DNA ambiental; genética populacional;

citogenética; isolamento geografico; biodiversidade neotropical.



ABSTRACT

Isolated karstic environments, such as sinkholes, provide ideal natural settings to investigate
the ecological and evolutionary consequences of isolation on freshwater fish biodiversity. In
this thesis, we examined the ichthyofauna of these formations in Vila VVelha State Park (VVSP),
southern Brazil, with a particular focus on Psalidodon fasciatus, using an integrated approach
that combines environmental DNA, genomics, and cytogenetics. eDNA metabarcoding
revealed low taxonomic diversity within sinkholes compared to riverine habitats of the Tibagi
River Basin, underscoring the ecological isolation of these systems. Genomic analyses based
on SNPs and mitochondrial genomes uncovered strong genetic structure and long-term
divergence in the sinkhole population, with no evidence of gene flow and divergence beginning
in the Pleistocene. Cytogenetic mapping of repetitive elements and satellite DNAs further
revealed distinct chromosomal patterns between isolated and connected populations.
Collectively, these findings highlight the role of karst systems in shaping genetically distinct
lineages and contribute to our understanding of diversification mechanisms in Neotropical

subterranean environments.

Keywords: karst ecosystems; fish; environmental DNA; population genetics; cytogenetics;

geographic isolation; neotropical biodiversity.
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APRESENTACAO DA TESE

Atualmente, os estudos voltados as dindmicas evolutivas, com énfase na genética, ecologia e
comportamento de populacGes de peixes com algum grau de isolamento, tém ganhado destaque.
Espécies trogldbias tém chamado a atencdo por habitarem ambientes extremamente especificos

e, além disso, por poderem ser utilizadas como espécies modelo.

A ictiofauna de furnas ou dolinas, embora ocorra em ambientes com incidéncia de luz, esta
presente em sistemas fechados e ainda é pouco estudada em nivel mundial. Nesta tese,
utilizamos o modelo das furnas do Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), localizado na bacia
do rio Tibagi, municipio de Ponta Grossa, Parana, para investigar como essa condicao ecoldgica

influencia a estrutura populacional de Psalidodon fasciatus, especialmente na Furna 2.

O contetdo da presente tese foi organizado em uma introducdo e trés capitulos, visando
aprofundar e facilitar a discussdo dos temas abordados: O Capitulo 1 apresenta um inventério
das espécies da bacia do rio Tibagi e de algumas furnas do PEVV, com base em analises de
DNA ambiental (eDNA). O Capitulo 2 utiliza dados de SNPs e genomas mitocondriais
completos para investigar os efeitos genéticos do isolamento e estimar o tempo de divergéncia
entre populagdes de P. fasciatus do PEVV e de sistemas abertos, como os rios Tibagi e
Paraopeba. Finalmente, o Capitulo 3 oferece uma abordagem citogenética das populagdes de P.
fasciatus, por meio da andlise de elementos repetitivos, destacando as principais diferencas

entre populacdes com e sem fluxo génico.
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1 INTRODUCAO

Psalidodon fasciatus, anteriormente denominada Astyanax fasciatus, € uma espécie
alocada recentemente na familia Acestrorhamphidae (Melo et al., 2024; Teran; Benitez;
Mirande, 2020) distribuida na bacia dos rios Parana, Paraguai e Uruguai e na bacia do rio Sdo
Francisco. O estudo desta espécie tem sido complexo desde a primeira identificagdo por Cuvier
(1819) e logo revisada por (Eigenmann, 1921) até sua recente classificacdo. J& Eigenmann
descrevia esta espécie como a mais amplamente distribuida dos caracideos: “deu e esta dando
origem a vérias formas distintas por isolamento em diferentes rios”; e citando Steindachner
“Quase todos os sistemas fluviais possuem uma variedade peculiar dessa espécie; de acordo
com a idade, o sexo, a estacdo do ano; de acordo com a abundancia ou escassez de alimento;
de acordo com o habitat, em riachos frescos ou claros nas montanhas ou em aguas mais
profundas e estagnadas, 0s contornos do corpo variam e, em parte, também o ndmero de

fileiras horizontais de escamas e dos raios anais”.

Estas primeiras impressdes acompanharam de alguma forma todos os trabalhos que
tem sido realizados com esta espécie. Alguns trabalhos tem apontado P. fasciatus como um
complexo de espécies (Artoni et al., 2006; Pazza et al., 2008); isto é suportado pela variacdo
cromossdmica que existe nos locais de ocorréncia. Citotipos com 2n=46, 48, 49, e 50
cromossomos tem sido reportado ao longo da sua distribuicdo (Ferreira-Neto et al., 2012; Goes
et al., 2022; Matoso et al., 2013; Pazza et al., 2008; Pazza; Kavalco; Bertollo, 2006; Penteado;
Kavalco; Pazza, 2013).

Alguns trabalhos sugerem que a ampla diversidade de P. fasciatus estd mais
relacionada em nivel cromossémico do que em nivel molecular (Kavalco et al., 2016).
Abordagens de citogenética molecular tem sido realizada, especialmente na de caracterizacéo
de DNA satélites tém sido realizados em P. fasciatus, descrevendo o satélite As51 como
ancestral deste género e Astyanax (Goes et al., 2022). Apesar da quantidade de estudos
existentes, sdo poucos ou nulos os que integram a gendmica populacional como ferramenta nas

analises de estrutura e diversidade genética.

1.1 MODELOS NATURAIS DE POPULACOES ISOLADAS DE PEIXES

Relatos de populagdes de peixes isoladas geograficamente por barreiras naturais, sem
qualquer conexdo com corpos d’agua adjacentes, ainda sdo escassos. Casos de populagdes com
auséncia total de fluxo génico tém sido observados em espécies troglomorficas que habitam

cavernas. O exemplo mais emblematico € o do peixe cavernicola Astyanax mexicanus,
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amplamente estudado por meio de comparagdes com sua forma ancestral de superficie, que
ainda habita rios proximos (Hoke; Schwartz; Soares, 2012; Warren et al., 2021). Outro caso
notavel é o de Garra barreimiae, cujas populacdes subterraneas apresentam clara diferenciacéo
genética em relacéo as populacdes de superficie (Kirchner et al., 2017). Algumas variacdes na
morfologia relacionadas ao habitat tém sido relatadas para a espécie Cyprinodon pecosensis,
pois aquelas populagdes que habitavam furnas profundas mostravam diferengas, com o corpo
mais alto e pedunculo mais raso que as outras populac@es (Collyer et al., 2015). Diferencas na
morfologia externa tem sido encontrada também na populacdo isolada de P. fasciatus do Parque
Estadual de Vila Velha, neste caso, tratando-se de malformacdes causadas por possivel efeito
de endogamia (Kerniske et al., 2021).

O isolamento permanente entre populacfes é um fendmeno raramente observado. No
entanto, o isolamento temporario pode ser constatado em determinados grupos, como na familia
Rivulidae, cujos representantes habitam pocas temporérias (Lanés; Keppeler; Maltchik, 2014).
Durante o verdo, essas pogas secam completamente, promovendo o isolamento entre as
populacdes nelas presentes. Ja no inverno, com o aumento do volume de agua, pode haver
conexao esporadica entre pogas vizinhas. Apesar desse padrao ecoldgico indicar um potencial
impacto na dindmica genética das populacdes, os estudos sobre suas implicacdes genéticas

ainda sdo bastante escassos.

1.2 FORMACAO FURNAS DE VILA VELHA E LAGOA DOURADA, PARANA
As Furnas de Vila Velha, (localizadas no Parque Estadual de Vila Velha (PEVV))

estdo situadas geologicamente no segundo planalto paranaense, no Arenito de Vila Velha que
estad sob a forma de plat6s sub-horizontais, com sobreposi¢do de ritmitos e diamictitos (Franca;
Winter; Assine, 1996). O segundo planalto ou planalto de Ponta Grossa (Figura 1B) constitui
uma paisagem suavemente ondulada, constituida por sedimentos paleozoicos do devoniano,

carbonifero e do permiano (Maack, 1969).

A palavra Furnas (que significa “cavernas profundas e ingremes”) sdo dolinas de
abatimento formadas pela existéncia de cavidades com profundidades superiores a 100m, que
podem ser geradas pela erosdo dos arenitos sob influéncia do cruzamento de estruturas
tectdnicas (falhas e fraturas) ou podem constituir carste subjacente (Maack, 1969; Melo et al.,
2011). Brevemente, a historia geoldgica das Furnas de Vila Velha comega desde 0s processos
de formacdo da bacia do Parana, desde o Ordoviciano superior até o Cretaceo superior (Assine,
1996). Alguns graficos estratigraficos do Carbonifero Tardio ao Permiano Superior foram

analisados por (Holz et al., 2010), para contribuir ao conhecimento da formac&o do Arenito de



18

Vila Velha como resultado do empilhamento de trés lobos espalhados em torno de 30 m de
espessura cada um e 2 km de largura, depositado provavelmente durante a escavacéo do vale
inciso da Lapa. Por outra parte, processos de intemperismo em Vila Velha responsaveis pelas
caracteristicas pseudo-carsticas comecaram ha 35Ma, sendo mais intensos entre 17 e 9 Ma
(Riffel et al., 2015). Produto destes processos, existem quatro Furnas dentro do PEVV, mas
apenas trés possuem lagos no interior (Furnas 1, 2 e 4, em sequéncia, a Furna 3 é seca, Figura
1C). Seguindo esta ordem, encontra-se a Lagoa Dourada, reconhecida como uma depressao
formada também no arenito das Furnas com cerca de 200 m de diametro e ldmina d'agua de até
5,4 m, situada na bacia hidrogréafica do Rio Guabiroba, um afluente do alto Rio Tibagi no Estado
do Parana (Figura 1A) (De Melo; Fonseca Giannini; Ruiz Pessenda, 2000).

1.3 BACIA HIDROGRAFICA DO RIO GUABIROBA

A rede de drenagem fluvial do PEVV é formada pelos rios Barrozinho e Quebra Perna
que se unem originando o rio Guabiroba (Michels-Souza et al., 2011). A bacia hidrografica do
Rio Guabiroba, a qual pertence a Lagoa Dourada, tem forma aproximadamente triangular, com
cerca de 360 km? de superficie. O Rio Guabiroba corresponde & base do tridngulo. Apresenta
direcdo WNW-ESE, com sentido da drenagem para WNW. Esta direcdo geral é subparalela a
importantes estruturas rupteis da area, notando-se, nas cabeceiras do Rio Guabiroba, trechos
com nitido controle por estas estruturas. Os topos das elevacdes na bacia do Rio Guabiroba
variam de 1.117m.s.n.m. a nordeste até 865 m.s.n.m. a sudoeste, configurando
aproximadamente a mesma tendéncia geral de caimento dos topos para oeste (De Melo;
Fonseca Giannini; Ruiz Pessenda, 2000).
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Figura 1 - Localizagdo do PEVV
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A- Mapa apresentando a localizagdo da lagoa Dourada e sua conex@o com o rio Guabiroba (Moro et al., 2004). B
- Esquema do Estado do Parana mostrando a estrutura geolégica do relevo (De Melo; Fonseca Giannini; Ruiz
Pessenda, 2000). C- Perfil das Furnas do Parque Estadual Vila Velha (Mineropar). Fonte: A autora

1.4 CONSERVACAO DAS POPULACOES DE PEIXES NO PEVV

Os dados gendmicos tém tido uma importancia crescente na biologia da conservacéo,
principalmente na designacdo de unidades de conservagdo, unidades evolutivamente
significativas (ESUs), areas protegidas e espécies ameacadas (Crandall et al., 2000,
Schiebelhut, et al., 2024). Da mesma forma, alguns autores enfatizam no passado evolutivo de
populacdes isoladas como um potencial distinto e adaptado para existir unicamente em tais
condi¢Bes ambientais (Moritz, 1994, McMahon et al., 2014). Devemos considerar que a
fisiografia do PEVV, como uma unidade, é uma &rea importante em termos de eventos
histéricos evolutivos, e as populacdes de peixes significam unidades de conservacdo e
subunidades que compdem um antigo evento geoldgico. Alguns autores (Funk et al., 2012)
descrevem a necessidade de incluir abordagens moleculares para entender, definir e proteger
areas naturais. Frankham (2010) também afirma que a falta de manejo genético em algumas
populacbes ndo se deve a falta de diretrizes cientificas, mas devido a falha em ndo considerar
questBes genéticas no manejo silvestre. Isto é refletido, por exemplo, na populacéo extintas na
Furna 1 do PEVV, o qual significou uma perda da diversidade genética (Artoni; Matiello, 2003)
e as caracteristicas Unicas de uma espécie capaz de sobreviver neste ambiente, que se configura

per se como de especial interesse e de um alto valor histérico.
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1.5 CONTRIBUICOES METODOLOGICAS AO ENTENDIMENTO DA DINAMICA
NAS FURNAS DO PEVV E NA ESPECIE P. fasciatus

A gendmica revolucionou a forma como entendemos a evolugéo, a ecologia e a
fisiologia, mas mesmo com os recentes avancos, o estudo do comportamento animal demorou
em adotar tecnologias genémicas (Bengston et al., 2018). Algumas dessas tecnologias podem
ajudar a responder desde perguntas mais simples até abordagens mais complexas. Ferramentas
gendmicas incluem sequéncias conhecidas (sequenciamento completo do exoma,
enriquecimento direcionado) ou o direcionamento de sitios de restricdo distribuidos
aleatoriamente em todo o genoma (sequenciamento de DNA associado ao sitio de restricao
(RAD-seq) e genotipagem por sequenciamento (GBS)). Essas abordagens genémicas, embora
recentes no estudo do comportamento, ja demonstram grande potencial quando aplicadas a
compreensdo de processos evolutivos em larga escala.

A integracdo de informacGes fdésseis com filogenias moleculares oferece esforcos
potenciais junto com métodos de datacdo molecular para reconstruir tempos de diversificacdo
dos seres vivos (Ho; Duchéne, 2014; Near et al., 2005), e eventos evolutivos histéricos
(Hipsley; Muller, 2014). Estes dados fornecem algumas informacdes em torno da dindmica de
manutencdo de populacGes naturais de P. fasciatus nas furnas e sua escala de tempo. Usando
ferramentas como o rel6gio molecular como um método probabilistico, é possivel por meio da
distribuicdo de Poisson indicar padrdes de substituicdo de muitos genes para fornecer insights
sobre a historia de todo o organismo (Bromham; Penny, 2003). As calibra¢fes geralmente sdo
baseadas em evidéncias fdsseis ou geoldgicas, e sua escolha pode ter um enorme impacto nas

estimativas moleculares de escalas de tempo evolutivas (Ho; Duchéne, 2014).

A manutencdo da populacdo de Psalidodon fasciatus nas furnas do Parque Estadual
de Vila Velha (PEVV) permanece como uma questdo cientifica em aberto. Nesse contexto, a
aplicacdo de metodologias de genotipagem por sequenciamento, como o double digest RAD-
seq (ddRADseq), representa uma abordagem particularmente apropriada para investigar a
diversidade genética e a estrutura dessa populacéo isolada. O ddRADseq permite a geracao de
milhares de marcadores SNPs distribuidos ao longo do genoma, o que possibilita analises
detalhadas de diversidade, endogamia e estrutura populacional, mesmo em organismos nao
modelo (Peterson et al., 2012). Além disso, os dados gerados podem ser utilizados em estudos
de associacdo gendmica ampla (GWAS) ou na identificacdo de loci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) relacionados a comportamentos especificos ou a restri¢do da plasticidade

fenotipica (Bengston et al., 2018). A baixa diversidade genética, por sua vez, pode aumentar o
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risco de extin¢do de populacdes pequenas, elevando os niveis de endogamia e a probabilidade
de depressdo endogamica, 0 que compromete o potencial adaptativo (Coleman et al., 2018).
Portanto, o uso de ddRADseq pode fornecer informacGes criticas para compreender 0s
mecanismos genéticos subjacentes a persisténcia das populacdes de P. fasciatus nas furnas do

PEVV, contribuindo diretamente para estratégias de conservacgao.

Os papéis relativos da deriva genética e a selecdo divergente constituem questdes
centrais para orientar esta pesquisa. Neste contexto, € fundamental estabelecer marcadores
moleculares associados a fenotipos de interesse e submeté-los a andlises de similaridade,
agrupamento e padrdes de heranca. A integragdo desses dados moleculares com informacoes
morfométricas e marcadores cariotipicos permite elucidar diferentes trajetorias evolutivas,
incluindo processos de especiacdo observados em outros grupos do género Psalidodon (Castro
et al., 20144, 2014b).

Marcadores citogenéticos derivados de elementos repetitivos representam importantes
recursos para a conservacao de espécies, possibilitando a deteccdo de variagdes gendmicas e a
definicdo de prioridades de manejo populacional. As sequéncias satélites acumulam-se em
regibes estruturais vitais dos cromossomos (centromeros, teldmeros e heterocromatina),
desempenhando funcdes essenciais na segregacdo cromossdmica, formacéo de heterocromatina
e estabilidade gendmica (Shatskikh et al., 2020). Ja os elementos transponiveis (TEs), além de
contribuir diretamente para a producdo de novos satélites, podem causar rearranjos
cromossémicos, como inversdes e duplicacdes, promovendo divergéncia e isolamento
reprodutivo entre populagdes (Mestrovi¢ et al., 2015). A distribuicdo especifica desses
elementos em cari6tipos permite identificar linhagens cripticamente divergentes, direcionando
acOes conservacionistas mais precisas e evitando a perda de diversidade genética. Além disso,
0 aumento da atividade de elementos transponiveis pode fornecer os meios para a diversificacdo
genética em populacdes naturais, possibilitando o surgimento, a posterior selecdo e a fixacao

de novas variantes adaptativas por meio da sele¢do natural (Schrader; Schmitz, 2018).
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2 CAPITULO1

lluminando a escuridao: usando eDNA metabarcoding para estudar a ictiofauna

exclusiva da Formacéao Furnas

2.1 INTRODUCAO

Avaliar e identificar a biodiversidade de peixes de agua doce tem sido uma tarefa
desafiadora ha alguns anos. Novas metodologias tém surgido para comegar a preencher essa
lacuna. O DNA metabarcoding tem sido utilizado como ferramenta para diversos fins, incluindo
a identificacdo de comunidades de peixes (Tsuji et al., 2022), monitoramento aquético (Yates
et al., 2019; Xiong et al., 2022) e identificacdo de ovos e larvas (Breitbart et al., 2023). O
metabarcoding de DNA ambiental (eDNA) também tem sido importante para a descoberta e
inventario de espécies ocultas e para a deteccdo de espécies subestimadas em bacias
hidrogréficas (Gleason et al., 2023; Sales et al., 2018). Além disso, 0 eDNA metabarcoding
tem se mostrado uma abordagem eficiente para 0 monitoramento ndo invasivo de espécies
ameacadas (Beng; Corlett, 2020) e para a deteccdo precoce de espécies exdticas em reservas
naturais (Fernandez et al., 2018). Também oferece a vantagem de cobrir reas de amostragem
espacialmente maiores, 0 que é particularmente crucial para areas protegidas (Herder et al.,
2014).

O monitoramento da diversidade de peixes em pequenos corpos d'agua como lagoas
usando eDNA metabarcoding ndo é uma pratica comum, pois esses locais sdo geralmente de
facil acesso e suas caracteristicas sao bem documentadas (Yao et al., 2022). Isso resulta no uso
de métodos tradicionais de coleta baseados em captura. No entanto, esse ndo € o caso de
formac0es geoldgicas como furnas, especificamente a Formacao Furnas, que data do Siluriano-
Devoniano (entre 421 e 395 milhdes de anos, Milani et al., 2007): a &rea protegida do Parque
Estadual de Vila Velha (PEVV). O gradiente dessas cavernas varia de 15 a 60 metros da
superficie até o nivel da agua. A coluna d'agua, representada pelo afloramento do lencol
freatico, varia de 20 a 45 metros, incrustada na rocha. Embora o lencol freatico estabeleca uma
conexdo entre esses ambientes, esse fluxo ocorre através da porosidade das rochas, sem vias de
comunicagdo efetivas que permitam a passagem de organismos macroscopicos. Na regido do
parque, existem quatro furnas: trés furnas imidas (1, 2 e 4), onde o lencol freatico local forma
lagoas na base, e uma furna seca (3), que possui um fundo mais raso em relacdo ao lencol

freatico. Além disso, furnas assoreadas, como as proximas a lagoa Dourada, recebem aguas de
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enchente carregadas de sedimentos do Rio Quebra-Perna (Melo; Giannini, 2007). Furnas com
fundo umido, como as furnas 1, 2 e 4, podem atingir profundidades de até 60 metros,
promovendo microambientes isolados que suportam populac6es endémicas (Artoni; Almeida,
2003). Essa configuracdo Unica apresenta uma oportunidade intrigante para obter informacoes
sobre a historia evolutiva e as dindmicas das espécies que podem habitar essa &rea. De fato,
estudos anteriores demonstraram a existéncia de uma Unica espécie na furna 2 (Kerniske et al.,
2021; Kerniske et al., 2023), levantando a questdo de se 0 comportamento dessa espécie

corresponde ao de uma Unica populacéo.

Os processos de formacdo das furnas na area de estudo permanecem apenas
parcialmente compreendidos. No entanto, acredita-se que a dissolucdo do cimento de caulinita
e ilita, seguida da arenizacdo do arenito e erosdo mecanica, contribua para a génese complexa
dessas formacGes (de Melo; Giannini, 2007). Até o momento, aproximadamente 30 estruturas
geoldgicas na regido foram classificadas como furnas. Essas feicGes geomorfoldgicas foram
mapeadas e suas caracteristicas foram sistematicamente descritas em relacdo a proximidade do
sistema de drenagem fluvial. A rede de drenagem no Parque Estadual de Vila Velha (PEVV)
consiste principalmente nos rios Barrozinho e Quebra-Perna, que convergem para formar o Rio
Guabiroba (Michels-Souza et al., 2011). A bacia do Rio Guabiroba, onde esta situada a lagoa
Dourada, cobre aproximadamente 360 km? e possui formato triangular. O rio em si percorre a
base dessa bacia triangular na direcio WNW-ESE, com fluxo geralmente em dire¢do ao WNW.
Essa direcdo € subparalela a vérias fei¢fes estruturais significativas da regido. Levantamentos
de campo revelaram que trechos do rio em suas nascentes séo visivelmente influenciados por
essas estruturas geoldgicas. As medidas de elevacdo na bacia variaram de 1.117 metros acima
do nivel do mar (m.s.n.m.) no Nordeste até 865 m.s.n.m. no Sudoeste, refletindo uma tendéncia
de declinio topografico em direcdo ao oeste (de Melo et al., 2000).

Estudos morfométricos, citogenéticos e moleculares anteriores documentaram a
presenca apenas de Psalidodon fasciatus (anteriormente designado como Astyanax aff.
fasciatus) nas furnas 1 e 2 do PEVV (Shibatta; Artoni, 2005; Matoso et al., 2013). No entanto,
devido aos desafios inerentes ao processo de coleta na furna 1, os espécimes obtidos nesses
estudos apresentaram um tamanho amostral relativamente pequeno. Um caso bem
documentado de extin¢do envolve Psalidodon fasciatus na furna 1. Essa extingdo, ocorrida no
inicio dos anos 2000, foi atribuida a eutrofizacdo causada por excrementos de aves durante a

época reprodutiva (Matoso et al., 2010). Essa espécie representava a unica populagéo de peixes
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conhecida naquele ambiente. Desde entdo, apesar do acesso desafiador, Psalidodon fasciatus

ndo foi mais observado na furna 1.

Por outro lado, a furna 2 abriga uma Unica populagdo isolada de Psalidodon fasciatus,
que tem sido o foco de pesquisas por Vvarios anos (Matoso et al., 2004; Gross et al., 2004;
Matoso et al., 2010; Matoso et al., 2013). Até 0 momento, nenhuma outra espécie de peixe foi
registrada nesse ambiente. Considerando que essa formacéo paisagistica existe em sua forma
atual ha mais de 10 milhdes de anos (Riffel et al., 2015), a presenca desses peixes € algo
intrigante. Nossas descobertas recentes, utilizando genomas mitocondriais completos, indicam
que esses peixes estdo isolados de seus congéneres da bacia do Rio Tibagi ha mais de mil anos
(De la Ossa-Guerra et al., em preparacdo). A furna 4, devido a sua dificil acessibilidade,
permanece inexplorada quanto a fauna de peixes. Isso contrasta com a ictiofauna bem
documentada do Lago Dourada (Artoni; Shibatta, 2006; Gealh, 2010) e do Rio Tibagi (Shibatta
et al., 2002; Shibatta et al., 2007; Garla et al., 2023).

A bacia do Rio Tibagi é uma das mais importantes do estado do Parang, no sul do
Brasil, e a Formacgéo Furnas faz parte dela. Ao longo de seu curso, o rio cruza duas das cinco
maiores cidades do estado. Proximo ao canal principal do rio, hd importantes empreendimentos
industriais. Esses fatores, aliados a alta diversidade espacial e biodiversidade de peixes (mais
de 110 espécies), tornam essa regido central para a conservacdo da ictiofauna (Shibatta et al.,
2002; Shibatta et al., 2007; Claro-Garcia et al., 2018). A ictiofauna da bacia do Rio Tibagi foi
relatada em alguns trabalhos utilizando métodos tradicionais de coleta (Bennemann et al., 1995;
Shibatta et al., 2002; Claro-Garcia, 2018; Shibatta et al., 2007), com aumento da diversidade e

riqueza da nascente até a foz do rio (Shibatta et al., 2002).

2.2 OBIJETIVO

O objetivo deste trabalho foi investigar se a populacdo de P. fasciatus era a Unica
existente na furna 2, confirmar sua extincao local na furna 1 do Parque Estadual de Vila Velha,

bem como detectar a existéncia dessa e de outras espécies na furna 4.
2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Areade estudo e coleta de eDNA

Seis locais foram amostrados, com dois réplicas em cada uma das quatro furnas do
Parque Estadual de Vila Velha (PEVV) e dois no canal principal do Rio Tibagi (Figura 2),

utilizando o kit de coleta de eDNA descrito no trabalho de Mendes et al (2024a). As amostras
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do Rio Tibagi foram coletadas nos municipios de Ponta Grossa, PR, e Jataizinho, PR (Figura
1). Para cada local, foram utilizados trés filtros Sterivex™ de 0,45 pm, com um volume total
de agua filtrada de 180 ml por filtro e 1080 ml por local. Apos a filtracdo, o liquido
remanescente foi expelido por injecdo. Em seguida, os filtros foram preenchidos com um buffer
ATL e mantidos a 4°C até a extragdo do eDNA. Antes da coleta em cada local, 180 ml de agua

mineral foram filtrados no campo de maneira semelhante como amostra controle.

Figura 2- Locais de coleta de 4gua para eDNA

A - Localizacdo dos pontos de amostragem na bacia do rio Tibagi, com duas réplicas coletadas em cada local. B
- Perfis de sumidouros. C - As fotografias oferecem uma visdo mais de perto as condi¢des ambientais nos locais
de amostragem. Fonte: De la Ossa et al., 2025

2.3.2 Extracdo e sequenciamento de eDNA

O DNA ambiental foi extraido usando o kit DNA PowerWater (Qiagen) com
modifica¢fes (Mendes et al., 2024b). Um fragmento de 200 pb da regido mitocondrial 12S foi
amplificado utilizando os primers Mifish (Miya et al., 2015), com trés amplificacGes
independentes de PCR realizadas por amostra (filtro) para reduzir o viés de amplificacdo. Esses
replicados foram agrupados para o sequenciamento. A reacdo de PCR utilizou uma mistura de
20 pL contendo 8,34 uL de 4gua, 0,16 pL de BSA (100 pg/mL), 10 uL. de AmpliTaq Gold 360
Master Mix (Thermo Fisher), 0,25 pL de cada primer e 1,0 uL de DNA template, com agua
substituindo o DNA nos controles negativos. Os primers incluiram uma cauda 5' para um
segundo PCR, e os produtos de PCR foram purificados utilizando beads magnéticos. Apos a
purificacdo, foi realizado um segundo PCR utilizando adaptadores do kit Nextera Index® para
marcar e amplificar os amplicons. Adaptadores compativeis com Illumina (P5 e P7) serviram

como primers. O produto da amplificacéo foi entdo avaliado em um gel de agarose a 1,5%.
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Todas as amostras foram agrupadas, e esse pool foi purificado com o kit Zymoclean™ Large
Fragment DNA Recovery (Zymo Research). O pool foi quantificado utilizando PCR em tempo
real com o Kit de Quantificacdo KAPA Biosystems (Illumina). A solucéo final foi desnaturada
e carregada no equipamento NextSeq 2000® (lllumina), utilizando o kit de sequenciamento
NextSeq® V2.5 (2x150bp PE).7

2.3.3 Processamento de dados brutos

As analises bioinforméticas foram realizadas utilizando um pipeline customizado no
R 4.3.1 (R Core Team, 2024), com os pacotes DADA2 (Callahan et al., 2016) e Phyloseq
(McMurdie; Holmes, 2013). As leituras brutas foram desmultiplexadas pelo Basespace, e as
sequéncias de adaptadores e primers foram removidos utilizando cutadapt (Martin, 2011).
Leituras de baixa qualidade (abaixo de Q30) ou com bases indeterminadas foram filtradas, e as
leituras restantes foram agrupadas em ASVs utilizando o DADAZ2. As atribuigOes taxonomicas
foram realizadas com BLASTnN (Camacho et al., 2009) com limiares minimos de similaridade
e cobertura (80%), utilizando a colecdo de nucleotideos do NCBI (Sayers et al., 2022) como
referéncia. As ASVs foram agrupadas em OTUs utilizando o SWARMv2 (Mahé et al., 2015),
e a identificacdo taxonémica foi atribuida com base nos limiares de similaridade. As
abundancias relativas de leitura (RRA) foram calculadas considerando todas as classes de

vertebrados.

Dado que cada local incluia duas réplicas, as leituras foram agrupadas para analises
subsequentes, uma vez que a proximidade dos locais de amostragem ndo justificava trata-los
separadamente. No entanto, essa abordagem nédo foi aplicada aos locais do Rio Tibagi, onde as

maiores distancias entre os pontos exigiram um tratamento separado.

2.4. RESULTADOS
Nosso conjunto final de dados compreendeu um total de 1.990.069 leituras brutas, com

1.497.479 sequéncias pareadas atribuidas a 90 unidades taxondmicas operacionais moleculares
(MOTUs) (Tabela 1).



27

Tabela 1 - Composicéo por taxa das sequéncias Unicas identificadas

Raw data Filtering 1%
Class Absolute abundance MOTUs Absolute MOTUs detected
reads detected abundance
All 1,470,749 90 1,369,446 37
Teleosts 1,033,854 65 975,197 31
Mammals 431118 21 394,249
Birds 5777 4 4844 1

Fonte: De la Ossa et al., 2024
Os taxons da classe Actinopterygii sdo os mais abundantes na maioria dos locais,
particularmente no Rio Tibagi 2, Rio Tibagi 1 e furna 2, onde chegam a quase 100% (Figura
3A). Essa distribuicdo sugere que Actinopterygii dominam os sistemas aquéaticos nos locais
estudados, embora certas furnas, especialmente a Furna 1 e a Furna 4, aparentem sustentar uma
gama mais ampla de classes, como aves e mamiferos.

Figura 3 - Resultados da analise de metabarcoding de eDNA para detec¢édo de peixes nos
diferentes sitios amostrados.
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A - Abundancia absoluta de ASVs de todas as classes utilizando o gene 12s. B - Nimero de ASVs,
MOTUs e taxons atribuidos para todos os sitios. C - Namero de niveis taxondmicos identificados em
cada sitio. D - Porcentagem da abundancia absoluta de ASVs por tdxon em cada sitio.As barras
representam os valores para cada categoria. Fonte: De la Ossa et al., 2025
Observamos 49 variantes de sequéncia (ASVs) com abundancias relativas de leitura
superiores a 1%, considerando apenas as sequéncias de Actinopterygii, € um conjunto final de
dados contendo 975.197 leituras e 31 MOTUs foi utilizado para anélises subsequentes. Um

total de quatro ordens taxondmicas diferentes foram encontradas: Characiformes, Cichliformes,
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Gymnotiformes e Siluriformes (Tabela 2). Um ndmero significativo de MOTUs pdde ser
classificado apenas até o nivel de ordem ou familia (Figura 3D), devido a disponibilidade

insuficiente de sequéncias de referéncia para a regido 12S na bacia do Rio Tibagi.

24 RESOLUCAO TAXONOMICA DO GENE MITOCONDRIAL 12S RDNA EM
AMBIENTES DE FURNAS

Nenhum ASV pertencente a ordem Actinopterygii foi identificado em qualquer nivel
taxonémico na furna 1. Na furna 2, P. fasciatus apresentou a maior abundancia absoluta de
ASVs (428.564 reads). Além disso, nenhum outro ASV foi identificado, o que reforca a
hipotese de que a populagdo dessa espécie seja a Unica ocorrendo na furna 2. Para a furna 4, os
resultados demonstraram a presenca de dois ASVs distintos, com indices de identidade
BLASTNn de 93% e 97%, respectivamente, correspondendo a Heptapteridae e o género
Cambeva (Figura 3D, Tabela 2).

A amostra da lagoa Dourada resultou em um total de 191.956 leituras, atribuidas a 11
MOTUSs distintas, com abundancias relativas variando de aproximadamente 1% a 38,6%, que
puderam ser taxonomicamente atribuidas a 11 taxons. Além disso, apenas duas MOTUs foram
identificadas no nivel de familia (Acestrorhamphidae) (Tabela 2).

2.4.1 Resolucdo taxonémica do gene mitocondrial 12S rDNA no Rio Tibagi

O BLASTN das amostras da bacia do Rio Tibagi revelou a maior diversidade, com 15
e 17 MOTUs identificados nos locais Tibagi 1 e Tibagi 2, respectivamente (Figura 3A. Para
alguns MOTUEs, a resolucdo taxonémica mais proxima alcancada foi no nivel de familia (7
MOTUs). As ordens dominantes identificadas, Characiformes e Siluriformes, estdo entre as
mais comumente registradas em tributarios neotropicais (Claro-Garcia et al., 2018) (Figura 3B).

As ASVs mais abundantes no Rio Tibagi foram de Hypostomus e Steindachneridion.

Tabela 2 - Identificacdo taxonémica dos peixes detectados a partir de amostras de eDNA em
seis sitios aquaticos utilizando metabarcoding. A tabela apresenta, para cada sitio, os taxons
identificados, suas respectivas abundancias relativas de leituras (RRA, %), o nimero de
variantes unicas de sequéncia amplificada (ASVs) e o nimero de Unidades Taxonémicas
Operacionais (OTUs). As MOTUs foram atribuidas taxonomicamente ao menor nivel possivel
(por exemplo, espécie, género ou familia)

Sitios Téaxons identificados RRA (%) Num ASVs Num OTU
Sinkhole 1 0 0.00 0 0
Sinkhole 2 Psalidodon fasciatus 98.59 2

Sinkhole 4 Heptapteridae 36.67 2




Sitios Taxons identificados RRA (%) Num ASVs Num OTU
Cambeva 4.99 1 1
Dourada Lake Pimelodella 28.62 1 1
Psalidodon fasciatus 10.93 1 1
Geophagus iporangensis 9.52 1 1
Hoplias malabaricus 7.10 1 1
Prochilodus lineatus 7.70 2 1
Serrapinus 5.84 1 1
Astyanax lacustris 5.60 1 1
Acestrorhamphidae 4.34 2 2
Synbranchus 2.30 1 1
Rhamdia quelen 1.41 1 1
Tibagi River 1 Salminus brasiliensis 14.16 1 1
Callichthyidae 12.30 2 2
Megaleporinus obtusidens 9.37 1 1
Hoplias malabaricus 9.20 1 1
Geophagus iporangensis 9.02 2 1
Pimelodella 6.91 1 1
Pimelodus maculatus 6.20 1 1
Prochilodus lineatus 4.63 1 1
Piabarchus stramineus 431 1 1
Leporinus octofasciatus 3.68 1 1
Rhamdia quelen 3.45 1 1
Stevardiidae 3.30 1 1
Pimelodus 2.60 1 1
Pseudopimelodus mangurus 211 1 1
Tibagi River 2 Steindachneridion 13.92 1 1
Synbranchus 8.40 1 1
Hypostomus 14.13 3 3
Heptapteridae 6.72 1 1
Prochilodus lineatus 6.02 1 1
Pimelodella 5.70 1 1
Apteronotidae 5.51 1 1
Cichlidae 4.97 1 1
Megaleporinus obtusidens 4.65 1 1
Hypostomus albopunctatus 4.64 1 1
Iheringichthys labrosus 3.99 1 1
Anostomidae 3.73 1 1
Leporinus 3.13 1 1
Siluriformes 2.69 1 1

Fonte: De la Ossa et al., 2025

2.5 DISCUSSAO

29

Decifrar a distribuicdo e a ecologia da vida subterranea é essencial para a conservagao

das especies, uma tarefa que apresenta desafios significativos quando abordada por métodos
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tradicionais (Boyd et al., 2020). Por exemplo, o metabarcoding de eDNA tem sido utilizado
como uma ferramenta eficiente para descoberta e monitoramento de formas de vida
subterraneas, como demonstrado na deteccdo de trés espécies de peixes cegos de cavernas do
Ird (Garra typhlops, Garra lorestanensis e Eidinemacheilus smithi) por meio de marcadores
12S rRNA MiFish (Hashemzadeh et al., 2022).

No contexto neotropical, ainda ndo foram aplicados estudos de eDNA metabarcoding
voltados a avaliacdo da biodiversidade subterranea ou de furnas. Neste trabalho, nossos dados
apoiam o padréo de distribuicdo previamente proposto para o peixe Psalidodon fasciatus,
corroborando a extin¢do da populacdo na furna 1. Em contraste, confirmamos a presenca atual
de P. fasciatus na furna 2, sendo a uUnica espécie habitante deste local, onde também foi
registrada a maior abundancia de leituras para essa espécie entre todos 0s pontos amostrados
(Tabela 1). Estudos anteriores ja haviam examinado as caracteristicas Unicas dessa populagdo
isolada de P. fasciatus. Kerniske et al. (2022) documentaram malformag6es morfoldgicas,
provavelmente decorrentes de endocruzamento e competi¢cdo por nicho, fatores que podem
reduzir o desempenho populacional. Em conjunto, esses achados reforcam a importancia
ecoldgica da furna 2 como um habitat distinto para essa populag&o isolada.

De forma interessante, relatamos pela primeira vez a deteccdo da familia
Heptapteridae e do género Cambeva na furna 4, ainda inexplorada. Esse registro levanta
questBes instigantes sobre a biodiversidade local. Apesar do baixo indice de identidade
BLASTN (93,73%) para 0 MOTU atribuido a Heptapteridae, os resultados sdo considerados
confiaveis e reforcam, na verdade, a caréncia de sequéncias de referéncia disponiveis para
espécies da regido. Devido a dificuldade de acesso a essa furna para fins de inventario biologico,
ainda ndo foi possivel realizar esforgos de amostragem convencionais. Por exemplo, alguns
representantes da familia Heptapteridae, como Rhamdiopsis krugi (Bockmann; Castro, 2010),
ja foram documentados em regides com caracteristicas semelhantes as formaces de furnas do
Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), como a Chapada Diamantina, no estado da Bahia. Essa
area é notavel por sua zona freatica e paisagem carstica extensa (mais de 300 km?2), composta
por formacOes de calcario e quartzito (Bockmann; Castro, 2010). Em relagdo ao género
Cambeva, trés espécies sdo atualmente conhecidas na bacia do rio Tibagi: Cambeva castroi (de
Pinna, 1992), Cambeva davisi (Haseman, 1911) e Cambeva diabola (Bockmann, Casatti, de
Pinna, 2004) (Shibatta et al., 2002; Shibatta et al., 2007; Claro-Garcia et al., 2018; Galves et
al., 2007; Hoffmann et al., 2015; Shibatta; Cheida, 2003). O registro no PEVV pode

corresponder a uma dessas espécies ja conhecidas, ou potencialmente representar uma espécie
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ainda ndo descrita — possivelmente troglébia — considerando que ambientes cérsticos como
os do PEVV frequentemente abrigam alta diversidade de espécies da subfamilia
Trichomycterinae, a qual Cambeva pertence (Trajano et al., 2009; Rizzato et al., 2012; Rizzato
et al., 2014). Essa descoberta abre novos caminhos para pesquisa e pode contribuir para o
avanco de iniciativas de conservacdo na regido, mesmo diante da limitacdo de resolucéo
taxondmica em nivel de espécie, além de indicar a possibilidade de espécies ainda ndo
caracterizadas, destacando a necessidade de geracdo de referéncias genéticas com base em

espécimes locais.

Diversos levantamentos ja investigaram a diversidade da bacia do rio Tibagi (Shibatta
et al., 2002; Shibatta et al., 2007; Claro-Garcia et al., 2018; Galves et al., 2007; Hoffmann et
al., 2015; Shibatta; Cheida, 2003; dos Reis et al., 2020). A maior abundancia de MOTUs
atribuidos a Hypostomus no rio Tibagi pode ser explicada pela elevada riqueza de espécies na
bacia, que abriga 13 espécies (Jarduli et al., 2019). No caso de Steindachneridion, a ocorréncia
mais elevada pode ser atribuida ao carater migratorio das espécies desse género, que apresentam
ampla distribuicio nas bacias onde ocorrem (Paixao et al., 2018). E provavel que os MOTUs
de Steindachneridion pertencam a espécie Steindachneridion scriptum, a Unica registrada na
bacia (Claro-Garcia et al., 2018). Todas as espécies relatadas neste estudo ja haviam sido

previamente registradas na bacia.

Esta pesquisa representa o primeiro estudo desse tipo conduzido na bacia do rio Tibagi
e demonstra que o gene ribossomal 12S ¢ altamente eficaz para a identificacdo de espécies em
ambientes de dolina. Devido a sua geomorfologia, ambientes fechados e de dificil acesso, como
dolinas, impdem restricbes ao monitoramento por métodos tradicionais. Apesar da alta
resolucdo taxondmica proporcionada pelo gene 12S, uma base de dados de referéncia mais
abrangente € essencial para estudos de metabarcoding de eDNA em escala ecossistémica. Essa
lacuna, como destacado por Jackman et al. (2021), limita o potencial dos métodos e reforca a
importancia da ampliacdo das bases de dados, especialmente para espécies neotropicais sub-
representadas. No presente estudo, obtivemos 60% dos MOTUs com identidade superior a 98%
em relacdo ao banco de dados NCBI; destes, pouco mais da metade ndo necessitou de ajustes

taxonémicos ap6s a curadoria.

2.6 CONCLUSAO
Nossos resultados destacam a eficacia do marcador de DNA selecionado (MiFish 12S)
para a deteccdo de uma ampla variedade de taxons, mesmo na auséncia de uma base de dados

de referéncia local. Ambientes fechados, como as dolinas, apresentam desafios Unicos de
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monitoramento devido a sua geomorfologia complexa e a acessibilidade limitada. A protegida
Formacdo Furnas, localizada no interior do Parque Estadual de Vila Velha (PEVV) e composta
por estruturas antigas de arenito, abriga populacbes de importancia evolutiva significativa.
Diante dessas complexidades, a integracdo de metodologias diversas para a avaliacdo da
biodiversidade, tanto na regido das Furnas quanto na bacia do rio Tibagi, contribuiu para a
identificacdo da diversidade de espécies com fins conservacionistas e para subsidiar estratégias

futuras de manejo.
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3 CAPITULO?2

Isolamento ancestral inferido a partir da diferenciacao genética em populac6es de

Psalidodon fasciatus (Teleostei: Characiformes)

3.1 INTRODUCAO

Metodologias inovadoras baseadas em sequenciamento de proxima geracao
transformaram a pesquisa em biodiversidade dentro da ecologia, biologia evolutiva e genética
de populacdes (Storfer et al., 2018). Métodos de sequenciamento de alto rendimento tem sido
utilizados em investigacdes da ictiofauna de agua doce regional (Pritchard et al., 2000; Peterson
et al., 2012; Farrell et al., 2016; Bengston et al., 2018). Populagdes sob condi¢bes adversas
podem sofrer mudancas genémicas que podem ser elucidadas por abordagens genémicas
integrativas. O tetra Neotropical Astyanax mexicanus Baird & Girard, 1854 é uma espécie
modelo que proporciona populacional em ambientes de superficie e cavernas (Strecker et al.,
2004; Wilkens; Strecker, 2017; Warren et al., 2021). Além disso, Astyanax é um dos géneros
mais ricos em espécies, com ampla distribuicdo e pouca diferenciacdo morfoldgica e ecoldgica
(Gurgel, 2004; Hirt et al., 2011).

A colonizacédo e adaptacdo a diversos habitats sdo caracteristicas importantes para a
existéncia de diferentes espécies em ambientes de cavernas, subterraneos ou cenotes. O Escudo
Brasileiro possui uma enorme variedade de formacdes de composi¢édo carstica que constituem
0 habitat de uma ampla variedade de linhagens hipdgenas, frequentemente resultando em
isolamento genético e diferenciacdo fenotipica (Mattox et al., 2008; Mendes et al., 2019;
Trajano, 2021). O Brasil chama atencao pela riqueza de cavernas subterraneas registradas; no
entanto, peixes que habitam formaces isoladas de cenotes/furnas sdo especialmente raros em
todo o mundo. A formacao furnas do Sul do Brasil, localizada no Grupo Parana (Sedorko et al.,
2017), contém quatro furnas, com apenas uma abrigando uma populac¢éo isolada de Psalidodon
fasciatus (Teleostei: Characiformes: Acestrorhamphidae: anteriormente Astyanax): a furna 2 do
Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), Parana (Gross et al., 2004a; De la Ossa-Guerra et al.,
submetido). O sistema hidrolégico do PEVV corresponde ao rio Tibagi, que flui para o norte
em uma extenséo de aproximadamente 550 km na bacia do alto Parana (Shibatta et al., 2007).
A diversidade de peixes do Tibagi tem sido mais estudada nos ultimos anos, assim como

inventarios de seus afluentes (Claro-Garcia et al., 2018).

Psalidodon fasciatus é reconhecido como um complexo de espécies (Terén et al.,

2020) na recem-criada familia Acestrorhamphidae (Melo et al., 2024), com a localidade tipo
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sendo o rio S&o Francisco (Cuvier, 1819). Estudos genéticos relataram polimorfismos
cromossomicos em diferentes populagdes de P. fasciatus (Artoni et al., 2006; Pazza et al., 2008)
e algumas inferéncias taxondmicas utilizando as regiGes mitocondriais 12S rRNA (Matoso et
al., 2013) e o gene citocromo b (Mello et al., 2015). Filogenias de tetras neotropicais tém
consistentemente encontrado clados bem definidos para Astyanax, incluindo a maioria das
espécies trans-andinas e da América Central, assim como o clado Psalidodon, que inclui a
maioria das espécies do Escudo Brasileiro e das ecorregides de La Plata (Melo et al., 2022,
2024). No entanto, ha uma falta de estudos moleculares comparativos para a maioria das
espécies de Psalidodon, considerando as cerca de 50 espécies no género (Toledo-Piza et al.,
2024; Melo et al., 2024).

Pesquisas sobre a ictiofauna que habita furnas sdo limitadas; no entanto, alguns estudos
relataram um declinio na variabilidade genética entre populacdes de P. fasciatus na furna 2 do
PEVV (Gross et al., 2004b). Pequenas populacdes isoladas, com migracdo ou fluxo génico
limitado, frequentemente devido a barreiras fisicas, sdo particularmente vulneraveis a
diferenciacdo populacional e a deriva genética (Coleman et al., 2018). Interrupcbes na
conectividade hidroldgica podem impactar significativamente a estrutura genética, o tamanho
populacional, a diversidade genética e os padrdes filogeograficos (Argentina et al., 2018). Um
exemplo bem documentado € Gambusia hubbsi nos blueholes da ilha de Andros, que exibe alta
estrutura populacional e baixa heterozigosidade devido ao isolamento reprodutivo (Schug et
al., 1998). Esses processos podem ser compreendidos de forma mais eficaz no contexto da
historia natural das populacdes ao longo de escalas de tempo evolutivas e pela analise das taxas
de variabilidade genética. Além disso, a divergéncia evolutiva, a idade populacional e as
mudancas ambientais fornecem insights fundamentais sobre os mecanismos subjacentes a esses

padrdes de isolamento.

3.2 OBJETIVO

Neste estudo, utilizamos dados de SNPs e genomas mitocondriais completos para
investigar os efeitos genéticos e estimar o tempo de divergéncia de populagdes isoladas e ndo
isoladas de Psalidodon fasciatus no PEVV e outros sistemas abertos. Nossa hipétese € que a
divergéncia e colonizacdo da populagdo isolada de P. fasciatus no PEVV pode estar associada
a zonas hiporreicas antigas (ou seja, leitos de rios). Os resultados deste estudo nos ajudam a
compreender a base evolutiva da colonizagdo, o tempo e a dinamica populacional de

organismos de dgua doce adaptados a ambientes de furna no sul Neotropical.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Declaracao de ética

As coletas foram autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio — SISBIO — licenga numero 15115-1), e os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais para Pesquisa da
UEPG (Processo CEUA numero 0769342/2021). O uso dos dados genéticos neste estudo foi
autorizado pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN numero 6F96AE).

3.3.2 Double digest restriction-site associated DNA (ddRADseq)

3.3.2.1 Coleta de Espécimes, Amostragem de Tecidos e Extracdo de DNA

Espécimes de Psalidodon fasciatus foram coletados com redes de arrasto na furna 2 (-
25° 1328.002"S, -50°2'27.6072"0) (n=29) e na lagoa Dourada (25°14'23"S, 50°03'01"0)
(n=29) no Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), na cidade de Ponta Grossa; no rio lapo, bacia
do rio Tibagi, no municipio de Castro (606395S, 72617150) (n=29), e no rio Paraopeba, Sao
Francisco (20° 2'42.41"S, 44°12'27.20"0) (n=16). Amostras de tecido da nadadeira foram
coletadas e armazenadas em alcool 95%. Os espécimes foram depositados no Museu do Capéo
da Imbuia, Curitiba, Brasil, sob o nimero de voucher MHNCI 12786. A extragdo total de DNA
foi realizada com o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), e a qualidade foi verificada por
eletroforese em gel de agarose a 1%. A pureza foi avaliada no espectrofotdémetro GE NanoVue
Plus, e a concentracdo (ng/ul) foi medida no fluordmetro Qubit com o kit Qubit dsDNA HS
Assay (Invitrogen, EUA). Todas as amostras foram padronizadas para =30 ng/pl.

3.3.2.2 Preparagdo das bibliotecas

Utilizamos um protocolo modificado para a construgdo de duas bibliotecas ddRADseq
(Peterson et al., 2012). Em resumo, 450 ng de DNA genémico de cada espécime foram
digeridos usando a combinagdo de duas enzimas de restricdo, Sphl e MIuCl (New England
Biolabs), e subsequentemente ligados a adaptadores especificos (P1 e P2, 0,25 uM) usando a
enzima T4 DNA ligase a 23°C por 4 horas e a 65°C por 10 minutos. Os adaptadores P1
continham cinco nucleotideos adicionais que funcionavam como etiquetas individuais
(barcode). Fragmentos de DNA entre 200-300 pb foram selecionados em gel de agarose.

Posteriormente, ensaios de PCR foram realizados para incorporar a identificagdo de cada
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biblioteca. O PCR foi realizado sob condi¢des padrdo da enzima Platinum SuperFi DNA
Polymerase (Thermo Fischer Scientific). As reagdes foram purificadas com o kit ProNex Size-
Selective Purification System (Promega), e a concentracao foi verificada por fluorometria no
Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific). Finalmente, as bibliotecas foram sequenciadas em uma
lane do NovaSeq XPlus PE150 com 20% de PhiX (Novogene).

3.3.2.3 SNPs calling

As leituras brutas do Illumina foram desmultiplexadas usando a ferramenta
process_radtags incluida no pipeline de Stacksv2.0 (Catchen et al., 2013), amostras com menos
de um milhdo de reads foram descartadas (Anexo A). Os contigs ddRAD foram alinhados ao
genoma de referéncia de Astyanax mexicanus (NUmero de acesso: GCA 023375975.1) usando
0 bwa com parametros padrdo. Em seguida, utilizamos o programa gstacks com os parametros
gt-alpha=0,01 e var-alpha=0,05. Finalmente, filtramos os SNPs usando o0 programa
populations com os parametros r=0,8, t=8, min_mac=5 e min_maf=0,05. Os detalhes da

pipeline usada estdo descritos no Anexo B.

3.3.3 Anadlise de diversidade genética e posicdo de SNPs entre populagdes

Apbs a filtragem de SNPs de baixa qualidade em todo o genoma, 22.036 locais de
variantes foram utilizados para analises subsequentes. As médias da frequéncia do alelo menor
(MAF) foram calculadas para cada populacdo no software plink (Purcell et al., 2007). A
heterozigosidade observada (Ho), a heterozigosidade esperada (He) e a diversidade nucleotidica
(m) foram extraidas das estatisticas sumarias do programa populations no Stacks. O coeficiente

de endogamia (F) foi calculado usando o software vcftools (Danecek et al., 2011).

Para identificar posicbes de SNPs Unicas para cada populacdo e aquelas
compartilhadas entre populacdes, processamos os dados genotipicos de cada amostra no
arquivo VCF. Apenas posi¢cOes com genotipos variantes (ndo referéncia) foram incluidas,
enquanto gendtipos homozigotos de referéncia (0|0 ou 0/0) foram excluidos para focar
exclusivamente em posi¢Oes variantes. SNPs compartilhados entre as quatro populagdes foram
determinados calculando a intersecdo das posi¢des de SNPs em cada conjunto populacional,
resultando em uma contagem de SNPs comuns a todas as populagdes. Para visualizar SNPs
compartilhados e unicos entre as populagdes, criamos um diagrama de Venn de quatro
conjuntos, com cada conjunto representando uma populacéo distinta. Além disso, um grafico

UpSet foi gerado para quantificar e ilustrar as combinacGes de posicoes de SNPs
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compartilhadas entre populages. Isso foi feito por meio de uma matriz binaria de presenca-
auséncia, que nos permitiu identificar padrdes especificos de compartilhamento e exclusividade
de SNPs. A anélise foi conduzida usando Python. O pacote vcfpy foi usado para anélise de
arquivos VCF, o comando venn foi usado para gerar o diagrama de Venn, e 0 comando upsetplot
foi usado para produzir o grafico UpSet. Os detalhes da pipeline usada estdo descritos no Anexo
B.

3.3.4 Anadlise de genética populacional e inferéncia demogréfica

O indice de fixacao (Fst) foi calculado no pacote de R hierfstat, e a analise de variancia
molecular (AMOVA) foi calculada para observar a variacdo genética entre populac6es usando
0 pacote de R poppr. A analise de Identidade por Estado (IBS) foi obtida no software plink
(Purcell et al., 2007) e plotada no software R. Estimamos a propor¢do do genoma de cada
individuo atribuida a pools genéticos ancestrais K usando a funcdo SNMF no pacote LEA,
incluido também no R (Frichot; Francois, 2015). O numero de clusters (K) foi testado de 1 a 10
com 100 repeticBes e 1.000 iteracdes, e 0 K 6timo foi determinado por validagédo cruzada e pelo
critério de entropia, que reflete o nimero de populacgdes ancestrais que melhor explica os dados
genéticos com base na teoria da informacdo. A demografia populacional foi analisada usando
o Stairway Plot v2.1.1 (Liu; Fu, 2020), com espectros de frequéncia de SNPs. Aplicamos a taxa
de mutacdo para espécies de peixes estimada por Bergeron et al. (2023) em 5,97 x 10™° por
geracdo. O tempo de geracdo foi definido em trés anos, representando a vida média de P.
fasciatus.

3.3.5 Genomas mitocondriais e estimativa de tempo

O sequenciamento de proxima geracdo foi usado para montar trés genomas
mitocondriais completos de trés populacdes de Psalidodon fasciatus: furna 2, lagoa Dourada e
bacia do rio Paraopeba. As bibliotecas foram sequenciadas na plataforma DNBSeq para obter
leituras pareadas de 2X150 pb, resultando em 13,7 milhdes de leituras brutas. As leituras brutas
foram avaliadas quanto a qualidade usando FASTQC (Andrews, 2010) e limpas usando
Trimmomatic v0.39 (Bolger et al., 2014) para remover regides de baixa qualidade. O pipeline
Getorganelle v1.7.6.1 (Jin et al., 2020) foi usado para montagem de novo, e o0 MitoAnnotator
(lwasaki et al., 2013) foi usado para anotacdo de genes. Construimos uma matriz com os 13
genes codificadores de proteinas dos genomas mitocondriais e os alinhamos com 18 outros
mitogenomas de Characiformes disponiveis no NCBI (Anexo C) usando MAFFT v.7.0. Esses

incluem quatro espécies de Bryconidae (Brycon e Salminus), uma Acestrorhynchidae
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(Acestrorhynchus), e nove Acestrorhamphidae (Grundulus, Hasemania, Paracheirodon,
Petitella e Psalidodon); usamos uma Chalceidae (Chalceus) para enraizar as arvores com base
na filogenia de Characiformes (Melo et al., 2022).

Os tempos de divergéncia e a reconstrucédo filogenética foram estimados no BEAST
2.6.3 (Bouckaert et al., 2019) usando um reldgio relaxado ndo correlacionado (taxa média do
relogio = 1,0) sob 0 modelo evolutivo GTR+G+Il (G=4; 1=0,5) e um modelo de ramificacdo
birth-death para a probabilidade de especiacéo (taxa de diferenca de nascimento = 1,0; taxa de
morte relativa = 0,5). Usamos dois fosseis como calibra¢fes primarias e uma restrigdo de raiz
como calibragdo secundaria. O primeiro fossil foi o TBrycon avus articulado da Formagéo
Tremembé, do limite Oligoceno-Mioceno de Sao Paulo, Brasil (Woodward, 1898). Com esse
fossil, calibramos o n6 que engloba todos os Brycon e Salminus, exceto o B. henni trans-andino,
hipotetizado como pertencente a um clado inicialmente divergente de Bryconidae (Abe et al.,
2014; Melo et al., 2022). Esse prior tem uma distribui¢cdo lognormal, offset = 23,0, média =
5,0, desvio padrdo = 1,0. O segundo fossil foi o TPaleotetra entrecorregos da Formacgéo Entre-
Corregos, do limite Eoceno-Oligoceno de Minas Gerais, Brasil (Weiss et al., 2012). Usamos
tPaleotetra para calibrar 0 né que inclui todas as espécies de Acestrorhamphidae, usando uma
distribuicdo lognormal, offset = 33,9, média = 5,0, desvio padrdo = 1,0. Por fim, usamos uma
restricdo na raiz com uma distribuicdo normal (média = 89,28, sigma = 9,0; quantis 95-5% =
104-74,5) representando a divergéncia entre Chalceidae e o clado contendo Bryconidae,
Acestrorhynchidae e Acestrorhamphidae. Essa restricdo segue a filogenia calibrada no tempo
da ordem Characiformes, que estimou a divergéncia de Chalceidae e esse clado principal em
cerca de 89,2 milhdes de anos atras (104-74 Ma, 95% HPD) (Melo et al., 2022). Realizamos
trés execugdes independentes no BEAST2 com 100.000.000 geracGes de MCMC, salvando
arvores a cada 10.000 geragdes. O Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018) foi usado para verificar
convergéncia, tamanho efetivo da amostra (ESS>200) e distribuicdes de tracos. O
TreeAnnotator v2.6.2 analisou as 26.403 Gltimas arvores (12% de burn-in) e selecionou a arvore
de méaxima credibilidade de clado (MCC), que foi subsequentemente visualizada e editada no
FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2012).

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Filtragem e processamento de dados brutos

Obtivemos uma média de 164.558.417 leituras retidas por biblioteca. Apds o

processamento dos dados utilizando o programa process_radtags, 84 individuos apresentaram
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cobertura de leitura suficiente para anélises subsequentes (Anexo 2). Em média, 77.46% das
leituras por individuo foram mapeadas com sucesso no genoma de referéncia de Astyanax
mexicanus. Apos a aplicacdo de um filtro de frequéncia do alelo menor (MAF) de 0,05 e
permitindo até 20% de dados ausentes por loco, identificamos um total de 22,036 SNPs em

todo o genoma.

3.4.2 Andlise de diversidade genética e posi¢cdo de SNPs entre populagdes

A frequéncia média do alelo mais comum por populagdo (P) variou de 0,866 a 0,931,
enquanto a heterozigosidade observada variou de 0,085 a 0,117, considerando todos os locais
gendmicos (Tabela 3, Fig. 4B). A populacdo da lagoa Dourada exibiu a maior diversidade
genética, refletida em sua heterozigosidade observada e esperada (Tabela 3, Fig. 4B),
diversidade nucleotidica (Fig. 4A) e o maior nimero de alelos privados (Tabela 3). Em
contraste, a populacéo da furna 2 apresentou a menor diversidade genética. Notavelmente, a
populacdo do rio Paraopeba ndo apresentou alelos privados. Tanto as populaces do rio
Paraopeba quanto do rio lapd exibiram valores semelhantes de diversidade nucleotidica. A
populacdo da furna também apresentou a menor porcentagem de SNPs em todo o genoma
desviando do equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Métricas de diversidade a nivel populacional de Psalidodon fasciatus. Namero de
amostras (N), alelos privativos (Pa), sitios polimoérficos (Polsites), porcentagem de loci
polimorficos (%Polieci), heterozigosidade observada (Heto), heterozigosidade esperada (Hete),
e porcentagem of genome-wide SNPs no hardy Weinberg disequilibrium.

Populacao N Pa  Polsites  %6P0lioci Heto Hete %HWE (p< 0.05)
Furna 2 (PEVV) 20 485 8409 0.11549  0.0856373 0.09683191 10%
Lagoa Dourada (PEVV) 19 4940 13262 0.18214  0.1177429  0.1868107 24%
lapé river 27 48 14779  0.20298  0.0849937  0.1599085 30%
Paraopeba river 13 0 14492  0.19904 0.09085332  0.1655077 23%

Fonte: A autora

Identificamos 13.425 SNPs compartilhados entre as quatro populagdes (Fig. 4D, E), o
que representa 60,9% de todos os SNPs detectados neste estudo. O maior numero de SNPs
unicos foi encontrado na populacdo da lagoa Dourada, enquanto nenhum SNP Unico foi
encontrado nas populacdes do lapd e do Paraopeba (Figura 4E). As posi¢des variantes estao
bem distribuidas entre todas as populagBes, como evidenciado tanto pelo tamanho das

intersecdes no grafico UpSet quanto no diagrama de VVenn (Figura 4D, E).
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Figura 4 - Diversidade genética e distribuicdo de SNPs entre as popula¢tes
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Intersection size

3.4.3 Estrutura populacional

Os resultados sugerem uma forte estrutura populacional para a populacao isolada da
furna 2 em comparacao com as demais populagdes, conforme revelado pelas analises de IBS e
sNMF (Figura 5A, D). A analise SNMF identificou K = 6 como o nimero mais provavel de
clusters, com valores adicionais de K destacando uma estruturacdo populacional hierarquica
significativa (Figura 5D). As populacfes dos rios lapd e Paraopeba apresentaram padrdes de
agrupamento mais complexos (IBS e sSNMF, Figura 5A, D). Em contraste, a populacao da lagoa
Dourada exibiu dois clusters predominantes, um dos quais parece formar um grupo genético
distinto. Essa populacdo também mostrou diferenciacdo genética significativa em relacdo as
outras, conforme indicado pelos valores elevados de Fst (Fig. 5B). As comparagdes pareadas
de Fst revelaram maior diferenciacdo genética entre a populacdo da lagoa Dourada e as outras

populagdes
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Figura 5- Estrutura genética de Psalidodon fasciatus entre as populagdes
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A maior diferenciacdo (38,22%) ocorreu entre as populacdes (Tabela 4). Os dados
indicam que ha um nivel moderado de diferenciagdo genética entre as populacfes. As
populacdes em estudo s@o geneticamente distintas, conforme evidenciado pela diferenciacédo
observada entre elas. No entanto, elas ndo estdo completamente diversificadas, pois o fluxo
génico ou ancestralidade compartilhada ainda pode ocorrer. Além disso, as amostras individuais
coletadas dessas populacGes apresentaram variabilidade entre si. Apesar dessas distingdes, 0s
resultados da AMOVA (Anélise de Variancia Molecular) ndo revelaram variacéo significativa
em nenhuma das fontes de variagéo analisadas.
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Tabela 4 - Anélise da variancia molecular (AMOVA). Df: graus de liberdade; SSD: soma dos
desvios quadraticos; MSD: média dos desvios quadraticos; %: porcentagem da variancia total
atribuida a cada componente. Valores significativos (*).

Fonte de variacao Df SSD MSD %
Entre populactes 3 90566,96 30.188,99 38,22*
Entre amostras dentro das pop 80 131603,81 1.645,0 28,73
Dentro das amostras 84 5045241 600,62 33,05
Total 167 272623,17 1.632,47 100

Fonte: A autora

Como estamos comparando diferentes populagdes, incluindo uma que esta
completamente isolada, nosso objetivo também é avaliar se a endogamia esta contribuindo para
as fontes de variacdo genética e levando a um excesso de homozigotos. Neste sentido, 0
coeficiente de endogamia F, de fato, revelou que a populacéo isolada (furna 2) exibiu um nivel
mais alto de homozigosidade (Figura 5C). Além disso, os dados mostram uma variagdo minima,

sugerindo que todos os individuos tém um grau semelhante de endogamia.

3.4.4 Inferéncia demografica

De acordo com os resultados do Stairway Plot (Figura 6), as populac6es de P. fasciatus
geralmente declinaram nos Gltimos 10.000 anos. No entanto, a populacdo da furna passou por
uma fase de expansdo e estabilizacdo entre 10 ka e 2 ka, seguida por um declinio gradual que
persiste até o presente (Figura 6A). Essa populacdo também pode ter experimentado um gargalo
pronunciado entre aproximadamente 30 ka e 15 ka, coincidindo com o Ultimo Méaximo Glacial
Global (GLGM, 26,5-19 ka) (Palacios et al., 2020). Em contraste, as populacdes da lagoa
Dourada, lap6 e Paraopeba mostram uma série de geracdes, cada uma comegcando com um
gargalo em torno de 400-100 ka, exceto a populagéo do lago, que comeca mais cedo com uma
expansdo (Figura 6B-D). Essas populacGes subsequentemente se estabilizaram, com a
populacdo do Paraopeba exibindo um periodo de estabilizacdo mais longo (~360 ka) em
comparagdo com as outras (~100 ka). Os tamanhos efetivos das populacdes (Ne) diminuiram
em todas as populacfes nos ultimos 300 anos. Atualmente, a populagéo a furna 2, habitando
um ambiente fechado, mostra uma expansdo populacional (~3000) em comparagdo com as

outras populacgdes (~1000) (Figura 6).
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Figura 6 - Historia demogréafica inferida das populacdes de P. fasciatus
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A linha vermelha representa a mediana de 200 inferéncias baseadas na subamostragem, enquanto as linhas
laranja e laranja claro indicam, respectivamente, os intervalos de confianca de 75% e 95% da inferéncia. Os
simbolos em cada grafico mostram a presenca ou auséncia de fluxo génico em cada populacéo: A- populagdo da
furna 2, B - populagéo da lagoa, C - populacéo do rio lapd e D - populagdo do rio Paraopeba. Fonte: A autora

3.4.5 Estimativa do tempo de divergéncia

Para contextualizar os padrGes genéticos observados nas populacdes de P. fasciatus
desde uma perspectiva evolutiva, estimamos os tempos de divergéncia com base em dados do
genoma mitocondrial. A anélise incluiu 13 genes codificadores de proteinas (11.608 pb),
identificando 6.406 sitios variantes e 5.603 sitios informativos para parcimonia. A composi¢ao
nucleotidica foi T=30%, C=27,1%, A=27,3% e G=15,4%. A filogenia resultante apresentou
altas probabilidades posteriores, com Acestrorhamphidae como grupo-irmdo de
Acestrorhynchidae, e esse clado, por sua vez, como grupo-irmao de Bryconidae. Os resultados
indicam que o clado Acestrorhamphidae analisado tem uma idade estimada correspondente a
divergéncia de Hasemania e dos demais acestrorhamphideos durante o Eoceno (48-34 Ma, IC
95%). A separacdo entre Grundulus transandino e Psalidodon cisandino ocorreu entre o
Oligoceno e o0 Mioceno (28-7 Ma, IC 95%). Dentro de Psalidodon, nossa filogenia calibrada
no tempo indica que P. paranae divergiu de P. fasciatus durante o Plioceno, ha
aproximadamente 4,5 Ma (10-1,5 Ma, IC 95%). Além disso, a anélise sugere uma divergéncia
interna de P. fasciatus durante o Pleistoceno, em menos de 2,5 Ma (6,0-0,7 Ma, IC 95%)
(Figura 7). A filogenia indica que as populagdes distintas analisadas de P. fasciatus formam um

grupo monofilético.
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Figura 7 - Filogenia calibrada no tempo de Psalidodon e taxons relacionados, baseada em
genomas mitocondriais (13 genes; 11.608 pb)
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do Parque Estadual de Vila Velha. Fonte: A autora

3.5 DISCUSSAO

O Psalidodon fasciatus foi originalmente descrito a partir de espécimes da bacia do
Sdo Francisco, no leste do Brasil (Cuvier, 1819). Psalidodon fasciatus tem sido citado em
diversos estudos como um complexo de espécies, o que é particularmente relevante quando se
observam agrupamentos genéticos diferenciados em todas as populagdes — com excecdo da
Furna 2. Curiosamente, a populacdo da furna mantém um perfil genético semelhante ao da
localidade-tipo no rio S&o Francisco (referido aqui como Paraopeba), conforme indicado pelos
valores de Fst (0,196; Figura 5B). Essa similaridade genética é inesperada, considerando o
isolamento geografico da furna, que normalmente promoveria uma maior divergéncia genética
ao longo do tempo devido a auséncia de fluxo génico. No entanto, isso pode ser explicado por
ILS (Incomplete Lineage Sorting), uma vez que geno6tipos ancestrais podem persistir ao longo

do tempo, mesmo apoés a separacdo das linhagens (Combrink et al., 2025).
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Varias hipoteses podem explicar a colonizagéo de P. fasciatus na furna 2. Uma delas
surge da natureza carstica da regido, caracterizada por flutuac6es na energia e no fluxo de massa
influenciados por varidveis externas ao longo do tempo (Gibert et al., 1994). Esse ambiente
dindmico pode ter facilitado trocas faunisticas entre areas anteriormente conectadas e drenagens
fluviais vizinhas. A furna 2 faz parte da Formacdo Furnas (Melo et al., 2011), conhecida por
suas paleocorrentes e arenitos associados. A histdria da erosdo subterrdnea nesta formacéo
levou ao desenvolvimento de grandes depressoes, incluindo furnas e lagoas (Melo et al., 2004).
Além disso, os processos de intemperismo em Vila Velha, responsaveis pelas caracteristicas
pseudo-cérsticas, comegaram ha aproximadamente 35 milhGes de anos e foram mais intensos
entre 17 e 9 milhdes de anos atras (Riffel et al., 2015). Embora esses processos geoldgicos
tenham contribuido para a formacao da furna 2, eles ndo explicam completamente a presenca
de P. fasciatus nesse habitat isolado. A colonizagédo de P. fasciatus na furna 2 permanece sem
explicacdo, uma vez que esses eventos geoldgicos antecedem a divergéncia da populacao, que
ocorreu durante o periodo Plioceno-Quaternario (Figura 7).

O Lagoa Dourada, com aproximadamente 200 metros de didmetro e cercado por
floresta ombrofila mista riparia, esta localizado proximo a furna. Estimativas de idade baseadas
em restos vegetais sugerem que o lago existe ha mais de 11.700 anos (de Melo et al., 2000).
Embora tenha sido proposta uma conexao subterranea entre a lagoa Dourada e a furna 2, ndo
ha evidéncias conclusivas que suportem fluxo génico ou migracdo entre os habitats. Os dados
genéticos indicam que a populacdo da lagoa Dourada diverge de outras populagdes, com um
tempo de divergéncia relativamente antigo (~2,5 milhdes de anos), o que provavelmente explica
os altos valores de Fst observados. Essa maior diversidade pode estar associada a uma historia
de colonizacdo mais antiga e a um possivel fluxo génico com outros sistemas fluviais em

periodos anteriores.

Populacdes fluviais, como as do lap6 e Paraopeba, apresentam menor estruturacao
genética, o que pode ser atribuido a maior vagilidade comum em espécies de peixes de rio
(Jaisuk; Senanan, 2018). A diversidade genética () dessas populagdes fluviais é semelhante a
da populacdo da lagoa. Embora uma maior diversidade fosse esperada nessas populacdes
fluviais, suas taxas de endogamia ndo sdo tdo baixas quanto as observadas na populagédo da
furna 2, possivelmente devido a declinios populacionais recentes (Figura 7), que podem
aumentar os niveis de homozigosidade, como também demonstrado aqui (Figura 7C).
Populagdes com fluxo génico restrito ou ausente sdo suscetiveis a endogamia (Figura 2C,

Fcoefr=0,64), 0 que pode levar a efeitos adversos no crescimento, fertilidade e desenvolvimento,



46

conforme relatado em trabalhos anteriores (Nelson et al., 2020; Kerniske et al., 2021). Além
disso, evidéncias recentes de hibridizagdo natural em populacdes de P. fasciatus do alto Parana
(Gavazzoni et al., 2020) podem afetar o fluxo genético das populagdes fluviais em contraste

com as populacdes isoladas da furna.

Populacdes geograficamente isoladas séo raras e dificeis de identificar, especialmente
em ambientes aquaticos (Hastings, 2005). Em pequenas populacGes de peixes isoladas, a
variacdo genética e 0s processos de extingdo sdo frequentemente influenciados por eventos
estocésticos (Hellmair; Kinziger, 2014). No entanto, o grau de isolamento, a histdria de vida e
a dindmica populacional afetam como essas populagdes evoluem e persistem ao longo do tempo
(Balloux, 2016). A historia demogréafica ao longo do tempo (Figura 7) indica que a populacéo
da furna apresentou um tamanho populacional maior do que o esperado, considerando a
auséncia de taxa de migracdo. Em populagdes estaveis ou em expansdo, uma ampla gama de
mutacdes, incluindo aquelas sob selecdo positiva e sobre dominantes, pode contribuir para a
adaptacdo (McDonough; Connallon, 2023); isso pode ser aplicado a manutencédo da populagédo
do sumidouro ao longo do tempo. Além disso, a heterozigosidade observada, que é semelhante
a das populagdes fluviais, pode facilitar a geracdo de variantes adaptativas, apoiando a
persisténcia da populagdo (McDonough; Connallon, 2023). Essas descobertas recentes
levantam uma questdo instigante e ainda em aberto: quais mecanismos genéticos sustentam a
capacidade dessas populacdes isoladas de peixes de contrabalancar a deriva genética e manter

altos niveis de heterozigosidade?

3.6 CONCLUSAO

Nossos resultados fornecem insights sobre a manutencéo da variabilidade genética na
populacédo isolada de P. fasciatus. Apesar dos niveis de endogamia, a presenca de alelos em
equilibrio de Hardy-Weinberg e alelos privados sugere que essa populacdo persiste ha menos
de um milh&o de anos. Ao longo de inuUmeras geracoes, é provavel que essa populacdo tenha
evoluido mecanismos especificos para a sobrevivéncia. Pesquisas futuras se concentrardo na
investigacdo desses mecanismos, bem como nas estratégias reprodutivas empregadas por P.
fasciatus na furna 2. Por fim, o método ddRADSeq foi fundamental para mapear SNPs entre as

populagdes, fornecendo resultados robustos sobre a variacdo genética nos quatro ambientes.
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4  Capitulo 3

Mapeamento cromossémico de elementos repetitivos revela padrdes microevolutivos em

populacdes isoladas de Psalidodon fasciatus no sul do Brasil

4.1 INTRODUCAO

As sequéncias de DNA repetitivo constituem uma grande proporcao dos genomas de
vertebrados (Reinar et al., 2023). Em peixes, o percentual de elementos repetitivos varia entre
as espécies e esta relacionado a adaptabilidade e ao ambiente em que vivem (Yuan et al., 2018).
Os peixes teledsteos, por exemplo, apresentam tanto o menor (Tetraodon nigroviridis, 342,4
Mb) quanto o maior (Lepidosiren paradoxa, 91 Gb) genoma conhecido entre os vertebrados, o
que pode ser explicado por eventos de duplicacdo gendmica total e, em alguns casos, pela
expansdo de DNA repetitivo (Jaillon et al., 2004; Schartl et al., 2024). A abundancia e
diversidade de elementos repetitivos nos genomas de tele6steos tém implicagdes significativas
para a evolucdo genémica, variacOes estruturais e adaptabilidade. Esses elementos podem
influenciar a expressdo génica, o tamanho do genoma e o surgimento de novas funcgdes
genéticas (Yuan, 2018).

Elementos repetitivos como os elementos transponiveis (TEsS) podem ser fatores
importantes na reorganizagdo gendmica, mediada por rearranjos cromossémicos como
inversoes, translocacdes e duplicacdes (Carotti et al., 2021). Os TEs séo classificados em cinco
classes, com base em sua enzimologia, estrutura e sequéncia: retrotransposons com repeticoes
terminais longas (LTR), retrotransposons sem LTR (por exemplo, elementos nucleares longos
e curtos dispersos — LINEs e SINES), transposons de DNA tipo "copy paste", transposons de
DNA com mecanismo de rolagem (Helitrons) e transposons de DNA autossintetizantes
(Polintons) (Jurka, 2000; Jurka et al., 2005). Em Astyanax mexicanus, por exemplo, 0s
elementos transponiveis sdo predominantemente compostos por transposons de DNA, seguidos
por LINEs e LTRs, enquanto SINEs sdo menos abundantes (Shao; Han; Peng, 2019). No
entanto, na maioria dos grupos de teledsteos, os mecanismos de atividade desses elementos
ainda sdo pouco compreendidos, especialmente em relagdo a sua localizagcdo cromossémica in

situ, em grande parte devido a auséncia de genomas de referéncia.

Por outro lado, elementos repetitivos como DNAs satélites (satDNAS), que consistem
em sequéncias ndo codificadoras repetidas em tandem e localizadas principalmente nas regides
centroméricas, pericentroméricas e subteloméricas, tém se mostrado Uteis em estudos de
genética populacional devido as suas altas taxas de mutagdo, variabilidade de sequéncia e

evolucgéo especifica de linhagens. Sua rapida evolucdo os torna particularmente Uteis como
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marcadores moleculares para avaliar diferencia¢do genética, estrutura populacional e evolugédo
cromossémica entre tdxons proximamente relacionados (Thakur; Packiaraj; Henikoff, 2021;
Ugarkovic; Plohl, 2002). Os DNAs satélites vém sendo mais estudados recentemente devido ao
maior acesso a técnicas de sequenciamento de baixa cobertura (Novak; Neumann; Macas,
2020). Estudos de caracterizacdo e comparacdo de familias de DNA satélite em Characiformes
tém aumentado nos ultimos anos (dos Santos et al., 2021; Goes et al., 2022; Utsunomia et al.,
2019), permitindo andlises comparativas entre espécies nao apenas de peixes, mas de diversos

outros grupos (Ruiz-Ruano et al., 2016).

4.2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é comparar a distribuicdo cromossémica e as implicacdes
evolutivas de alguns elementos repetitivos, como LINES e retroelementos Rex, em diferentes
populacbes de Psalidodon fasciatus no Brasil. Além disso, este trabalho busca comparar o0s
achados a fim de compreender a relevancia na reorganizagdo genémica e na diferenciacao

populacional, especialmente em habitats isolados e Unicos, como as furnas.
4.3 MATERIAS E METODOS

4.3.1 Amostragem e obtengéo de cromossomos

Espécimenes de Psalidodon fasciatus foram coletados com redes de arrasto na furna 2
(SH) (-25,224445°S, -50,041002°W) e na Lagoa Dourada (DL) (25°14'23"S, 50°03'01"W),
ambos localizados no Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), municipio de Ponta Grossa; no
reservatorio Alagados, também em Ponta Grossa (AL) (-25,013890, -50,034074), e no rio lapo,
bacia do rio Tibagi, no municipio de Castro (IA) (606395S, 7261715W). Os peixes foram
transportados ao laboratério, e posteriormente foram realizadas prepara¢des mitéticas de acordo
com o protocolo de Bertollo et al. (1978) e por cultivo de fibroblastos.

Todos os procedimentos seguiram as normas internacionais de experimentacdo
animal, sendo aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (processo CEUA n.° 0769342/2021). A coleta foi autorizada pelo Ministério do
Meio Ambiente (MMA/ICMbio n.° 15115-1). O DNA gendmico foi acessado com registro no
SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado n.° A6F96AE).
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Os cromossomos mitdticos obtidos a partir de cultura de fibroblastos seguiram o
protocolo de Silva et al. (2014), com modificacdes. A nadadeira caudal dos espécimes foi
coletada e armazenada em microtubos de 1,5 mL contendo PBS 1x suplementado com
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) até o processamento para cultivo celular.
Sob capela de fluxo laminar, a nadadeira foi removida do tubo, transferida para uma placa de
Petri estéril e lavada trés vezes com PBS 1x, descartando-se a solucdo apds cada lavagem. Em
sequida, a nadadeira foi transferida para uma nova placa de Petri estéril e fragmentada
mecanicamente com lamina de bisturi estéril. Os fragmentos foram transferidos para um tubo
contendo 3 mL de colagenase tipo IV, previamente diluida em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) suplementado com penicilina (100U/mL), gentamicina (0,05
mg/mL), estreptomicina (0,05 mg/mL) e anfotericina B (2,5 pg/mL), sendo incubados a 37 °C

por 20 minutos.

Apds a digestdo enzimatica, as células foram ressuspensas em 7 mL de DMEM e
centrifugadas a 800 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi
ressuspenso em 5 mL de DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (FBS). As células
foram entdo transferidas para frascos de cultura de 25 cm? e incubadas a 28 °C. O crescimento
celular foi monitorado diariamente por microscopia invertida, e o meio foi renovado conforme
necessario. Ao atingir cerca de 80% de confluéncia, foram adicionados 100 uL de colchicina a

0,005% para bloqueio da divisao celular, com incubagdo durante a noite a 28 °C.

Posteriormente, as células foram destacadas com tripsina a 0,25% e submetidas a
tratamento hipotonico com solugdo de KC1 0,075 M por 5 minutos a 37 °C. Em seguida, as
células foram fixadas com trés lavagens sequenciais em solucao de metanol:acido acético (3:1).
As laminas foram analisadas por coloragédo convencional com Giemsa, utilizando microscopia
Optica, a fim de verificar a qualidade das metafases. Todos os procedimentos foram realizados
conforme aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (Processo CEUA: 0769342/2021).

4.3.2 Citogenética convencional

A identificacdo da heterocromatina constitutiva foi realizada por meio da técnica de
bandamento C, conforme descrito por Sumner (1972), e a caracterizagcdo das regides
organizadoras de nucléolo (Ag-NORs) seguiu a metodologia proposta por Howell e Black
(1980). Os caridtipos foram classificados segundo Levan et al. (1964) como metacéntricos (m),

submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a).



50

4.3.3 Obtencéo das sondas de elementos repetitivos

4.3.3.1 Elementos transponiveis

As bibliotecas gendmicas de P. fasciatus foram sequenciadas com baixa cobertura
(low-pass) pela BGI Genomics (China). A qualidade das bibliotecas foi avaliada com o software
FASTQC (Andrews, 2010). Considerando os potenciais efeitos genéticos do isolamento na
populacéo de P. fasciatus na furna 2, foi realizada a identificacdo e mapeamento dos elementos

transponiveis (TEs) mais abundantes presentes em sua biblioteca genémica (Anexo E).

Estas sequéncias de TEs foram identificadas com base na anotacdo do RepeatExplorer

(RE) (Novék et al., 2020) disponivel na plataforma Galaxy (https://repeatexplorer-elixir.cerit-
sc.cz/). Os contigs montados foram extraidos e analisados com o auxilio do visualizador Tablet
(Milne et al., 2013). A identificacdo dos TEs foi realizada com base na primeira anotacéo dos
resultados do RE, sendo posteriormente confirmada no banco de dados FishTEDB

(https://www.fishtedb.com/). Os contigs mais completos foram selecionados para o desenho de

primers, os quais foram construidos utilizando o software Primer3 v4.1.0 (K&ressaar et al.,
2018) (Tabela 5). As reacdes de PCR para os nove elementos transponiveis foram realizadas
com perfil térmico semelhante: 2 min a 95 °C, seguidos por 36 ciclos de 1 min a 94 °C, 45 s
entre 55 °C-59 °C, e 2 min a 72 °C; finalizando com uma extensao de 5 min a 72 °C. As sondas
dos TEs foram marcadas com Atto550-dUTP, Atto488-dUTP e Atto426-dUTP por Nick-
Translation (Jena Biosciences, Jena, Alemanha), conforme as instru¢bes do fabricante, e
posteriormente utilizadas nos experimentos de FISH. Em seguida, esses elementos foram
comparados com aqueles observados em populacdes ndo isoladas (DL, AL, IA). A presenca e
atividade dos TEs pode influenciar a fungdo gendémica e impactar a sobrevivéncia e a adaptagédo
desse grupo isolado.

Tabela 5 - Primers utilizados para a amplificacdo dos fragmentos dos elementos transponiveis
presentes na biblioteca de P. fasciatus da furna 2

Tamanho de produto

Cluster RE Identificacéo Primer forward Primer reverse (o)
CL83 LINE/L1 TTCGTGTGTTTCTCTGCT TGTAGAAGCGGGAGAA 241
GC GGTG
CCACAAAGAGCATACG ACTGTGACTTGCTACCC
CL84 LINE/Rex GACG GAA 811
GCATGGTTTTGGAGAGC ACACAGTGAAGCCAGA
CL90 LINE/L2 ACA CAGA 583
CL101 LINE/Rex CGTTCAGCAGAGATGTG ATGCCAGCTTACAGACC 511
TCG ACT
CGTGTGTTATCGGCTGA  CGCCATGTGTTCTTTGG
CL108 LINE/L1 GTG GAA 886
CL257 LINE/Rex-Babar TACCTCC'CI':C_IZ_CAACCGAAC AGACTGGS\;?_CAAGGGT 505


https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/
https://www.fishtedb.com/
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CTGGTTTGCTCTGTCCA  AGAGGGCGTTCAAAGAT

CL227 LINE/Rex CAC GGA 213
CL169 LINE/Rex-Babar TGGTACG?E?ACACTAC TCACACTTETGTACCTC 539
CL114 LINE/Rex-Babar CAGTTTGCGTACCGGGA CATCTTGCACCACACCA 468

AAA CAA

Fonte: A autora

4.3.3.2 DNA satélites

Anélises comparativas utilizando a pipeline do RepeatExplorer (Novék et al., 2020)
foram conduzidas para investigar possiveis diferencas na presenca e abundancia de elementos
repetitivos, com foco especial nos DNASs satélites, nas bibliotecas genémicas disponiveis das
populacdes amostradas neste estudo. Comparaces iniciais foram realizadas entre as
populacdes de SH vs DL, ndo sendo observadas diferencas relevantes na abundancia geral dos
elementos repetitivos, exceto pela deteccéo de uma variante do satélite As51. Em seguida, foram
realizadas analises comparativas entre a populacdo da furna 2 e a populacdo do rio S&o
Francisco, esta ultima escolhida por corresponder a localidade-tipo de P. fasciatus (Anexo F).
Nessa comparacao, foram detectadas diversas diferencas na presenca/auséncia de elementos
satélites, sugerindo possiveis variagdes estruturais na populacao da furna 2. As sequéncias de
satelite selecionadas foram marcadas diretamente com biotina durante sua sintese e

posteriormente mapeadas nas quatro populac@es estudadas.

4.3.4 Hibridacéo in situ fluorescente (FISH)

As misturas de hibridacdo foram compostas por 100 ng de cada sonda de DNA
marcada, além de 50% de formamida, 2x SSC, 10% de SDS, 10% de sulfato de dextrana e
tampéo Denhardt (pH 7.0), totalizando 20 uL, sob condic¢des de alta estringéncia para FISH.
Para os experimentos de FISH, as Id&minas contendo metafases foram envelhecidas por 1h a
60 °C, seguidas de tratamento a 37 °C por 5 min com solugdo de pepsina a 0,005% (99 pL de
H:20, 10 pL de HCI e 2,5 pL de pepsina a 20 mg/mL). Os cromossomos foram desnaturados
em formamida 70%/2x SSC a 72 °C por 3 min; as sondas foram desnaturadas separadamente a
85 °C por 10 min e resfriadas a 4 °C por 2 min antes da aplicag¢do. A hibridagao ocorreu durante
a noite em camara Umida a 37 °C. As laminas foram entdo lavadas por 5 min em SSC 1% a
65 °C, seguidas por lavagem em SSC 4x/Tween em temperatura ambiente e uma lavagem
rapida em PBS 1x por 1 min. As laminas foram desidratadas em uma série alcodlica (70%, 85%
e 100%) antes da contra-coloracdo dos cromossomos com DAPI, montadas com Vectashield

(Vector Laboratories, Burlingame, EUA).
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4.3.5 Imagens e confirmacéo dos resultados

Para confirmar os resultados obtidos por FISH, foram analisadas metéafases por
individuo. As imagens foram capturadas com uma camera CoolSNAP acoplada a um
microscopio Axioplan 1l (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Alemanha) e processadas com o
software ISIS (MetaSystems Hard & Software GmbH, Altlussheim, Alemanha). Todas as

imagens foram editadas no software Photoshop.

44 RESULTADOS

As populacdes SH, AL e IA apresentaram o0 mesmo numero diploide modal de 2n =
48 cromossomos, com diferencas em suas formulas cariotipicas, conforme segue: SH = 8m +
14sm + 18st + 8a [NF = 88] (Figura 8a); AL = 8m + 14sm + 10st + 16a [NF = 80] (Figura 8e);
IA = 10m + 14sm + 8st + 16a [NF = 80] (Figura 8g). A populacdo DL apresentou nimero
diploide de 2n = 50 cromossomos, com a férmula cariotipica DL = 8m + 12sm + 18st + 6a [NF
= 82] (Figura 8c).

Nas populacbes SH e DL, a heterocromatina constitutiva foram predominantemente
observadas em blocos localizados nas regiGes teloméricas de pares cromossémicos
subtelocéntricos e acrocéntricos (Figura 8b, d). Em contraste, a populagdo AL apresentou baixo
contetdo heterocromatico, restrito as regides centroméricas de todos os pares cromossémicos
(Figura 8f). Na populacéo IA, a heterocromatina foi extremamente escassa, limitada a poucos
sinais intersticiais no cromossomo 1 e a um Unico sitio telomérico no braco curto do par

cromossémico 9 (Figura 8h).

A localizacdo das regibes Ag-NOR ndo foi conservada entre as populacdes. No
entanto, as populacdes SH, DL e AL apresentaram uma regido NOR ativa em um cromossomo
submetacéntrico do par 6, o qual também corresponde ao par que carrega o sinal de rDNA 18S
(Figura 9); essa localizagé@o tem sido conservada em outras populagdes de P. fasciatus (Pazza
et al., 2006). A populacdo AL, em particular, apresentou 0 maior nimero de sitios AgNOR,
embora apenas trés cromossomos tenham sido consistentemente marcados nas metafases. Em

contraste, a populacdo IA apresentou sinais AGNOR em um Unico par subtelocéntrico.
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Figura 8 - Analise comparativa dos cariotipos de P. fasciatus analisados.
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Cariotipos em giemsa (& esquerda) bandamento C (a direita) e cromossomos portadores de regides NOR (em
destaque) em quatro populacBes de Psalidodon fasciatus: furna 2 (SH) (a, b), Lagoa Dourada (DL) (c, d),
Alagados (AL) (e, f) e rio lapo (1A) (g, h). Barra de escala = 10 um. Fonte: A autora

4.4.1 Hibridacdo comparativa

4.4.1.1 Mapeamento dos rDNAs 5S e 18S

Os padrbes de hibridacdo revelaram variacdo tanto na localizacdo cromossémica
guanto no ndmero de sitios de rDNA entre as populacbes. O sitio de rDNA 5S (Figura 9)
apresentou localizacdo conservada na regido centromeérica de um par acrocéntrico nas
populacdes SH (par 21), AL (par 17) e 1A (par 17) (Figura 9a, ¢, d). Em contraste, a populacao
DL apresentou multiplos sinais, distribuidos em sete pares cromossémicos.

Os sitios de rDNA 18S diferiram entre as populagdes, com co-localizacdo dos rDNAS
18S e 5S observada em quatro cromossomos na populagdo DL. Na populacgéo 1A, também foi

observada co-localizagdo em um cromossomo acrocéntrico.
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Figura 9 - Localizacdo cromossomica do rDNA 5s e 18s em quatro populagdes de P. fasciatus

Q5S 18s

A - Furna 2 (SH). B - Lagoa Dourada (DL). C - Alagados (AL); e D - Rio lap6 (1A). Barra de escala = 10 pum.
Fonte: A autora

4.4.2 Mapeamento de alguns LINEs (Long interspersed nuclear elements) nas
populacdes de P. fasciatus

4421L1el2

As sequéncias repetitivas LINE do tipo L1 apresentaram sinais dispersos em P.
fasciatus (Figura 10) e blocos semelhantes a regifes teloméricas na populacdo SH. A sonda L2

mostrou localiza¢do em blocos do tipo telomérico nos pares subtelocéntricos e acrocéntricos.

4.4.2.2 Rex-Babar

O resultado mais marcante do mapeamento dos retrotransposons do tipo Rex-Babar
foi que a populacdo SH apresentou sinais positivos para todas as sondas, sendo que a sonda
Rex-Babar-169 parece ser exclusiva dessa populagdo. Nas populagfes AL e IA, a sonda Rex-
Babar-257 marcou dois pares de cromossomos, com sinais localizados distintamente nas
regides teloméricas (Figura 11c, d). A sonda Rex-Babar-169 hibridou tanto em SH quanto em

DL, apresentando-se como blocos teloméricos na primeira e com distribuicdo dispersa na
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segunda. O elemento babar é pouco estudado em peixes neotropicais; este € o primeiro
mapeamento dessas sequéncias em diferentes populacdes de P. fasciatus.

Figura 10 - Distribuicdo cromossémica dos retroelementos L1 (83 e 108) e L2 (90) em quatro
populagdes de P. fasciatus

IA 1A

A - Furna 2 (SH). B - Lagoa Dourada (DL). C - Alagados (AL); e D - Rio lapd (l1A). Barra de escala = 10 pm.
Fonte: A autora
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Figura 11 - Distribuicdo cromossémica dos retroelementos Rex-Babar em quatro populacées
de P. fasciatus.

Rex-Babar-169 Rex-Babar-114

Rex-Babar-169 Rex-Babar-114

Rex-Babar-169 Rex-Babar-114

Rex-Babar-169 Rex-Babar-114

A - Furna 2 (SH). B - Lagoa Dourada (DL). C - Alagados (AL); e D - Rio lap6 (1A). Barra de escala = 10 pum.
Fonte: A autora
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Nosso estudo identificou diversas sequéncias com alta similaridade aos genes Rex.

Dentre os elementos Rex analisados em peixes, Rex1, Rex3 e Rex6 sdo 0s mais comumente

estudados; no entanto, o conhecimento sobre esses elementos ainda é limitado devido a escassez

de pesquisas na &rea. No presente estudo, apenas o retrotransposon Rex-101 hibridou em todas

as populacdes, apresentando um padrdo de distribuicao dispersa em todas, exceto na populagéo

SH (Figura 13a). O elemento Rex -84 parece ser exclusivo da populacdo IA (Figura 5d),

enquanto Rex -227 exibiu um padrdo de marcagdo em blocos do tipo telomérico em pelo menos

sete pares cromossomicos, principalmente subtelocéntricos e telocéntricos. Notavelmente, essa

sequéncia Rex-227 também foi exclusiva da populagdo SH.

Figura 12 — ldeograma cromossémico das diferentes populacdes de P. fasciatus estudadas

N(DJJIIID
-'-“‘[III]ID
o (OIDAID
~ (01D
(DI
(IINDID
T (MDD

_
o
[
—
-
N
—
w
[
w
=
o

5068

17 18 19 20

) (IINITTD:

w (DD

-
o
.
—
.
N
-
W
-
N
.
wn
-
o

6

17 18

n
o
N
-

EBE

3 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
d m sm st
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
m sm st

20 21

N
N
N
w

N
5}

~N

w

N
N
N
w

06

22 23

N
B

N
e

24

I LINE/L1 [83]
[ LINE/L2 [90]
LINE/L1 [108]
LINE/Rex-Babar [169]
I LINE/Rex-Babar [114]
[ LINE/Rex-Babar [257]
I LINE/Rex [101]
I LINE/Rex [227]
LINE/Rex [84]
Il as51
Il sat51
sat164
sat82
Il sat138
I sat169
@ 55 rDNA

18S rDNA

A - Furna 2. B - Lagoa Dourada. C - Alagados. D - Populagdo do lapd. Cromossomos m=metacéntricos,
sm=submetacéntricos, st=subtelocéntricos e a=acrocéntricos. Fonte: A autora
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Figura 13 - Mapeamento dos retroelementos Rex em P. fasciatus

Rex (84) Rex (101) Rex (227)

Rex (101)

Rex (84) Rex (101)

A - Furna 2 (SH). B - Lagoa Dourada (DL). C - Alagados (AL); e D - Rio lapd (1A). Barra de escala = 10 pum.
Fonte: A autora
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4.4.3 Mapeamento de DNAs Satélites (SatDNA)

4.4.3.1 Analise comparativa de satDNAs pelo RepeatExplorer (RE)

A andlise comparativa dos DNAs satélites revelou resolugdo limitada para a
identificacdo de marcadores exclusivos na populagdo SH, embora tenham aparecido na analise
in silico (Figura 14, Anexo F). A auséncia de sinais de hibridacéo €, por si s, relevante, uma
vez que apenas a populacdo DL apresentou sinais proeminentes e aparente exclusividade para
0s satDNAs satl138 e sat82 (Figura 14b). Nenhum sinal de hibridacdo foi detectado na
populacdo AL para nenhuma das sondas de satélite analisadas (Figura 14c). O elemento sat169
apresentou hibridacdo exclusiva na populacao 1A, com localizacdo nas regiGes centroméricas e
em dominios intersticiais especificos de cromossomos metacéntricos e subtelocéntricos. O
satelite satl64 foi observado na regido centromérica de um Unico par de cromossomos
acrocéntricos em DL e apresentou padrdo disperso em IA, com marcacdo centromérica

proeminente (Figura 14b, d).
Hibridag&o de as51 e sat51

Sinais de hibridacdo em blocos do tipo telomérico foram detectados para ambos 0s
DNAs satélites (As51 e sat51) nas populagdes SH e DL, indicando um alto nimero de cdpias
desses elementos repetitivos (Figura 15a, b), este resultado também foi encontrado por
Mantovani et al. (2004) e por Abel, Mantovani; Moreira-filho (2006) em Astyanax
scabripinnis. A variante satbl foi observada exclusivamente nessas duas populacdes,
apresentando de forma consistente um padrdo de marcacdo em blocos teloméricos. Essa
distribuicéo é coerente com o padrdo de abundéncia identificado na analise comparativa pelo
RE entre SH vs DL.

Na populagdo AL, um par de cromossomos submetacéntricos exibiu sinais de
hibridagdo para ambas as sondas, com localizagdo claramente pericentromérica em ambos os
casos (Figura 15c). Em contraste, na populagdo IA, as51 hibridou a apenas dois pares
cromossdmicos, enquanto sat51 ndo apresentou sinal detectavel (Figura 15d), sugerindo a

auséncia ou reducao significativa dessa variante nessa populagéo.
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Figura 14 - Distribuicdo cromossdmica das DNAs satélites a partir da analise comparativa de
retroelementos (RE)

sat138 sat169

sat138 sat169

sat138

sat138

A - Furna 2 (SH). B - Lagoa Dourada (DL). C - Alagados (AL); e D - Rio lap6 (IA). Barra de escala = 10 um.
Fonte: A autora
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Figura 15 - Distribuicdo cromossdmica dos DNAs satélites As51 (verde) e sat51 (vermelho)

em quatro populacdes de P. fasciatus

A - Furna 2 (SH). B - Lagoa Dourada (DL). C - Alagados (AL); e D - Rio lap6 (1A). Barra de escala = 10 um.
Fonte: A autora

45 DISCUSSAO

Elementos de DNA repetitivo surgem como arquitetos dinamicos das mudancas
microevolutivas em Psalidodon fasciatus, moldando a divergéncia genémica entre populagdes
isoladas e populacdes de ambientes abertos, por meio de interagcbes complexas entre deriva
genética, selecdo e rearranjos estruturais (Carotti et al., 2021; Ugarkovic; Plohl, 2002). Nosso
estudo sugere que a populacdo da furna 2 (SH) possui uma assinatura gendmica distinta,
caracterizada pela acumulacdo exclusiva dos retroelementos Rex-Babar-169 e Rex-227,
juntamente com LINEs enriquecidos em regifes teloméricas (Figura 12a). Esse padrdo reflete
observagOes feitas em Astyanax mexicanus adaptado a cavernas, nas quais elementos
transponiveis mediam rearranjos cromossémicos como forma de conter instabilidades
gendmicas em ambientes isolados (Shao et al., 2019). A fixacdo desses TEs provavelmente
reflete a intensificacdo da deriva genética em demes de pequeno tamanho populacional, nos
quais o fluxo génico reduzido limita forcas homogeneizadoras e acelera expansdes especificas
(Bourgeois; Boissinot, 2019). A localizacdo telomérica dos LINEs em SH sugere uma possivel
exaptacdo para manutencdo telomérica, fendbmeno ja documentado em mamiferos, mas
raramente observado em teledsteos, indicando solugdes convergentes para o estresse genémico
em habitats fragmentados.

Os DNAs satelites (satDNAs) também evidenciam dinamicas microevolutivas que
operam em escalas de tempo notavelmente rapidas (Ruiz-Ruano et al., 2016). A retencédo
exclusiva dos elementos As51 e sat51 nas populagdes SH e DL, especificamente na regido
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telomérica, pode estar relacionada a amplificacdo localizada mediada por recombinagéo
desigual. Novas variantes de sequéncias satélites, como o sat51 identificado neste estudo,
podem surgir por meio de mutacdes pontuais ou inser¢des de elementos transponiveis (TES), e
posteriormente expandir-se em matrizes mais longas por meio de deslizamento de replicacéo
ou recombinacéo desigual (Flynn; Yamashita, 2024). A ocorréncia quase exclusiva desses TEs
na populagdo SH pode explicar a coexisténcia observada entre esses elementos.

O sat169 ocorre exclusivamente na populacéo 1A refletindo os ciclos de nascimento e
morte tipicos da evolugdo de satDNAs (Plohl et al., 2012). Essa renovacgdo especifica por
linhagem reforga o potencial dos satDNAs como marcadores de alta resolugdo para processos
micro evolutivos (Thakur et al., 2021), capazes de detectar divergéncias antes mesmo da

manifestacdo de diferenciacbes morfologicas.

A reestruturacdo dos sitios de rDNA fornece evidéncias adicionais de divergéncia
micro evolutiva incipiente. Enquanto a localizacdo dos rDNAs 18S/5S, a populacdo SH sugere
um estado de conservacao (Figura 9a), ja que esta marcacao (um par de cromossomos) tem sido
encontrada em outras populacées, inclusive em algumas descritas para a bacia de Sao Francisco,
a qual é definida como a populacdo tipo para P. fasciatus (Pazza et al., 2006). Em teledsteos,
rearranjos de rDNA estdo frequentemente associados a incompatibilidade hibrida posicionando
essas alteracGes como possiveis barreiras gendbmicas em processos iniciais de especiacao
(Merlo et al., 2013). No caso da populacdo DL, as multiplas regides 5S coincidem com regides
contendo sequencias de retro elementos como L1(90), esta co-localiza¢do tem sido reportadas

em algumas espécies de peixe (Rebordinos; Cross; Merlo, 2013; Cioffi et al., 2010).

O habitat de furna atua, assim, como um cadinho microevolutivo: o isolamento molda
perfis de DNA repetitivo por meio da expansdo de heterocromatina, que atua como um
amortecedor frente a choques gendmicos (Flynn; Yamashita, 2024). Neste ultimo caso,
destagque-se a importancia na geracdo de variabilidade por recombinacdo cromossémica em
resposta a erosdo genética causada por alguns fatores como endogamia, assim como o caso da
populacdo SH.

Apesar das limitagdes da abordagem de sequenciamento de baixa cobertura, nossos
resultados destacam a necessidade urgente de metodologias mais robustas como
sequenciamento de cadeias longas ou metodologias mais recentes como CELLO-seq para
quantificar frequéncias de insercdo de TEs (Marlow; Deaville; Berrens, 2025). Estudos futuros

devem testar se os TEs especificos de SH regulam genes associados a resposta ao estresse.



63

4.6 CONCLUSAO

Em conclusdo, os elementos repetitivos em P. fasciatus transcendem seu papel como
ocupantes passivos do genoma e se estabelecem como agentes ativos da microevolucéo.
Populacdes isoladas acumulam perfis distintos de TEs e satDNAs por meio de processos
estocasticos e seletivos, gerando divergéncias genémicas mensurdveis em escalas de tempo
ecologicas no caso de P. fasciatus da Furna do Parque estadual de Vila Velha, um isolamento
de cerca de 1,5 milhdes de anos (De la Ossa-Guerra et al, Segundo Capitulo desta tese). Este
trabalho posiciona o DNA repetitivo como uma ferramenta essencial para compreender como
0s genomas se adaptam, em tempo real, a fragmentacdo de habitats, uma questdo urgente em

face das rapidas transformacdes ambientais atuais.
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ANEXO A - Resultado process radtags biblioteca 1 (individuos da lagoa Dourada), biblioteca

2 (furna 2), biblioteca 3 (rio Tibagi, e rio Paraopebas). Células em cinza indicam aquelas que

foram descartadas.

Biblioteca 1
Barcode | Filename Total NoRadTag | LowQuality Retained
CTGCG 4L 11363522 94236 276528 10881042,00
GCATG 1L 10523740 | 115582 255306 10044145
ACACA 8L 10034114 98661 242301 9586663
GACAC 23L 9066562 102131 219725 8648837
AGCTA 2L 8858460 70437 214946 8473934
TGCAT 26L 8026554 66784 195417 7684306
CTTGG 16L 7458848 67004 180812 7141119
TCGAT 20L 7461022 65891 181334 7139578
TTACC 241 6963096 72207 168557 6650902
CGGCT 22L 6700696 58708 163618 6405410
ATTAC 3L 5739008 65328 138299 5476806
GAGAT 29L 5687286 46738 138510 5445211
CGATC 13L 4945720 127498 119146 4643334
CTGTC 10L 3753338 58150 90238 3566656
AACCA 7L 3670966 71074 88448 3477364
CGGTA 28L 3361348 30377 81783 3217015
GGATA 5L 2944832 29999 71524 2816537
ACTGG 27L 2684402 38405 65084 2555050
CGAAT 15L 2379724 30159 58069 2266160
ACGGT 21L 2099988 35208 51097 1994177
CATAT oL 1358458 31148 32793 1283082
GGCTC 17L 110124 15654 2366 91177
TACGT 11L 86116 13953 1882 69609
GTCCG 30L 73540 5518 1634 65809
TCACG 19L 70076 8691 1480 59417
TAGTA 6L 49970 1574 1218 46712
TCAGT 25L 47084 3267 1099 42291
TATAC 121 46762 4592 1057 40794
AATTA 14L 35352 14080 627 20499
Biblioteca 2

Barcode | Filename Total NoRadTag | LowQuality | Retained
AGCTA 2F 9274536 73091 225083 8875465
ACTGG 27F 8416538 75620 205039 8053355
GCATG 1F 8346982 118265 202026 7934259
TTACC 24F 8178378 85779 198651 7813772
GGATA 5F 7712678 64166 187732 7382912
CGATC 14F 7713936 133365 186848 7312796




Biblioteca 2
ACACA oF 7538500 81266 183001 7194408
TGCAT 26F 7470686 60615 180615 7154927
CATAT 10F 7002322 75798 169629 6686054
CGGTA 28F 6854562 52442 165953 6563460
CTGCG 4F 6735990 58793 163816 6445765
CGGCT 22F 6660980 54885 161250 6367031
TCGAT 20F 6583128 55547 159019 6302476
GACAC 23F 6111008 74803 148412 5812392
GAGAT 29F 4974454 44946 120684 4757601
ACGGT 21F 4523074 42247 110062 4322844
CTTGG 17F 3517770 36782 85081 3360263
CTGTC 11F 2540348 56043 61090 2393579
ATTAC 3F 2425004 33913 58611 2308129
AACCA 7F 2158040 61226 51771 2020783
CGAAT 16F 1755500 22346 42256 1673494
GGCTC 18F 144494 14166 3270 125886
GTCCG 30F 117516 6160 2653 107794
TACGT 12F 116870 8704 2599 104690
TCACG 19F 108998 8951 2545 96728
TAGTA 6F 94580 3735 2258 87821
TCAGT 25F 80158 4114 1884 73657
TATAC 13F 81166 5492 1899 73226
AATTA 15F 38678 14798 645 23055
Biblioteca 3
Barcode | Filename | Total | NoRadTag | LowQuality | Retained
AACCA 7T 7727264 95457 186777 7366039
CTGCG 4T 7604968 57162 185441 7286551
AGCTA 2T 7454144 64043 180815 7139407
GGTTG | 12MG | 7282622 61693 177617 6969304
CGATC 13T 7280094 | 127762 175823 6906341
ACGGT 20T 7157556 65104 173890 6846814
TGGAA | 18MG | 7080556 59126 171885 6773676
CGGTA 27T 7063390 53252 171772 6763507
CTTGG 16T 6933804 60217 168960 6633804
ACACA 8T 6879506 72032 167346 6572982
CGTAC 8MG | 6766668 69205 164919 6463329
TTACC 23T 6756386 71408 165005 6445917
GACAC 22T 6610104 83369 160074 6295893
CTGTC 10T 6506552 82882 157948 6203251
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Biblioteca 3

CGGCT 21T 6478952 53147 158263 6202595
GTCCG 29T 6257376 51081 152736 5993599
TCGAT 19T 6224872 53996 151265 5957609
CTGAT | 21IMG | 6075594 53857 148489 5811456
TCCGG IMG | 6066448 62329 146681 5799667
CAACC AMG | 6031346 | 110743 146912 5714183
TATAC 12T 5821838 56132 141999 5566032
TACGT 11T 5615204 50123 136725 5374510
GCCGT | 16MG | 5544398 46753 135358 5306631
CATAT 9T 5404556 63624 131160 5161088
GAGAT 28T 5165742 43338 126050 4945650
AAGGA | 19MG | 4880446 44262 118857 4666751
GCATG 1T 4881958 52286 118871 4664065
TACCG | 17MG | 4800674 62413 116899 4579871
ATGAG | 20MG | 4626508 38968 112896 4430880
CGAAT 15T 4504010 39651 110094 4310166
GGATA 5T 4449184 41303 108225 4259354
ACTTC 5MG | 3395048 54744 82525 3225456
GTCGA | 10MG | 3361088 27026 81568 3220198
TAGTA 6T 3235978 35726 78995 3089294
TCAGT 24T 3209974 35351 77657 3063600
GGCTC 17T 3188522 34887 77731 3048216
ATACG | 14MG | 3188132 43242 77136 3035934
TGCAT 25T 3144460 29768 76220 3007915
ACTGG 26T 3045666 35221 74831 2904622
ATTAC 3T 2600466 39970 62458 2470161
GAGTC OIMG | 2514920 56419 61504 2372376
TCACG 18T 1796954 29352 43681 1706578
TCTGC | 11IMG 69560 15717 1464 51924

AATTA 14T 33678 14155 569 18777

CGTCG | 15MG 11612 3325 213 7995
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ANEXO B- Pipeline Stacks usada para o SNPs calling e Upset plot

1. Installing mamba

conda create -n myenv

conda activate myenv

conda install -c conda-forge mamba
mamba --version

2. Installing Stacks

mamba install stacks -—> you can see documentation bioconda
https://bioconda.github.io/recipes/stacks/README.html

3. Concatenate sequences forward and reverse. Notice that you need to change
the name according to the Catchen website!!

Use the command cat to do that.

4. Run process_radtags

process _radtags -P -p ./raw -b./barcodes/barcodes lane4 -o ./samples/ \-c -
g -r --inline-index --renz-1 nlaIIl --renz-2 mluCI

In my data, the command line should be like this for the sinkhole library:

process_radtags -P -p ./Af8 -
b ./raw/B2.txt -o ./raw/samples/ -c -g -r --inline null --renz 1 sphI --
renz 2 mluCI --adapter 1 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACG --
adapter 2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC --adapter mm
2

5. bwa alignment ## use this bash below, run ./bwa.sh

src=/home/lab01l/ddradseq2024/Luz/bwa/samples
bwa db=/home/lab0l/ddradseq2024/Luz/genoma_a mexicanus/mexicanus.fa

output dir=/home/lab0l/ddradseq2024/Luz/bwa/aligned # Define output
directory outside of samples

# Create the output directory if it doesn't exist
mkdir -p Soutput dir

# Check if reference genome is indexed; if not, index it
if [ ! -f "S{bwa db}.bwt" ]; then

echo "Indexing the reference genome..."

bwa index S$bwa db
fi

files="1ID1
ID2
D3

# Align paired-end data with BWA, convert to BAM and SORT.
#
for sample in $files
do
bwa mem -t 8 Sbwa db $src/S${sample}.l.fqg.gz $src/$S{sample}.2.fqg.gz | \
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samtools view -b | \
samtools sort --threads 4 -o $Soutput dir/${sample}.bam
done

6. Sobre samtools ## install samtools

conda activate biocenv --> para entrar no ambiente onde foi instalado o
samtools

I used the

samtools flagstat 1F.bam ## for look at the percetage of alignment of my
sequences against the reference genome.

7. gstacks

gstacks -I ./aligned mexicanus -0 ./gstacks mexicanus -M ./popmap -t 8 --gt-
alpha 0.01 --var-alpha 0.05

8. Populations

populations -P ./gstacks mexicanus/ --popmap ./gstacks mexicanus/POPMAPL.txt
--smooth -p 4 -r 0.8 -t 8 --min mac 5 --hwe --min maf 0.05 --write random snp
--vcf --genepop --structure --plink >>> 22036 spns

Filter VCF by population

### To extract a VCF for a specific population, you can use vcftools. First,
create a text file that lists the individuals in the population of interest:

echo "samplel" > Popl samples.txt
echo "sample2" >> Popl samples.txt

vcftools --vcf stacks output.vcf --keep Popl samples.txt --recode --out
Popl vcf

Upset plot
mport vcfpy # Make sure to install PyVCF with “pip install pyvcf’

# Open the VCF file
vcf reader = vcfpy.Reader.from path('populations.snps.vcf')

# Define populations with their sample names (update with actual sample names
in your VCF file)
populations = {

"sinkhole": ["1F", "2F", "3¥", "4f","5¢", "7¢", "Op", "1i0r", "11°F",
"14F", "16F", "17F", I'ZOF", "21F", "22F", "23F", !124FH, V126F", "27F", "28F",
"29F"],

"lake": [":LL", "2L", "3L", "4L", "5L", "7L"’ "8L", "9L", ":LOL", "13L",
"15L", "16L", "20L", "21L", "22L", "23L", "24L", "26L", "27L", "28L", "29L"]’
"tibagi": [HlTH, "2T", "3T"’ "4T", "5T", "6T", "7T", "8T", "9T", ":LOT",

"11T", "12T", "13TH, "15T", "16T", "17T", "18T", "19T", "2OT", "21T", "22T",
"23T", "24T", "25T", "26T", "27T", "28T", "29T"],

"minas" . [":LMG", "4MG"’ "5MG"’ "8MG", " 9MG", "1OMG", "12MG", "14MG",
"16MG", "17MG", "18MG", "19MG", "20MG", "21MG"],

}

# Initialize a dictionary to store SNP positions for each population
snp_positions = {pop: set() for pop in populations.keys()}
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# Loop through each record (SNP) in the VCF file to collect SNP positions
for each population

for record in vcf reader:
for pop name, samples in populations.items():
for sample name in samples:
# Find the correct sample call by matching the name

sample = next((call for call in record.calls if call.sample ==
sample name), None)

if sample is None:
continue

# Check if the genotype is a variant

genotype = sample.data.get ("GT")

if genotype and genotype != "0|0":
# Add SNP position to the population's set
snp_positions[pop name].add(record.POS)

# Step 1: Print SNP positions per population for verification
print ("SNP Positions per Population:")
for pop name, positions in snp positions.items():

print (f"{pop name}: {sorted(positions)}")

# Step 2: Identify SNPs shared by all populations
shared snps = set.intersection(*snp positions.values())

print ("\nSNPs shared by all populations:", sorted(shared snps))

# Step 3: Identify unique SNPs per population

unique snps = {
pop: positions - set.union(*(snp positions([p] for p in snp positions if
p != pop))

for pop, positions in snp positions.items (}
print ("\nUnigque SNPs per Population:")
for pop name, positions in unique snps.items () :
print (f"{pop name}: {sorted(positions)}")

Diagrama de Venn

import vcfpy

from itertools import combinations
import matplotlib.pyplot as plt
from venn import venn

import matplotlib.cm as cm

# Path to your VCF file

vcf path = "populations.snps.vcf" # Replace with the actual path to your VCF
file

# Define the sample names for each population
populations = {

"Sinkhole": [HlF", "2F", "3F", "4F"’"5F"’ "7F", ‘19FH, ":LOF", HllF",
"14F"’ "16F", "17F", HZOF", "21F"’ "22F", "23F", ‘124]:7", "26F", "27F", "28FH,
"29F"] ,
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"lake": [lllLH, "2L", "3L", "4L", "5L", II7LH, "8L", "9L", ":I_OL", "13L",
"15L", "16L", "2OL", "21L", ll22Lll, "23L", "24le’ "26L", "27L", "28L", ll29L"],
"tibagi": ["lT", "2T", "3T", II4TH, "5T", "6T", "7T"I "8T", "9T"I "lOT",

"11T", "12T", "13T", "15T", "leT", "17T", "18T", "19T", "20T", "21T", "22T",
"23T", "24T", "25T", "26T", "27T", "28T", "29T"],

"minas": ["1MG", "4MG", "5MG", "8MG", "9MG", "10MG", "12MG", "14MG",
"16MG", "17MG", "18MG", "19MG", "20MG", "21MG"],

}

# Initialize a dictionary to store SNP positions for each population
snp positions = {pop: set() for pop in populations.keys()}

# Open the VCF file and process each record
vcf reader = vcfpy.Reader.from path(vcf path)

for record in vcf reader:
# Go through each population and its samples
for pop name, sample names in populations.items() :
for sample name in sample names:
# Find the sample call in the record
sample = next((call for call in record.calls if call.sample ==
sample name), None)
if sample is None:
continue

# Check if the sample has a variant (non-reference) genotype
genotype = sample.data.get ("GT")
if genotype and genotype != "0|0" and genotype != "0/0":

# Add the SNP position to the population's set

snp positions[pop name].add (record.POS)

# Debugging: Print the number of SNPs in each population
print ("Number of SNPs in each population:")
for pop name, snp set in snp positions.items():

print (f"{pop name}: {len(snp_set)}")

# Calculate unique and shared SNPs based on the extracted SNP positions

{1

shared snps = set.intersection(*snp positions.values())

unique snps

print ("\nShared SNPs across all populations:", len(shared snps))

for pop name in populations.keys():

others = set.union(*(snp positions[other] for other in populations if
other != pop name))
unique snps[pop name] = snp positions[pop name] - others

print (f"Unique SNPs in {pop name}:", len(unique snps[pop name]))

# Visualize results with a Venn Diagram
plt.figure(figsize=(10, 8))

venn (snp_positions, cmap=cm.plasma)

plt.title ("Venn Diagram of SNPs Across Populations")
plt.show ()
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Andlise de Fst

install.packages ("vcfR") # Para importar arquivos VCF
install.packages ("adegenet") # Para converter para genind
install.packages ("hierfstat") # Para andlises genéticas

library (vcfR)
library (adegenet)
library (hierfstat)

setwd ("C:/Luz/LEDG/Luz/Doutorado/ddRADseq/2024/Luz/Ref mexicanus/Fst")

vcf data <- read.vcfR("populations.snps.vcf")

vcf data

populations <- c(rep("F", 21), rep("L", 21), rep("T", 28), rep("MG", 14))
genotype matrix <- vcfR2genind(vcf data)

genotype matrix@pop <- as.factor (populations)
genotype matrix@pop

#H#HH

hierfstat data <- genind2hierfstat (genotype matrix)
fst <- basic.stats(hierfstat data)

fst

#H#HH

fstl<- basic.stats(genotype matrix)

fstl

is.genind(genotype matrix)

# Calcular distdncia genética (Fst)
pairwise fst <- genet.dist(genotype matrix, method = "WC84")

# Visualizar matriz de Fst

print (as.matrix(pairwise fst))

library (ggplot?2)
library (reshape?)

# Transformar matriz em formato longo para ggplot
fst long <- melt(as.matrix(pairwise fst))

# Plotar heatmap
ggplot (fst_long, aes(Varl, Var2z, fill = value)) +

geom tile(color = "white") +
scale fill gradient2(low = "blue", mid = "white", high = "red", midpoint =
0,
name = "Fst") +
theme minimal () +
labs(title = "Pairwise Fst", x = "Population", y = "Population") +
theme (axis.text.x = element text(angle = 45, hjust = 1))

# Mantener solo la diagonal inferior
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fst long$value[fst long$Varl < fst longS$Var2] <- NA # O cambiar "<" por ">"
para diagonal superior

# Plotar el heatmap
ggplot (fst long, aes(Vvarl, Var2, fill = value)) +

geom tile(color = "white") +

scale fill gradient2(low = "blue", mid = "white", high = "red", midpoint =
0, na.value = "transparent", # Valores NA como transparentes name = "Fst") +

theme minimal () +

labs (title = "Pairwise Fst (Lower Triangle Only)", x = "Population", y =

"Population") +
theme (axis.text.x = element text(angle = 45, hjust = 1))
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ANEXO C - Sequencias utilizadas na construcao do relégio molecular

Species Accession number Reference
Salminus_brasiliensis KY825190 Ribeiro,J.M. et al, 2017
Salminus_brasiliensis NC 024941 Brandao-Dias et al. 2016

Brycon_nattereri MT428074 Resende et al. 2020
Brycon_orbignyanus NC_024938 Siqueira et al. 2016
Brycon_nattereri NC051927 Resende et al. 2021
Paracheirodon_axelrodi AB898197 Zhang et al. 2013
Paracheirodon_axelrodi NC043904.1 Huang and Liu. 2019
Paracheirodon_innesi NC_028279 Liuetal. 2019
Gephyrocharax_atracaudatus NC_042882 Huang and Liu. 2019
Grundulus_bogotensis NC 026195 Isaza et al. 2016
Psalidodon_paranae NC_031380 Silva et al. 2016
Psalidodon_fasciatus_furna OP210211 This work
Psa'idOdoga‘IZfecéat”S—“on’ OP218849 This work
Psalidodon_fasciatus_Paraopeba PV700218 This work
Hemigrammus_bleheri NC_027946 Lietal. 2016
Hasemania_nana NC 022724 Xu et al. 2015
Acestrorhynchus_sp AP011981 Nakatani et al. 2011
Brycon_henni NC_026873 Landinez-Garcia et al. 2016
Chalceus_macrolepidotus NC_004700 Saitoh et al. 2003
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ANEXO D - Artigo publicado na Environmental DNA
Title
Illuminating the Dark: Using eDNA Metabarcoding to Study the Unique Ichthyofauna of the

Furnas Formation Sinkholes
Abstract

Environmental DNA (eDNA) metabarcoding is a powerful tool for uncovering hidden
biodiversity and identifying underestimated taxa in aquatic ecosystems. In this study, we
applied eDNA metabarcoding to assess fish species in isolated environments of the Tibagi River
basin, specifically sinkholes. Water samples were collected from three sinkholes (Sites 1, 2,
and 4), one site at Dourada Lake within the Vila Velha State Park (VVSP), and two sites along
the main channel of the Tibagi River. A fragment of the mitochondrial 12S rDNA gene was
amplified and sequenced, yielding a final dataset of 975,197 reads after filtering. We identified
31 Molecular Operational Taxonomic Units (MOTUSs) belonging to Actinopterygii, distributed
across four taxonomic orders: Characiformes, Cichliformes, Gymnotiformes, and Siluriformes.
No MOTUs were detected in sinkhole 1 indicating local extinction. A single MOTU
(Psalidodon fasciatus) was identified in sinkhole 2. In sinkhole 4, two distinct MOTUs were
found, corresponding to the family Heptapteridae and the genus Cambeva, but the potential
presence of P. fasciatus was not confirmed. As expected, the highest species richness was
observed in the Tibagi River. Despite the lack of a local reference database, our findings offer
valuable insights into the detection of diverse taxa in isolated aquatic environments using eDNA
metabarcoding. This study underscores the potential of eDNA to inform conservation strategies
in ecologically unique and underexplored habitats, and highlights the need for developing
region-specific genetic reference databases to enhance taxonomic resolution and monitoring

efforts in the future.
Keywords
Ecosystem, Characiformes, Rivers, Genetic Markers, Biodiversity, Water

Introduction

Identifying and assessing freshwater fish biodiversity is a persistent challenge, particularly in
remote or inaccessible regions where the true distribution of many species remains unknown,
e.g., the Wallacean shortfall (Lomolino, 2004). Environmental DNA (eDNA) metabarcoding
has emerged as a powerful tool to overcome these limitations (Blackman et al., 2024). This

technique has been widely used for various applications, including the identification of fish


https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?ui=D017753
https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?ui=D060125
https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?ui=D045483
https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?ui=D005819
https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?ui=D044822
https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?ui=D014867
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communities (Tsuji et al., 2022), aquatic ecosystem monitoring (Yates et al., 2019; Xiong et
al., 2022), and the survey of rare groundwater fauna (Boyd et al., 2020). Additionally, eEDNA
metabarcoding has been instrumental in uncovering hidden biodiversity and detecting
underestimated taxa in hydrographic basins (Gleason et al., 2023; Sales et al., 2018). This
technique has also proven effective for non-invasive monitoring of endangered species (Beng
& Corlett, 2020) and the early detection of biological invasions (Fernandez et al., 2018). One
of the key advantages of eDNA metabarcoding is its ability to monitor biodiversity across
extensive and often remote or difficult-to-access regions, making it particularly valuable in

protected areas (Herder et al., 2014).

Although eDNA metabarcoding is not commonly used to monitor fish diversity in small water
bodies—since such environments are often accessible and well documented through traditional
capture-based methods (Yao et al., 2022)—certain geological formations present significant
logistical challenges for sampling. A notable example is the sinkholes of the Furnas Formation,
located within Vila Velha State Park (VVSP) in Parana State, southern Brazil. These sinkholes
are ancient geological structures dating back to the Silurian-Devonian period (421-395 million
years ago; Milani et al., 2007), with depths ranging from 15 to 60 meters from the surface to
the groundwater level. The water column, formed by the exposed water table, varies between
20 and 45 meters, embedded within the rock. Although the groundwater system connects these
sinkholes via rock porosity, no effective passageways exist that would allow the movement of

macroscopic organisms between them.

The formation processes of sinkholes remain only partially understood. However, it is
hypothesized that the dissolution of kaolinite and illite cement, followed by the arenization of
sandstone and mechanical erosion, contributes to the complex genesis of these features (de
Melo & Giannini, 2007). Currently, approximately 30 geological formations in the region have
been classified as sinkholes. The VVSP is located within the Tibagi River basin and is drained
primarily by the Barrozinho and Quebra-Perna Rivers, which converge to form the Guabiroba
River (Michels-Souzaet al., 2011). The Guabiroba River basin, where Dourada Lake is situated,
covers ~360 km2 and features a triangular drainage system. The elevation gradient of the basin
ranges from 1,117 meters above sea level (m.a.s.l.) in the northeast to 865 m.a.s.l. in the

southwest, reflecting a westward decline in topography (de Melo et al., 2000).

The VVSP area contains four major sinkholes: three wet sinkholes (1, 2, and 4), where the

groundwater table forms ponds at the bottom, and one dry sinkhole (3), which lacks a permanent
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water body. These deep sinkholes create isolated microhabitats, potentially harboring endemic
fish populations (Artoni & Almeida, 2003). This unique geological configuration presents an
opportunity to investigate the evolutionary history and ecological dynamics of the species
inhabiting these environments. Previous morphometric, cytogenetic, and molecular studies
have documented the presence of only Psalidodon fasciatus (Cuvier 1819) (formerly Astyanax
aff. fasciatus; Téran et al., 2020) in sinkholes 1 and 2 (Shibatta & Artoni, 2005; Matoso et al.,
2013). However, sinkhole 1 has posed significant sampling challenges, leading to relatively
small sample sizes in previous studies. Notably, a well-documented local extinction of P.
fasciatus occurred in sinkhole 1 in the early 2000s, attributed to eutrophication caused by bird
guano accumulation during the avian breeding season (Matoso et al., 2010). This species was
the only known fish population in this environment. Since then, despite multiple sampling
efforts, P. fasciatus has not been observed again in sinkhole 1. In contrast, sinkhole 2 hosts a
single, isolated population of P. fasciatus, which has been the focus of research for several years
(Matoso et al., 2004; Gross et al., 2004; Matoso et al., 2010; Matoso et al., 2013; Kerniske et
al. 2021; Kerniske et al, 2023). To date, no other fish species have been recorded in this
environment. Given that the current configuration of these sinkholes has remained unchanged
for over 10 million years (Riffel et al., 2015), the persistence of these isolated fish populations
is particularly intriguing. Our recent analyses of whole mitochondrial genomes indicate that
these fish have been genetically isolated from their counterparts in the Tibagi River basin for

over a thousand years (De la Ossa-Guerra et al., in preparation).

Unlike sinkholes 1 and 2, sinkhole 4 remains unexplored in terms of fish diversity, leaving
uncertainty about the possible presence of fish populations. In contrast, the ichthyofauna of
Dourada Lake (Artoni & Shibatta, 2006; Gealh, 2007) and the Tibagi River (Shibatta et al.,
2002; Shibatta et al., 2007; Garla et al., 2023) has been well documented using traditional
collection methods. The Tibagi River basin is one of the most important hydrographic systems
in Parana State, crossing two of the five largest cities in the region. This area supports a high
level of fish biodiversity (>110 species) (Shibatta et al., 2002, 2007; Claro-Garcia et al., 2018)
and plays a central role in ichthyofaunal conservation. The fish diversity in the basin has been
extensively studied (Bennemann et al., 1995; Shibatta et al., 2002, 2007; Claro-Garcia, 2018),
with species richness increasing along the river's course from the headwaters to the mouth
(Shibatta et al., 2002).
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Thus, the current study aims to assess fish biodiversity in the sinkholes of VVSP using eDNA
metabarcoding, focusing on determining whether P. fasciatus remains the only fish species
present in sinkhole 2, confirming its local extinction in sinkhole 1, and investigating the
potential presence of P. fasciatus and other fish taxa in sinkhole 4, which remains unexplored
in terms of ichthyofauna. By applying eDNA metabarcoding, this study seeks to expand
knowledge on fish biodiversity within these isolated aquatic systems, providing insights that

are relevant to species conservation in hard-to-reach environments.

Material and Methods

Study area and eDNA Sampling

A total of six sampling sites were selected for this study, comprising three sinkholes (Sites 1,
2, and 4), one site at Dourada Lake within the VVSP, and two sites along the main channel of
the Tibagi River (Figure 1). Two sample replicates were used at each site, except for the Tibagi
River locations, where we sampled at only one site. The sampling site established in the Tibagi
River served both as a comparative reference for the isolated environments and as a means to

contribute to the 12S reference database for the river system.

At each sample site, surface water was filtered using Sterivex (0.45um of pore size) closed
filters and performed in triplicate using the eDNA sampling kit described elsewhere (Mendes
et al., 2024a), with a total of six filters and water volume of 180 ml per filter and 1080 ml per
site. After filtering, eDNA was preserved using ATL buffer injected into the filters. Filters were
kept at 4°C until further processing. In order to avoid contamination between sample sites, prior
to sampling filtration, all collection kits are composed of sterilized discardable plastics.
Furthermore, researchers donned fresh gloves and masks at each eDNA sampling site. To serve
as a negative control, mineral water (540 ml) was filtered using the same protocol before
sampling filtration.

Water sampling at Sinkholes 1 and 4 was conducted via rappelling due to their limited
accessibility. In contrast, sampling at more accessible sites—Sinkhole 2, Dourada Lake, and

the Tibagi River—was performed on foot, without the need for specialized descent techniques.
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Figure 1. Geographic location and geological context of the study sites. A. Map showing the
spatial distribution of the six aquatic environments sampled for eDNA analysis in southern
Brazil. A. The left panel indicates the broader region, with the two Tibagi River sites (orange
and yellow circles) and their relative positions within the river basin. The right panel provides
a detailed satellite view highlighting the locations of the three sinkholes (Sinkholes 1-2—4), and
Dourada Lake. B. Conceptual cross-sectional diagram of the karstic landscape, illustrating the
relative depth and spatial arrangement of the sinkholes, Dourada Lake, and the Tibagi River.

eDNA extraction and sequencing

Environmental DNA was extracted using the DNA PowerWater kit (Qiagen) with modifications
(Mendes et al., 2024b) in a clean lab dedicated to eDNA processing. Sterivex cartridges
collected at each sample site was extracted separately to avoid cross contamination between
samples. A 200bp fragment of the mitochondrial 12S region was amplified using MiFish
primers (Miya et al., 2015), with three independent PCR amplifications performed per sample
(filter) to reduce amplification bias. These replicates were pooled for sequencing. The PCR
reaction used a 20 uL mix containing 8.34 uL of water, 0.16 uL of BSA (100 ug/mL), 10 uL of
AmpliTaq Gold 360 Master Mix (Thermo Fisher), 0.25 uL of each primer, and 1.0 uL of DNA
template with water replacing the DNA in negative controls. Primers included a 5' tail for a
second PCR, and the PCR products were purified using magnetic beads. After purification, a
second PCR was conducted using Nextera Index kit® adapters to label and amplify the
amplicons. Illumina-compatible adapters (P5 and P7) served as primers. The amplification

product was then assessed on a 1.5% agarose gel.
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All samples were pooled, and this pool was then purified with the Zymoclean™ Large Fragment
DNA Recovery kit (Zymo Research). The pool was quantified using real-time PCR, with the
KAPA Biosystems Quantification Kit (Illumina). The final solution was denatured and loaded
onto the NextSeq 2000® equipment (lllumina), using the NextSeq® V2.5 sequencing Kit
(2x150bp PE).

Raw data processing and taxonomic assignment

Bioinformatic analyses were performed using a custom pipeline (Hilario et al., 2023), organized
inR 4.3.1 (R Core Team, 2024), with the DADAZ2 (Callahan et al., 2016), Phyloseq (McMurdie
& Holmes, 2013) and the BLASTTr (Hilério, 2024) R packages. Raw reads were demultiplexed
by Basespace, and adapter and primer sequences were removed using Cutadapt (Martin, 2011).
Low-quality reads (below Q20) or those with indeterminate bases were filtered out, and
remaining reads were dereplicated and merged into ASVs using DADA2 with default
parameters. ASVs were also clustered into MOTUs using SWARMv2 (Mahé et al., 2015). The

complete pipeline is available at https://github.com/heronoh/fish eDNA.

The read count of each ASV detected in the negative control was subtracted from the read count
detected in each ASV. Thus, to ensure reliable ASV detection, those with <1% RRA (relative
read abundance) were excluded (Supplementary material S2). This threshold was chosen to
balance sensitivity and specificity, avoiding over-interpretation of low-read ASVs while

retaining biologically meaningful taxa.

Currently, no curated 12S reference database exists for the Tibagi River Basin, which limits the
resolution of taxonomic assignments. Consequently, we performed the identification of ASVs
using as a reference the complete NCBI core nucleotide database (NCBI, 2024), combined with
a local curated database, generated for the 12S region of freshwater fishes of some Brazilian
river basins (Hilario et al., 2023), searched with BLASTn (Camacho et al., 2009, Sayers et al.,
2022), with a minimum identity threshold of 80%. All taxonomic assignment results were
curated. The ASVs with best hit identity > 98% were assigned to species level; those with
identity between 95% and 98% were assigned to genus level, and those with identity between
90% and 95%, to family level. Only ASVs above 80% were kept for downstream analyses.
ASVs that matched to hits of different species of a same genus were assigned to genus level.

ASVs with hit sequences from mammals and birds were excluded from analysis among sites.


https://github.com/heronoh/fish_eDNA
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Results

The sequencing process generated a total of 1,990,069 raw reads, which, after quality filtering
and merging, resulted in 1,497,479 sequences. After bioinformatics processing, 90 Molecular
Operational Taxonomic Units (MOTUs) were initially identified across all samples (Table S1).
Reads obtained from each Sterivex filter (technical replicates) at each sample site were
combined, except for the Tibagi River sites, which were analyzed separately due to their greater

geographic distance, resulting in a final number of six sample points (Figure 1).

Actinopterygii (ray-finned fishes) were the most abundant taxa across most locations (Tibagi
River 2, Tibagi River 1, Dourada lake, and Sinkhole 2) (Figure 2A). In contrast, Sinkhole 1 and
Sinkhole 4 exhibit higher proportions of mammalian ASVs, with Sinkhole 1 also showing a

small proportion of bird sequences.

We observed 49 amplicon sequence variants (ASVs) and a final dataset containing 995,775
reads and 31 MOTUs was used for downstream analyses. A total of four different taxonomic
orders were assigned: Characiformes, Cichliformes, Gymnotiformes, and Siluriformes (Table
1). A significant number of the ASVs could only be classified to the order or family level
(Figure 2C, 2D) due to the insufficient availability of reference sequences in the 12s region for

the Tibagi river basin.
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Figure 2. Results of eDNA metabarcoding analysis for fish detection across the different sites. A. ASV
absolute abundance of all classes using the 12s gene. B. Numbers of ASVs, MOTUs, and assigned taxa
for all sites. C. Number of taxonomic levels identified in each site. D. Percentage of ASV absolute
abundance of taxa in each site. Bars represent the values for each category.
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Taxonomic resolution of the 12S rDNA mitochondrial gene in the Vila Velha State Park

No Actinopterygii ASV were identified at any taxonomic level in sinkhole 1. In sinkhole 2, P,
fasciatus presented the highest number of ASV absolute abundance (428,564 reads). Moreover,
no other ASV were identified, supporting the hypothesis that this species’ population is the sole
fish inhabitant of sinkhole 2. For sinkhole 4, the results demonstrated the existence of two
discrete ASVs, exhibiting BLASTn identity scores of 93% and 97%, respectively, matching
Heptapteridae and Cambeva (Figure 2D, Table 1).

The Dourada lake sample yielded a total of 191,956 reads, which were attributed to 11 distinct
MOTUSs, with relative abundance ranging from approximately 1% to 38.6%, which could be
taxonomically assigned to 11 taxa. Furthermore, only two MOTUs were identified at the family
level (Acestrorhamphidae) (Table 1).

Taxonomic resolution of the 12S rDNA mitochondrial gene in the Tibagi river

The BLASTN from the Tibagi River basin samples revealed the highest diversity, with 15 and
17 MOTUs identified in Tibagi 1 and Tibagi 2, respectively (Figure 2a). For some MOTUSs, the
closest taxonomic resolution reached was at the family level (7 MOTUSs). The dominant orders
identified, Characiformes and Siluriformes, are among the most commonly recorded in
Neotropical tributaries (Claro-Garcia et al., 2018) (Figure 3B). The most abundant ASVs in the
Tibagi River were Hypostomus and Steindachneridion.

Table 1. Taxonomic identification for fish detected from eDNA samples across six aquatic sites using
metabarcoding. The table presents, for each site, the identified taxa, their respective relative read
abundance (RRA, %), the number of unique amplicon sequence variants (ASVs), and the number of
Operational Taxonomic Units (OTUs). MOTUs were taxonomically assigned to the lowest possible
level (e.g., species, genus, family).

Sites Identified taxa RRA (%) Num ASVs Num OTU
Sinkhole 1 0 0.00 0 0
Sinkhole 2 Psalidodon fasciatus 98.59 2 1
Sinkhole 4 Heptapteridae 36.67 2 1

Cambeva 4.99 1 1

Dourada Lake Pimelodella 28.62 1 1
Psalidodon fasciatus 10.93 1 1

Geophagus iporangensis 9.52 1 1

Hoplias malabaricus 7.10 1 1

Prochilodus lineatus 7.70 2 1

Serrapinus 5.84 1 1

Astyanax lacustris 5.60 1 1

Acestrorhamphidae 4.34 2 2

Synbranchus 2.30 1 1
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Rhamdia quelen 141 1 1
Tibagi River 1 Salminus brasiliensis 14.16 1 1
Callichthyidae 12.30 2 2
Megaleporinus obtusidens 9.37 1 1
Hoplias malabaricus 9.20 1 1
Geophagus iporangensis 9.02 2 1
Pimelodella 6.91 1 1
Pimelodus maculatus 6.20 1 1
Prochilodus lineatus 4.63 1 1
Piabarchus stramineus 431 1 1
Leporinus octofasciatus 3.68 1 1
Rhamdia quelen 3.45 1 1
Stevardiidae 3.30 1 1
Pimelodus 2.60 1 1
Pseudopimelodus mangurus 211 1 1
Tibagi River 2 Steindachneridion 13.92 1 1
Synbranchus 8.40 1 1
Hypostomus 14.13 3 3
Heptapteridae 6.72 1 1
Prochilodus lineatus 6.02 1 1
Pimelodella 5.70 1 1
Apteronotidae 5.51 1 1
Cichlidae 4.97 1 1
Megaleporinus obtusidens 4.65 1 1
Hypostomus albopunctatus 4.64 1 1
Iheringichthys labrosus 3.99 1 1
Anostomidae 3.73 1 1
Leporinus 3.13 1 1
Siluriformes 2.69 1 1

Discussion

Deciphering the distribution and ecology of subterranean life is essential for species
conservation, a task that presents significant challenges using traditional approaches (Boyd et
al., 2020). For instance, eDNA metabarcoding has been used to provide an efficient means for
discovering and monitoring subterranean life forms, such as three Iranian blind cave fish species
(blind Iran cave barb Garra typhlops, blind Lorestan cave barb Garra lorestanensis, and blind
cave loach Eidinemacheilus smithi) using 12S rRNA MiFish markers (Hashemzadeh et al.,
2022).

In the Neotropical realm, no eDNA metabarcoding studies have been yet applied to assess
subterranean biodiversity or sinkholes. Here, our data support the previously proposed

distribution pattern for the fish Psalidodon fasciatus, corroborating the extinction of the
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population in sinkhole 1. In contrast, we confirmed the ongoing presence of P. fasciatus in
sinkhole 2, the only species inhabiting this site, and where we were able to detect the highest
read abundance for this species across all sample sites (Table 1). Previous studies have
examined the unique characteristics of this isolated population of P. fasciatus. Kerniske et al.
(2022) documented morphological malformations, likely due to inbreeding and niche
competition, both of which may reduce population fitness. Together, these findings underscore
the ecological significance of sinkhole 2 as a distinct habitat for this isolated population.
Interestingly, we report the first-time detection of the family Heptapteridae and genus Cambeva
in the previously unexplored sinkhole 4. This report raises intriguing questions about the site's
biodiversity. Despite a relatively low BLASTn identity score (93.73%) for the ASV assigned
to Heptapteridae, the findings remain credible and instead emphasize the insufficiency of
available reference sequences for regional species. Due to the difficulty in accessing this
sinkhole for biodiversity surveys, it has not yet been possible to carry out extensive sampling
efforts using traditional methods. For example, some Heptapteridae taxa, such as Rhamdiopsis
krugi (Bockmann & Castro, 2010), have been documented in various regions with
characteristics similar to the VVSP sinkhole formation, including the Chapada Diamantina in
Bahia State, Brazil. This area is notable for its phreatic zone and extensive karst landscape (over
300 km?), comprising both limestone and quartzite formations (Bockmann & Castro, 2010).
Regarding Cambeva, three species are currently known from the Tibagi River basin—Cambeva
castroi (de Pinna, 1992), Cambeva davisi (Haseman, 1911), and Cambeva diabola (Bockmann,
Casatti & de Pinna, 2004) (Shibatta et al., 2002; Shibatta et al., 2007; Claro-Garcia et al., 2018;
Galves et al., 2007; Hoffmann et al., 2015; Shibatta & Cheida, 2003). The record from VVSP
could correspond to one of these known species, or potentially represent an undescribed
species—possibly troglobitic—since karst environments such as VVSP often harbor a high
diversity of species within the subfamily Trichomycterinae, to which Cambeva belongs
(Trajano et al., 2009; Rizzato et al., 2012; Rizzato et al., 2014). This discovery paves the way
for new avenues of research and will contribute to the advancement of conservation initiatives
in this region despite the lack of resolution at the species level, and also indicate the possibility
of uncharacterized species, highlighting the need to generate genetic references using local
specimens.

Several surveys have investigated the diversity of the Tibagi River basin (Shibatta et al., 2002;
Shibatta et al., 2007; Claro-Garcia et al., 2018; Galves et al., 2007; Hoffmann et al., 2015;
Shibatta & Cheida, 2003, Dos Reis, et al., 2020). The higher abundance of Hypostomus ASVs
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in the Tibagi River can be explained by the considerable species richness in the basin, which
harbors 13 species (Jarduli et al., 2019). In the case of Steindachneridion, this higher occurrence
may be attributed to the migratory nature of the species within this genus, which have a broad
distribution in the basins where they occur (Paixdo et al., 2018). It is likely that the
Steindachneridion ASVs belong to Steindachneridion scriptum, the only species of the genus
recorded in the basin (Claro-Garcia et al., 2018). All species reported in the current work have

been reported in the basin.

This research represents the first study of this kind conducted in the Tibagi River basin and
demonstrates that the 12s ribosomal gene is very effective for species identification in sinkhole
environments. Due to their inherent geomorphology, closed environments with difficult access,
such as sinkholes, lead to restrictions in monitoring possibilities. Despite the high taxonomic
resolution of the 12S gene, a more extensive reference database is essential for ecosystem-wide
eDNA metabarcoding. This gap, as highlighted by Jackman et al. (2021), limits the potential of
the methods and underscores the importance of expanding the database, particularly for
underrepresented neotropical species. In the current work we obtained 60% of ASVs identified
with more than 98% of identity with the NCBI nucleotide database; of these, just over half did
not require taxonomic adjustments after curation.

Conclusion

Our results highlight the effectiveness of the selected DNA marker (MiFish 12S) for detecting
a wide range of taxa, even in the absence of a local reference database. Enclosed environments,
such as sinkholes, present unique monitoring challenges due to their complex geomorphology
and limited accessibility. The protected Furnas Formation, located within the Vila Velha State
Park (VVSP) and composed of ancient sandstone structures, harbors populations of significant
evolutionary importance. Given these complexities, the integration of diverse methodologies
for biodiversity assessment, both in the Furnas region and in the Tibagi River basin, has
contributed to the identification of species diversity for conservation purposes and to supporting
future management strategies.
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Figure legends

Figure 1. Geographic location and geological context of the study sites. A. Map showing the
spatial distribution of the six aquatic environments sampled for eDNA analysis in southern
Brazil. A. The left panel indicates the broader region, with the two Tibagi River sites (orange
and yellow circles) and their relative positions within the river basin. The right panel provides
a detailed satellite view highlighting the locations of three sinkholes (Sinkholes 1-2—4), and
Dourada Lake. B. Conceptual cross-sectional diagram of the karstic landscape, illustrating the

relative depth and spatial arrangement of the sinkholes, Dourada Lake, and Tibagi River.

Figure 2. Results of eDNA metabarcoding analysis for fish detection across the different sites.
A. ASV absolute abundance of all classes using the 12s gene. B. Numbers of ASVs, MOTUs,
and assigned taxa for all sites. C. Number of taxonomic levels identified in each site. D.
Percentage of ASV absolute abundance of taxa in each site. Bars represent the values for each
category.
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ANEXO E - Elementos transponiveis escolhidos do resultado de Repeat Explorer para P.

fasciatus
Similarity based Blast FishTEDB . Fragment  number of reads
Cluster annotation RE (best match) Contig size in the contig
CL83 cavefish_KB872397.1_76277
Class I/DIRS #LINE/LL 19 1486 308
CL84 Class_I/ SRSE01000008.1_330692#L1
LINE: LINE-RT NE/Rex 53 1646 392
CL90 Class_I/ cavefish_rnd-4_family-
LINE: LINE-RT 1091#LINE/L2 27 2291 569
CL101 31.12% Class_I/ sgall_ghLCYQ015S000404.1_ 2 2156 685
LINE: LINE-RT 274964#L INE/Rex
CL108 18.42% Class_I/ NC_043762.1_732032#LINE
LINE: LINE-RT /L1 ! 3980 816
CL257 85.14% Class_I/ cavefish_rnd-5_family-
LINE: LINE-RT 1128#LINE/Rex-Babar ! 1064 113
CL255  59.87% Class_Il/Subclass_2/ Zebrafish_Mariner- 3 1065 91
Helitron: Helitron-HEL2 15 DR#DNA/TcMar
CL227 45.08% Class_l/ SRSE01001373.1_53753#L1 7 737 87
LINE: LINE-ENDO NE/Rex
CL169 11.46% Class_I/ cavefish_rnd-1_family- 2 734 209
LINE: LINE-RT 551#LINE/Rex-Babar
CL131 18.52% Class_I/ cavefish_KB872250.1_23029
LINE: LINE-RT 1#LINE/R2 12 1495 270
CL114 18.18% Class_I/ cavefish_rnd-5_family- 19 1536 374

LINE: LINE-RT

1128#L INE/Rex-Babar
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ANEXO F- Analises comparativo Furna vs S&o Francisco

Final_annotation
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Os satélites marcados nos quadros foram os que resultaram em marcacgéo positiva na FISH.

PFF: Populacéo furna; PSF: Populagdo Sao Francisco



