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RESUMO

Drenagens de pequeno porte, tais como ribeirdes, abrigam grande parte das especies de
peixes de agua doce da regido Neotropical, fornecendo condic¢bes particulares quando
comparadas com drenagens de maior porte. Ao mesmo tempo, caracteristicas intrinsecas
também fazem com que ribeirbes sejam ambientalmente muito sensiveis. Deste modo, a
conducdo de estudos nestes ambientes tem sido algo essencial dentro do atual cenario de
degradacdo de ecossistemas de &gua doce. Enquanto vérios estudos tém buscado
compreender a composicdo ictiofaunistica destas drenagens, ainda sdo poucos os estudos
voltados a investigacdo da diversidade genética e estrutura das populacdes de espécies de
peixes presentes em ribeirdes Neotropicais, a despeito da extrema importancia do
conhecimento genético para a compreensdo de aspectos evolutivos e para propostas de
conservacao. Assim, o presente estudo investigou, com base em marcadores microssatélites e
haplotipos mitocondriais (D-Loop), 0s niveis de variacdo genética e padrbes de diferenciacéo
populacional do peixe Hypostomus ancistroides, popularmente conhecido como cascudo, de
seis ribeirbes pertencentes a bacia do rio Laranjinha, no norte do Parana. Em cada ribeirdo
foram obtidas amostras em trés secdes (alto, meédio e baixo) ao longo do ribeirdo. Dados
genéticos de um outro estudo, que amostrou trés pontos (alto, médio e baixo) da calha
principal do rio Laranjinha também foram incluidas nas analises. No total, 602 amostras de
H. ancistroides foram analisadas. Os resultados revelaram uma estruturacdo genética
significativa das amostras, tanto dentro, quanto entre os ribeirdes. Dos 23 haplotipos obtidos
11 foram encontrados somente em ribeirdes, estando ausentes nas amostras coletadas no rio
Laranjinha; de modo similar, 36 alelos microssatélites foram exclusivos para as amostras dos
ribeirbes. Os niveis de diversidade genética foram similares a outros trabalhos para a mesma
espécie (D-loop: 0,652, microssatélites: 0,644). De modo geral, os dados mostraram que a
diversidade genética de H. ancistroides é heterogeneamente distribuida ao longo da bacia do
rio Laranjinha, existindo parcelas particulares da diversidade em cada um de seus pequenos
afluentes e também indicam um padrdo de estruturacdo genética em pequena escala para 0s
ribeirbes estudados Assim, além de contribuir para um melhor entendimento das influéncias
da biologia de H. ancistroides sobre seus aspectos evolutivos e distribuicdo na bacia, os
resultados do presente estudo também apontam para o fato de que a preservacao de ribeirdes
é essencial para a preservacdo de toda a diversidade genética de uma espécie amplamente
distribuida.

Palavras chave: Peixes neotropicais. Cascudo. Ribeirdes. D-loop. Microssatélites.
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ABSTRACT

Small drainages such as streams harbor a large part of the Neotropical freshwater fish
species, providing particular conditions when compared to larger drainages. At the same
time, intrinsic features also make streams very environmentally sensitive. Thus, studies on
these environments has been essential in the current degradation scenario of freshwater
ecosystems. Several studies have sought to understand the ichthyofaunistic composition of
these drainages. However, few studies have aimed to understand the genetic structure and
diversity of fish species from Neotropical streams, even this knowledge providing essential
information to understanding of evolutionary aspects and conservation proposals. Thus, this
study employed microsatellites and mitochondrial haplotypes (D-loop) analysis in
populations of Hypostomus ancistroides, an armored catfish species widespread in Parana
River basin drainages, seeking information about genetic diversity levels and population
differentiation patterns. Samples were obtained from six streams in Laranjinha River basin.
Each stream was sampled in three different sections (upper, middle and lower). Genetic data
from another study, which sampled three locations in the Laranjinha River (upper, middle
and lower) were also included in the study. A total of 602 specimens was analysed. Results
showed a significant genetic structure within and among streams. Among the 23 haplotypes
obtained, eleven were found only in streams, being absent in the samples from main channel
of the Laranjinha River. Similarly, 36 microsatellite alleles were exclusively found in streams
samples. Genetic diversity levels were similar to those obtained in previous studies of H.
ancistroides (D-loop: h = 0.652, microsatellites: He = 0.644). In general, the results showed
that: i - the genetic diversity of H. ancistroides is heterogeneously distributed along the
Laranjinha River basin; ii - some particular portions of genetic diversity exist in each stream;
iii - fine-scale genetic structure patterns occur along the streams. Thus, besides to contribute
to a better understanding of biological influences of H. ancistroides on evolutionary aspects
and distribution patterns in the basin, the results of the present study also highlight that
streams preservation is essential for the conservation of all genetic diversity of a widely
distributed species.

Keywords: Neotropical ichthyofauna. Suckermouth catfish. Streams. D-loop. Microsatellite
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1. INTRODUCAO

Atualmente os ecossistemas de agua doce estdo entre 0s ambientes naturais mais
ameacados do mundo (STRAYER; DUDGEON, 2010). Em diferentes regi6es do planeta,
tanto peixes como outros organismos de agua doce tém apresentado constantes perdas de
biodiversidade, principalmente em consequéncia de diferentes formas de interferéncia
antropica, incluindo praticas agricolas mal conduzidas, super-exploracao, poluicdo ambiental,
degradacéo de habitats, alteracdes no fluxo dos rios, fragmentacdo de habitats e introducéo de
espécies exoticas (CARPENTER et al.,, 2011; BARLETTA et al., 2010). Dentre o0s
ecossistemas de agua doce, os ribeirdes sdo um dos ambientes mais sensiveis a essas
interferéncias, principalmente devido ao seu pequeno porte e reduzido volume de agua (LUIZ
et al., 1998). Interessantemente, apesar de seu tamanho reduzido, quando comparado aos rios,
ribeirGes abrigam um consideravel nimero de espécies de peixes de pequeno porte, 0s quais
representam quase 50% de toda a diversidade estimada para as drenagens brasileiras
(GRACA; PAVANELLLI, 2007).

Considerando a importancia destas drenagens, varios estudos tém sido conduzidos em
ribeirdes neotropicais, visando obter informacdes sobre a composicdo ictiofaunistica
(CASTRO et al., 2003; CUNICO et al., 2009; COSTA et al., 2013), interferéncias de fatores
biodticos e abioticos (VIEIRA; SHIBATTA, 2007; VIEIRA et al., 2014), ou mesmo sobre a
influéncia de acdes antropicas (ARIAS et al., 2007; FERREIRA; CASATTI, 2006). Contudo,
quando se considera informacbes sobre os padrdes de distribuicdo genética de peixes em
ribeirdo neotropicais, pouquissimos estudos foram realizados (SOFIA et al.,, 2008;
FERREIRA et al., 2016) e acabam ndo elucidando questfes sobre os possiveis padrbes dentro
destas drenagens. Em sistemas de drenagem ndo neotropicais, diferentes estudos tém sugerido
a ocorréncia de padrdes de diferenciagdo genética em curtas distancias geogréaficas ao longo
de ribeirdes (CARLSSON et al., 1999; CARLSSON; NILSSON, 2000; KELSON et al.,
2015). Além disto, parcelas particulares de diversidade parecem ser mantidas entre 0s
diferentes ribeirGes de uma bacia hidrografica (ADAMSON et al., 2012). Apesar da
importancia destas informacdes para o entendimento da distribuicdo genética das espécies de
peixes, permitindo a compreensdo de aspectos evolutivos e elaboracdo de acGes de manejo,
nenhum estudo buscou de fato avaliar a ocorréncia de tais padrdes em sistemas de drenagens
neotropicais. Segundo Geist (2011), a incorporacdo de informagdes genéticas em estudos
populacionais, pode melhorar muito a compreensdo de processos ecolégicos tais como,

adaptacdo e vias de colonizacdo e pode também aumentar a eficiéncia das abordagens de



conservacao da biodiversidade. O autor ainda afirma que as ferramentas genéticas sdo Uteis para a
designacdo de prioridades de conservacao (por exemplo, para a identificacdo de populacbes
prioritarias ou areas de hotspot para conservacdo) e para manter o potencial genético evolutivo das
espécies.

De fato, o uso de marcadores microssatélites e a andlise de regiGes mitocondriais em
estudos populacionais de espécies de peixes vem trazendo importantes informacbes sobre as
espécies, 0 que auxilia na elaboracdo de medidas eficientes de manejo e protecdo, visando
principalmente a preservacdo dos ambientes aquaticos (CALCAGNOTTO; DESALLE, 2009;
MATSUMOTO; HILSDORF, 2009; PEREIRA et al., 2009). Porém, devido a escassez de analises
genéticas em ribeirdes, hd a necessidade de estudos focados nesses ambientes para conseguir
esclarecer a dindmica presente nessas drenagens, que reconhecidamente diferem das drenagens de
maior porte (CASTRO et al., 1999).

Rios e ribeirdes da bacia do rio Parana, tem sofrido constantemente com o0s impactos
antropicos, tais como os barramentos (AGOSTINHO et al., 2005, 2007, 2008). Contudo, algumas
drenagens ao longo desta bacia apresentam boas condi¢cdes para um amplo estudo genético de
peixes em ribeirées (MATOSO et al., 2010) e apesar de 0 grande nimero de barramentos que
fragmentam seus principais tributarios (AGOSTINHO et al., 2007, 2008) ser um fator limitante,
ainda existem bacias, tais como a do rio Laranjinha, integrante da bacia do rio das Cinzas (alto rio
Parana), que possui poucas influéncias de barramentos (apenas uma) e um grande namero de
ribeirdes em ambas as margens da calha principal (MAACK, 2002).

O cascudo Hypostomus ancistroides (Ihering, 1911), é uma espécie de peixe amplamente
distribuida no rio Laranjinha (GALINDO, 2014) e apresenta baixo deslocamento reprodutivo
(AGOSTINHO et al., 2007), o que torna essa espécie interessante para estudos de distribuicdo
genética, pois, espécies com habitos ndo migradores tendem a exibir algum grau de divergéncia
genética entre suas subpopulaces (ENDO et al., 2012).

Sendo assim, o presente estudo buscou, por meio de ferramentas moleculares, obter
informacdes sobre os padrdes de distribuicdo genética existente para uma espécie ndo migradora
que apresenta padrdo de dispersdo limitada, as quais poderiam ser consideradas em futuros
planejamentos de conservacdo. Alem disso, este estudo possivelmente fornece condigdes para a
comparagdo e a interpretacdo dos diferentes aspectos que podem estar influenciando sobre a
distribuicdo e organizacdo da diversidade genética de uma espécie, tais como as diferencas nos
gradientes de condig¢Oes quimicas, fisicas (tipo de substrato, largura, presenca de barreiras naturais
ou artificiais, entre outros fatores) e bioldgicas ao longo do fluxo, além das diferentes formas de

interferéncias antropicas que podem estar atuando em diferentes trechos destas drenagens.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Ribeirdes neotropicais

A regido Neotropical € responsavel por uma das maiores concentracdes de
biodiversidade do planeta (ALBERT; REIS, 2011). Dentre os ambientes mais diversos desta
regido, destacam-se 0s ecossistemas continentais de adgua doce, que abrigam uma grande
concentracdo de vertebrados e invertebrados aquéaticos (BALIAN et al., 2008). Grande parte
destas espécies é representada por peixes, constituindo a ictiofauna de agua doce dos
neotropicos, a mais diversa do mundo, com uma estimativa de 8000 - 9000 espécies existentes
(LEVEQUE et al., 2008; REIS et al., 2016).

A maior parte desta diversidade de peixes se encontra em territorio brasileiro (cerca de
2.500 espécies), onde as aguas continentais formam a rede hidrografica mais extensa do
mundo (GRACA; PAVANELLI, 2007). Aproximadamente metade desta fauna é composta
por peixes de pequeno porte que habitam, principalmente, pequenos corpos d’agua como
ribeirdes (CASTRO et al., 1999). Apesar disso, a maior parte do conhecimento genético de
populacbes de peixes da regido Neotropical estd limitada a estudos em grandes rios e com
especies de grande porte (HATANAKA et al., 2006; LOPES et al., 2007; CARVALHO-
COSTA; HATANAKA; GALETTI JR, 2008; ABREU et al.,, 2009; CALCAGNOTTO;
DESALLE, 2009; MATSUMOTO; HILSDORF, 2009; PEREIRA et al., 2009), sendo poucos
os estudos dentro de pequenos tributarios (SOFIA et al., 2006; SOFIA et al., 2008;
PHILIPPSEN et al., 2009).

De modo particular, ribeirbes sdo drenagens de grande importancia para a ictiofauna
da regido Neotropical, exibindo muitas caracteristicas particulares, tais como variacdo nos
padrdes longitudinais de zoneamento, diferencas entre faunas inter-regionais e variagoes
ambientais em escalas diarias, sazonais e interanuais (WINEMILLER et al., 2008) e essa
grande diversificacdo que determinam condicdes diferenciadas em relacdo a drenagens de
maior porte, fornecendo habitats Unicos e suporte a fungdes ecoldgicas fundamentais, tais
como reproducéo e alimentagdo (CASTRO, 1999; ESTEVES; ARANHA, 1999; CASTRO et
al., 2003; RICE et al., 2008).

De fato, as dimensdes reduzidas constituem um dos principais determinantes das
caracteristicas intrinsecas de ribeirdes (CASTRO, 1999; WINEMILLER et al., 2008). Do
mesmo modo, 0s menores volumes de dgua e a ictiofauna de pequeno porte também resultam

em uma maior sensibilidade ambiental para estas drenagens (LUIZ et al., 1998). Destacando



que o elevado grau de endemismo de boa parte das especies dessa ictiofauna acaba por
formar areas geograficamente restritas, onde, dado o devido tempo, podem ser originadas
taxas relativamente elevadas de especiacdo (CASTRO et al. 1999).

Assim, embora ainda pouco considerados em agdes de preservacao, ribeirbes parecem
constituir areas prioritarias, principalmente dentro do atual cenario dos ecossistemas de agua
doce da regido Neotropical, onde ribeirGes e outras drenagens tém sido constantemente
impactados por atividades antropogénicas (AGOSTINHO; THOMAZ; GOMES, 2005).
Considerando tais fatores, estudos tém buscado entender a ictiofauna desta regido e as
possiveis inferéncias exdgenas (CASTRO et al., 2003; VIEIRA; SHIBATTA, 2007; COSTA
et al., 2013; VIEIRA et al., 2014). Contudo, quando se leva em consideragéo a distribuicao
genética de peixes ao longo destas drenagens, o conhecimento disponivel ainda é muito
limitado (SOFIA et al., 2006, 2008; FERREIRA et al., 2015).

Ao contrério do cenério da regido Neotropical, estas informacfes tém sido buscadas
com frequéncia em ribeirdes do Hemisfério Norte e revelam importantes padrdes de estrutura
genética em fina escala (CARLSSON et al., 1999; CARLSSON; NILSSON, 2000), diferencas
entre ribeirdes de uma mesma bacia (KELSON et al., 2015), diferencia¢des resultantes de
estruturas geomorfoldgicas (CARLSSON; NILSSON, 2001) e influéncias de a¢des antropicas
(FLUKER et al., 2014). Contudo, a extrapolacdo destes resultados para drenagens da regido
Neotropical é inapropriada, uma vez que ribeirdes temperados e tropicais diferem em muitos
aspectos, principalmente com relacdo a composicdo de espécies, histdrias evolutivas, padres
de precipitacédo, temperatura da agua e tipo de vegetacgéo riparia (COVICH, 1988; BOULTON
et al., 2008).

Os poucos estudos realizados até o momento, envolvendo populagdes de peixes de
ribeirdes da regido Neotropical, sugerem que espécies com pouca diferenciacdo genética ao
longo de rios maiores apresentam estrutura genética em pequena escala dentro de ribeirdes
(LEUZZI et al., 2004; SOFIA et al., 2006; SOFIA et al., 2008). Do mesmo modo, ribeirbes
também parecem abrigar uma constituicdo genética tipica em relagdo a outros corpos d’agua
da mesma bacia (FERREIRA et al., 2015). Particularmente, a confirmacdo de tais padrbes
constitui uma enorme contribuicdo para o entendimento da dindmica de ribeirbes e
conservacao da biodiversidade em drenagens de agua doce neotropicais. Deste modo, estudos
genéticos populacionais de espécies amplamente distribuidas ao longo de uma bacia
hidrogréfica, ou seja, ocorrendo de modo dendritico, no rio (calha principal) e nos ribeirdes

(afluentes), poderia auxiliar na elucidacéo de diversos aspectos importantes.



2.2. Bacia do rio das Cinzas e rio Laranjinha

A regido do Alto rio Parand distribui-se por aproximadamente 900.000 km?,
percorrendo 0s estados de Sdo Paulo, na regido oeste da Serra do Mar, a porgdo sul dos
estados de Minas Gerais e Goiés, a regido norte do estado do Paran, sul do Mato Grosso do
Sul e pequena area do Paraguai oriental adjacente ao Mato do Sul (CASTRO et al., 2003).
Fazendo parte desta bacia se encontra o rio Parand, décimo maior rio do planeta (GRACA,
PAVANELLI, 2007) e segundo maior da América do Sul é formado pela juncdo dos rios
Grande e Paranaiba, apresentando uma extensdo de 4.695 km (AGOSTINHO; PELICICE;
GOMES, 2008). O sistema do Alto rio Parana é uma das bacias hidrograficas da regido
Neotropical que possui uma das ictiofaunas de ribeirdes mais bem conhecidas atualmente
(CASTRO et al., 2003; CASATTI, 2004; SHIBATTA; CHEIDA, 2003; SHIBATTA,; SILVA-
SOUZA, 2008; CUNICO et al., 2009; COSTA et al., 2013).

O rio Paranapanema, um importante afluente da margem esquerda do rio Parana, nasce
na Serra de Paranapiacaba (SP) e possui uma extensdo aproximada de 930 km, dos quais
cerca de 330 km, a partir da foz do rio Itararé, forma a divisa entre os estados de S&o Paulo e
Parana. Devido a sua localizagdo e seu desnivel (aproximadamente 600 metros), é
amplamente utilizado para a geracdo de energia hidroelétrica, encontrando-se fragmentado
por mais de dez barramentos, o que transformou 0 mesmo em um complexo sistema de
cascatas artificiais (NOGUEIRA, 1996). Uma das principais drenagens da bacia do rio
Paranapanema é a bacia do rio das Cinzas. Esta drena uma érea total de 9.658,8 km? com 240
km de extens&o, é o principal curso d’agua da regido norte do estado do Parané conhecida, por
questBes historicas, como “Norte Pioneiro”. O rio das Cinzas nasce na Serra de Furnas, no
municipio de Pirai do Sul, e desagua no rio Paranapanema, na divisa dos municipios de Santa
Mariana e Itambaraca, no norte do estado do Parana. Seus principais afluentes sdo: o ribeirdo
Grande, o ribeirdo Jaboticabal, o ribeirdo Vermelho e o rio Laranjinha, constituindo este
ultimo rio, o principal afluente da margem esquerda do rio das Cinzas (MAACK, 2002).

Tal drenagem é essencial para a manutencdo da ictiofauna do médio Paranapanema,
haja vista que o rio das Cinzas é utilizado como local de desova de muitas espécies de peixes
gue habitam o Reservatério de Capivara (médio Paranapanema). Infelizmente, andlises
limnoldgicas, realizadas no rio das Cinzas, mostraram um gradiente de degradacdo ao longo
do rio, que pode agir negativamente no recrutamento efetivo das populacdes de peixes e
devido a similaridade limnologica entre o rio das Cinzas e o0 baixo rio Laranjinha, é possivel
que este venha sofrendo impactos da mesma natureza (VIANNA; NOGUEIRA, 2008).



O rio Laranjinha, principal afluente da margem esquerda do rio das Cinzas, nasce no
municipio paranaense de Ventania e possui sua foz na divisa das cidades de Bandeirantes e
Santa Mariana no mesmo estado, localizando-se na Bacia Sedimentar do Parana, com
nascente e foz, respectivamente, no Segundo e Terceiro Planaltos Paranaenses (MAACK,
2002). Com 350 km de extenséo considerando suas sinuosidades, o rio Laranjinha recebe
noventa afluentes, de modo que a maior parte é representada por drenagens de pequeno porte
(MAACK, 2002).

Em um recente e inédito levantamento da ictiofauna do rio Laranjinha, Galindo (2014)
amostrou 103 espécies, dentre as quais: dez sdao migradoras, seis constam na lista de espécies
ameacas do estado do Parand e trés sdo, possivelmente, espécies ainda nao descritas,
evidenciando assim a importancia de se preservar o rio Laranjinha como um patriménio da
diversidade de peixes.

Muitas das drenagens da bacia do alto rio Paranad apresentam condi¢Ges para um
amplo estudo genético de ribeirbes, porém o grande nimero de barramentos ao longo dos
principais tributérios torna-se um fator limitante (AGOSTINHO et al., 2007, 2008). Apesar
disto, bacias como as dos rios das Cinzas e Laranjinha, integrantes da bacia do rio
Paranapanema, ainda exibem bons niveis de conectividade e um grande nimero de pequenos
tributarios. Estudos prévios da ictiofauna destas drenagens (MATOSO et al., 2010; COSTA et
al., 2013; GALINDO, 2014) tém destacado espécies de peixes com grande potencial para este
tipo de estudo. Adicionalmente, o rio Laranjinha e o rio das Cinzas séo de grande importancia
historico-ambiental para a regido (MAACK, 2002).

2.3. Hypostomus ancistroides (Ihering, 1911)

Hypostomus ancistroides (lhering 1911), popularmente conhecido como cascudo,
possui ampla distribuicdo nas bacias hidrograficas da regido Neotropical (WEBER, 2003;
FERRARIS, 2007). Pertence a ordem Siluriformes, familia Loricariidae e sub-familia
Hypostominae, com tamanho variando de pequeno a médio porte, de modo geral,
morfologicamente apresentam corpo recoberto de placas dsseas, boca ventral, com dentes
dérmicos (odontdides), bexiga natatoria reduzida e envolta por uma céapsula dssea ligada a
parte posterior do cranio e sdo caracteristicos por possuirem um pedunculo caudal alto que os
diferenciam das outras subfamilias do grupo (BRITSKI; SILIMON; LOPES, 1999).

Os Loricariidae sdo a maior familia de Siluriformes do mundo (REIS; KULLANDER,;
FERRARIS JR, 2003). Atualmente, o género Hypostomus possui 150 espécies validas



(ESCHMEYER; FRICKE; VAN DER LAAN, 2017), porém, algumas espécies desse género
possuem um status taxonémico um tanto incerto e isso, muito provavelmente, é causado pela
sua alta variabilidade intraespecifica na morfologia; principalmente, nos padrbes de
coloracdo, que podem tornar sua identificacdo dificil, levando a descricdo de novos taxons,
quando na verdade, geneticamente pode se tratar da mesma espécie (WEBER, 2003).
Particularmente, a espécie H. ancistroides possui corpo castanho (Figura 1), com
varias pintas escuras concentradas nas nadadeiras e regido dorsal (GRACA; PAVANELLI,
2007). Sua dieta consiste principalmente de sedimentos grossos e finos, diatoméceas, hifas de
fungo, alga verde, Tecamoebas e restos de matéria organica (VILLARES-JUNIOR et al.,
2016). Comeca sua atividade de forrageio no inicio da noite, principalmente junto as margens,
sobre galhos e troncos submersos (CASATTI, 2003). Apresentam héabitos bentdnicos e

noturnos, com comportamento ndo migratério (AGOSTINHO et al., 2007).

Figura 1 - Exemplar de Hypostomus ancistroides (Ihering, 1911) coletado no rio Laranjinha. Nimero de registro
10548 — CP: 11,0 cm (FOTO: Galindo, 2014).

Foi observada uma grande plasticidade ambiental dessa espécie, pois esta ocorre tanto
em ambientes com melhor integridade ambiental, até ambientes com alta incidéncia de
impactos antrépicos, sejam trechos superiores de rios e ribeirGes até os trechos mais a jusante
(CASATTI, 2003; CASATTI, 2004; CASATTI, 2005), ou até mesmo, em ribeirdes urbanos
(SOFIA et al., 2008; VIEIRA; SHIBATTA, 2007).

Possui ampla distribuicdo e abundancia em diferentes drenagens da bacia do alto rio
Parana, principalmente ribeirdes, sendo registrada com uma das espécies mais frequentes
desta bacia (SHIBATTA; CHEIDA, 2003; CASATTI, 2005; VIEIRA; SHIBATTA, 2007,
COSTA et. al., 2013). Como ja dito, H. ancistroides € uma espécie de habito ndo migratorio

(AGOSTINHO et al., 2007) e tal comportamento pode facilitar o entendimento da estrutura



populacional, padrdes de dispersdo e historias Unicas de vida (ADAMSON; HURWOOD;
MATHER, 2012; FERREIRA et al., 2015), tornando-se, assim, um bom modelo para o estudo
da diversidade e estrutura genética de peixes dentro de ribeirdes neotropicais (ARAUJO;
SANTOS, 2001; CASTRO et al., 2003, 2004; SHIBATTA,; SILVA-SOUZA, 2008).

2.4. Genética da Conservacao e Marcadores Moleculares

No comeco da década de 1980, “diversidade bioldgica™ era sinonimo de riqueza de
espécies; porém, em 1986, a expressao expandiu-se para o sentido de diversidade genética,
riqueza de espécies e diversidade ecoldgica. A diversidade de espécies € um componente
fundamental para a manutencgdo dos ecossistemas e dos ambientes naturais. Enquanto que a
diversidade genética € a variabilidade presente no conjunto de individuos da mesma espécie e
é o fator que permite aos seres vivos se adaptar e sobreviver (BENSUSAN, 2008).

Populacdes que possuem um estoque de variacdo genética tém muitas vantagens
adaptativas. Quanto maior o numero de alelos, maiores as chances de conter gendtipos
capazes de suportar mudangas estacionais e/ou temporais, maximizando, desse modo, as
oportunidades de sobrevivéncia de variedades particulares (SODRE; ALMEIDA; CHIARI,
2002). O endocruzamento e a perda da diversidade genética sdo inevitaveis em populacdes
pequenas de espécies que se encontram ameacgadas. Estas quando submetidas a um isolamento
sofrem endogamia acelerada, resultando no aumento dos niveis de homozigose e na exposi¢do
de alelos recessivos deletérios. Em curto prazo isso reduz a reproducao e a sobrevivéncia e em
longo prazo, diminui a capacidade das populacdes de evoluirem em resposta as mudancas
ambientais, aumentando o risco de extincdo (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010).

O entendimento da distribuicdo genética é essencial tanto para a compreensdo de
aspectos bioldgicos e/ou evolutivos quanto para a conservacdo das espécies (FRANKHAM,;
BALLOU; BRISCOE, 2010; GEIST, 2011). Uma vez que o potencial adaptativo evolutivo de
uma especie é diretamente influenciado pela diversidade genética, esforcos de conservacéo
buscam preservar o0 maximo de diversidade genética dentro e entre populacgdes. Para tanto, no
que se refere as populacdes de peixes de agua doce, é preciso levar em consideracdo a
organizacdo genética dentro e entre as bacias, bem como as possiveis relagbes entre
destruicdo ambiental, perda de variabilidade genética e subdivisdo dos estoques (SOULE;
SIMBERLOFF, 1986; HILSDORF et al., 2006; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010).

A genética da conservacao se revela uma ciéncia Util para o trabalho de profissionais

interessados na conservacdo da biodiversidade e dos recursos naturais, tendo como objetivo
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central o estudo da biodiversidade molecular nas populacdes naturais das espécies sob
impacto antropogénico. Abordagens de estruturas genéticas populacionais por meio de
técnicas moleculares, talvez seja a parte mais importante da genética da conservacao e, tem
sido util tanto no estudo de populacdes exploradas comercialmente, como nas espécies ja
ameagcadas de extingdo (SOLE-CAVA; MATIOLI, 2001).

No caso de populacdes de peixes de agua doce, o conhecimento da estrutura e
diversidade genética tem sido obtido com sucesso a partir do uso de diversos tipos de
marcadores moleculares (PIORSKI et al., 2008), mas principalmente, a partir do uso da
técnica de amplificacdo de DNA via PCR, a exemplo dos marcadores RAPDs, microssatélites
e do sequenciamento direto de trechos do genoma mitocondrial (SOFIA et al., 2008;
CALCAGNOTTO; DESALLE, 2009; MATSUMOTO; HILSDORF, 2009; GARCEZ,
CALCAGNOTTO; ALMEIDA-TOLEDO, 2011; TERENCIO; SCHNEIDER; PORTO,
2012).

2.4.1. Marcadores microssatélites

A técnica de microssatélites é caracterizada pela simplicidade, rapidez e precisdo na
geracao dos perfis genéticos, sendo, ainda, facilmente automatizada. Adicionalmente o0 DNA
a ser utilizado pode ser extraido de qualquer material biolégico (PADILHA; GUIMARAES;
PAIVA, 2003).

Basicamente os microssatélites sdo repeti¢cdes curtas em tandem (STR - short tandem
repeats) ou sequéncias simples repetidas (SSR - simple sequence repeats) (MATIOLI,
PASSOS-BUENO, 2012), constituidas por até 6 bases, encontradas em maior ou menor
quantidade no genoma nuclear e em organelas de quase todos 0s organismos conhecidos
(ZANE et al., 2002). Estéo presentes em regides codificantes e ndo codificantes do DNA e
geralmente sdo caracterizados por um alto grau de polimorfismos, decorrentes de variagdes no
namero de repeticbes do motivo (motifs). Além disso, microssatélites apresentam tamanho
pequeno, o que facilita a genotipagem por amplificacdo via PCR (ZANE et al., 2002;
CHAMBERS; MACAVOY, 2000).

Esta ferramenta é, atualmente, a mais escolhida para estudos genéticos de populacbes
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010). Tal preferéncia se deve principalmente ao
padréo de heranca codominante (SUNNUCKS, 2000), alto grau de polimorfismo (ZANE et
al., 2002) e ampla distribuicdo nos cromossomos (DeWOODY; AVISE, 2000), constituindo
uma Otima ferramenta para o estudo de diferenciacdo populacional (O'CONNEL; WRIGHT,
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1997).

De fato, microssatélites tém sido a principal ferramenta molecular no estudo genético
de peixes de adgua doce da regido Neotropical (PIORSKI et al., 2008), possibilitando grandes
contribuicGes para o conhecimento da diversidade genética, diferenciacdo populacional e
fluxo génico de muitas espécies, migradoras (HATANAKA et al., 2006; CARVALHO-
COSTA; HATANAKA; GALETTI JR, 2008) ou ndo migradoras (FERREIRA et al., 2015;
GALINDO et al., 2015).

Ganho ou perda de repeticbes durante o processo de replicacdo do DNA ou de
pareamentos incorretos de cromossomos homologos geram os polimorfismos observados em
locos microssatélites. Pareamentos erréneos e crossing-overs desiguais parecem ter um papel
importante no surgimento de polimorfismos em microssatélites com repeticdes maiores que
10 pb, enquanto erros que ocorrem causado pelo deslizamento da enzima DNA Polimerase
durante a replicacdo do DNA, possivelmente, constituem o principal mecanismo na origem de
novos alelos microssatélites (ELLEGREN, 2004).

Considerando a dificuldade na definicdo do padrdo mutacional dos microssatélites, foi
desenvolvido o modelo Two Phase Model (TPM) ou modelo de duas fases. Este modelo tem
como base a teoria de coalescéncia, assumindo diferentes processos mutacionais e a historia
demogréafica na estimativa da variancia do namero de repeticdes de um microssatélite. O
modelo TPM propBe que a instabilidade dos alelos é devida principalmente ao aumento ou
diminuicdo de uma unidade repetitiva, com probabilidade igual a p, mas que mutacgdes
envolvendo mais de uma unidade repetitiva também podem acontecer, com probabilidade
igual al-p (DI RIENZO et al., 1994).

2.4.2. Regido D-loop do DNA mitocondrial

A célula animal possui uma molécula em dupla fita circular chamada DNA
mitocondrial (DNAmt) que é responsavel por codificar aproximadamente 5% de toda a
maquinaria necessaria para o funcionamento da mitocondria (o restante é codificado pelo
DNA nuclear) (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2012). Inserido no DNAmt encontra-se
uma regido ndo codificadora chamada de regido controle ou D-loop (displacement loop), que
é um segmento de DNA que marca o inicio da duplicagdo da molécula de DNAmt
(ANDERSON et al., 1982; AVISE et al., 1986).

O DNA mitocondrial possui heranca citoplasmatica que € herdada apenas do

progenitor feminino, eliminando a ocorréncia de eventos de recombinacdo. Desse modo, a
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heranca materna e a ndo recombinacéo, tornam um gendtipo ou haplotipo mitocondrial muito
uatil no delineamento da genealogia materna ou mesmo filogenia materna, caracteristicas que
tornam essa regido muito interessante para analises populacionais e evolutivas (ARIAS;
INFANTE-MALACHIAS, 2012). Outro fator que torna o uso dessa regido interessante em
estudos genéticos é a facilidade de sua purificacdo, devido ao seu elevado nimero de cépias,
tamanho pequeno e localizacdo fora do nacleo (AVISE et al., 1984; WILSON et al., 1985).

Curiosamente, apesar da frequéncia elevada de mutacgdes, os individuos normalmente
apresentam somente um tipo de molécula de DNAmt em todas as células de todos os tecidos.
(ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2012).

A regido controle, ndo codificante “D-loop” é muito interessante para estudos
populacionais pois apresenta sequéncias variaveis que evoluem quatro a cinco vezes mais
rapido do que os outros trechos do DNAmt (HORAI; HAYASAKA, 1990). E essa taxa
mutacional do DNAmt, pode ser utilizada para inferir relacdes filogenéticas entre populacdes
ou espécies com tempos de divergéncia relativamente recentes entre milhares e alguns
milhGes de anos (BROWN et al., 1979). E também é comumente utilizada em estudos de
diversidade genética (AVISE, 2004), sendo aplicada tanto para estudos de espécies
estreitamente relacionadas quanto para a andlise de populacfes de uma mesma espécie
(TABERLET, 1996).

Atualmente é recomendado o uso do DNA mitocondrial aliado a um marcador
nuclear, a exemplo de microssatélites, pois essa juncdo possibilita a complementacdo de
informacdes para ambos os marcadores, consequentemente a obtencdo de resultados mais
completos (GARCEZ; CALCAGNOTTO; ALMEIDA-TOLEDO, 2011). Em estudos com
peixes, a regido D-loop, tem sido amplamente utilizada em diferentes abordagens genéticas
envolvendo diversas espécies de peixes neotropicais (MEYER 1994; SIVASUNDAR et al.,
2001; MONTOYA-BURGOS et al., 2003; MARTINS et al., 2003; ABOIM et al., 2005;
MATOSO et al.,, 2010; GARCEZ; CALCAGNOTTO; ALMEIDA-TOLEDO, 2011;
TERENCIO; SCHNEIDER; PORTO, 2012).
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OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Investigar a estrutura e diversidade genética de subpopulacfes do peixe Hypostomus

ancistroides ao longo de ribeirbes de uma bacia hidrogréafica do alto rio Parana.

3.2. Objetivos Especificos

e Coletar um N amostral suficiente de H. ancistroides em ribeir6es afluentes do rio
Laranjinha, considerando trechos do alto, médio e baixo, amostrando dois ribeirdes,

um de cada margem, em cada sec¢do da bacia principal;

e Analisar o DNA das subpopulagbes amostradas a partir do sequenciamento do trecho
D-Loop do DNA mitocondrial (DNAmt) e genotipagem de regides microssatélites do
DNA nuclear (DNAnNu);

e Estimar os padrGes de fluxo génico e possiveis fatores evolutivos entre as

subpopulacdes da espécie em estudo;

e Compreender os fatores que sdo responsaveis pela organizacdo da diversidade
genética da espécie em cada ribeirdo, observando se existem padrdes similares e,
assim, contribuir para futuras medidas de manejo visando a conservacdo das

subpopulacdes estudadas.
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TRABALHO

3.3. Capitulo 1

ESTUDO DE PADROES DE ESTRUTURA GENETICA EM
FINA ESCALA E HETEROGENEIDADE NA DISTRIBUICAO
GENETICA DE UM CASCUDO NEOTROPICAL

Este trabalho serd submetido a revista Freshwater Biology
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Resumo

1.

Ribeirdes sdo responsaveis por grande parte das espécies de peixes de agua doce da
regido Neotropical, fornecendo condig¢fes particulares quando comparadas com
drenagens de maior porte. Ao mesmo tempo, caracteristicas intrinsecas também fazem
com que ribeirbes sejam ambientalmente muito sensiveis.

Deste modo, a conducdo de estudos nestes ambientes tem sido algo essencial dentro
do atual cenario de degradacdo de ecossistemas de &gua doce. Vérios estudos tém
buscado compreender a composi¢édo ictiofaunistica destas drenagens, porém, poucos
estudos tém visado compreender a distribuicdo genética das espécies, 0 que € de
extrema importancia para a compreensao de aspectos evolutivos e para propostas de
conservacao.

A partir disto, o presente estudo analisou locos microssatélites e haplotipos
mitocondriais (D-Loop) de Hypostomus ancistroides, uma espécie de peixe
amplamente distribuida na calha principal e em ribeirdes da bacia do rio Laranjinha,
buscando informacdes sobre os niveis de variagdo e padrfes de diferenciacéo
populacional. Foram selecionados seis ribeirdes, dois em cada secdo da bacia (alto,
médio e baixo) e em cada um deles foram amostrados trés pontos, alto, médio e baixo.
Os resultados revelaram uma estruturacdo genética significativa dentro e entre
ribeirdes. Os niveis de diversidade genética foram similares a outros trabalhos para a
mesma espécie (D-loop: 0,652, microssatélites: 0,644). Dos 23 haplotipos obtidos
onze foram encontrados somente em ribeirGes e um total de 36 alelos microssatélites
foram exclusivos para as amostras dos ribeirdes.

De modo geral, os dados mostraram que a diversidade genética de H. ancistroides é
heterogeneamente distribuida ao longo da bacia do rio Laranjinha, existindo parcelas
particulares da diversidade em cada um de seus pequenos afluentes e também indicam
um padrdo de estruturacdo genética em pequena escala para os ribeirdes estudados.
Assim, além de contribuir para um melhor entendimento das influéncias da biologia
de H. ancistroides sobre seus aspectos evolutivos e distribuicdo na bacia, os resultados
do presente estudo também apontam para o fato de que a preservacdo de ribeirdes é
essencial para a preservacdo de toda a diversidade genética de uma espécie
amplamente distribuida.
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Introducéo
Dentre os ambientes da regido Neotropical, 0s ecossistemas continentais de agua doce

sdo um dos mais diversos, abrigando uma grande concentracdo de vertebrados e invertebrados
aquaticos (Balian et al., 2008). Grande parte destas espécies é representada por peixes,
constituindo a ictiofauna de dgua doce mais diversa do mundo, com uma estimativa de 8000 a
9000 espécies existentes (Lévéque et al., 2008; Reis et al., 2016). A maior parte desta
diversidade de peixes se encontra em territorio brasileiro (cerca de 2.500 espécies), onde as
aguas continentais formam a rede hidrografica mais extensa do mundo (Graca & Pavanelli,
2007). Interessantemente, aproximadamente metade desta fauna é composta por peixes de
pequeno porte, os quais habitam principalmente pequenos corpos d’agua tais como ribeirfes
(Castro et al., 1999).

De fato, ribeirdes tém sido reconhecidos como drenagens de grande importancia para a
diversidade da ictiofauna de agua doce da regido Neotropical (Castro et al., 2003). Em
contrapartida, seus baixos volumes de agua e a fragilidade de sua fauna de peixes, decorrente
principalmente do porte reduzido das espécies, contribuem para que estas drenagens sejam
muito sensiveis a alteracdes ambientais (Luiz et al., 1998). Logo, particularidades fisico-
quimicas e bioldgicas, tais como as citadas acima, tornam a maior parte dos conhecimentos
adquiridos em rios de maior porte inapropriados para o uso em ribeirdes (Esteves & Aranha,
1999). Isto tem sido evidenciado a partir de diferentes estudos, incluindo levantamentos de
especies (Shibatta & Silva-Souza, 2008; Cunico et al., 2009; Costa et al., 2013) e analises de
integridade ambiental (Castro et al., 2003; Vieira & Shibatta, 2007; Vieira et al., 2014).
Contudo, as informagfes genéticas para peixes ao longo destas drenagens ainda sdo muito
limitadas. Os conhecimentos genéticos, a exemplo da distribuicdo da diversidade genética
dentro e entre populacdes, taxas de fluxo génico, atuacdo de eventos demogréaficos e outros
importantes mecanismos envolvidos na historia evolutiva de uma espécie, sdo essenciais para
0 entendimento de aspectos evolutivos e conservacdo da biodiversidade em ecossistemas de
agua doce (Frankham et al., 2010; Geist, 2011).

No caso de ribeirdes de regides temperadas, estudos genéticos de populacbes de
peixes, realizados com base em ferramentas moleculares (marcadores microssatélites e
mitocondriais), tém revelado importantes niveis de diversidade genética e padrdes de
diferenciacdo populacional (Carlsson et al., 1999; Carlsson & Nilsson, 2000; Kelson et al.,
2015). Contudo, embora alguns destes estudos destaguem aspectos genéticos particulares para
as populacdes de ribeirdes, tais como diferenciacdo genética em pequena escala (Carlsson et

al., 1999) e manutencdo de parcelas particulares de diversidade genética em diferentes
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drenagens (Adamson et al., 2012), estes padrGes ndo podem ser extrapolados para drenagens
Neotropicais. Os ribeirGes temperados e neotropicais sdo reconhecidos por diferirem em
varios aspectos fisico-quimicos e biologicos (Winemiller et al., 2008). Além disto,
abordagens deste tipo ainda sdo escassas na regido Neotropical. Deste modo, fica evidente que
estudos devem ser conduzidos para ribeirfes da regido Neotropicais, buscando entender se 0s
padrdes citados acima também se aplicam estas drenagens.

Considerando as caracteristicas dos sistemas hidrograficos, os conhecimentos sobre
estes padrdes poderiam ser obtidos a partir de estudos genéticos populacionais de espécies
amplamente distribuidas ao longo de vérios ribeirGes e da calha principal de uma bacia
hidrografica, possibilitando informacdes robustas e esclarecedoras. Além disto, embora os
aspectos geoldgicos e comportamentais sejam muito importantes na distribuicdo genética de
peixes de agua doce (Allan & Flecker, 1993), influéncias de véarios outros fatores, incluindo
padrdes de colonizacdo na bacia e niveis de interferéncia antropica, também sdo aspectos
importantes que devem ser considerados na distribuicdo genética de peixes em ribeirdes
(Geist, 2011; Heithaus & Laushman, 1997; Blum et al., 2012).

A bacia do rio Parang, segunda maior drenagem da América do Sul (Lowe-
McConnell, 1999), tem sido um dos principais exemplos da intensidade dos impactos
antropicos em rios e ribeirbes neotropicais (Agostinho et al., 2005, 2007). De modo
particular, a composicdo da ictiofauna de ribeirGes desta bacia, principalmente no alto rio
Parand, também tem sido uma das melhores estudadas atualmente (Castro et al., 2003;
Shibatta & Silva-Souza, 2008; Cunico et al., 2009; Costa et al., 2013). Dentro deste sistema
hidrografico, o rio Laranjinha, integrante da bacia do rio Paranapanema (alto rio Parana),
exibe bons niveis de conectividade e um grande nimero de pequenos tributarios, apresentado
assim, boas condic6es para um desenho experimental visando a distribuicdo genética de uma
especie ao longo de uma bacia hidrografica. Oportunamente, estudos prévios da ictiofauna
destas drenagens tém destacado espécies de peixes com grande potencial para este tipo de
estudo, a exemplo do cascudo Hypostomus ancistroides, presente tanto nos ribeirdes como na
calha principal (Costa et al., 2013; Galindo, 2014).

A espécie Hypostomus ancistroides (lhering, 1911), da ordem dos Siluriformes,
familia Loricariidae e subfamilia Hypostominae, € uma espécie amplamente distribuida ao
longo da bacia do rio Parana (Eschmeyer et al., 2017), ocupando diferentes tipos de drenagens
(Casatti, 2005; Shibatta et al., 2007; Costa et al., 2013). Em decorréncia do comportamento
ndo migratorios desta espécie, estudos argumentam sobre a propensao desta em exibir algum

grau de divergéncia genética entre populacdes coespecificas (Endo et al., 2012), o que
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fortalece a escolha desta espécie para este estudo. Outros estudos, tais como Sofia et al., 2008,
Zawadzki et al., 2005 e Hollanda-Carvalho et al., 2016, também sugerem uma capacidade de
deslocamento limitada para essa espécie. Estudos, tais como os citados acima, tem sido
realizado com eficiéncia na atualidade a partir do uso de marcadores moleculares, incluindo
andlises de locos microssatélites e analises do DNA mitocondrial (DNAmt) (Ferreira et al.,
2015, 2016b).

Considerando o0s argumentos apresentados, o presente estudo empregou locos
microssatélites e sequenciamento parcial da regido D-loop do DNAmt em uma ampla anélise
genética de populagGes de H. ancistroides na bacia do rio Laranjinha, incluindo trechos dentro
de ribeirGes e ao longo da calha principal. Assim, buscou-se informacdes sobre o padrédo de
distribuicdo da diversidade genética, estrutura populacional e fluxo génico, tentando elucidar
se padrdes de estrutura genética em curtas distancias geograficas e manutencdo de parcelas
particulares de diversidade genética também podem ocorrer para ribeirdes Neotropicais.
Dessa maneira os dados do presente estudo auxiliam no entendimento da organizacdo da
diversidade da espécie ao longo da bacia e podem contribuir para futura acdes de manejo e
conservagdo de ribeirdes, que embora muito importantes para a ictiofauna da regido
Neotropical, sdo pouco privilegiados por acdes de preservacdo e tem sofrido sofrem

constantes impactos antropicos.

Meétodos
Area de Estudo

Foram selecionados seis ribeirdes afluentes do rio Laranjinha, alto rio Parana, cada
par representando uma secdo da bacia (alto, médio e baixo) tanto na margem esquerda quanto
na direita. Assim, tendo o rio Laranjinha (Lar) como a calha principal e seguindo o sentido da
nascente para a foz, da margem esquerda para a direita, as coletas foram realizadas nos
seguintes ribeirdes: Agua Grande (Agr), do Alecrim (Ale), S&o Francisco (SFr), do Barreiro
(Bar), Araras (Ara) e Grande (Gde) (Figura 1). Em cada ribeirdo foram amostrados trés
trechos: um préximo a cabeceira (alto), um no trecho médio e um na foz (baixo). As
coordenadas geograficas e distancia entre os trechos dentro de cada drenagem é mostrada na
Tabela 1.
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Rio Laranjinha

N PR ST i -

Estado do Parana

@ Rio Laranjinha

® Ribeirdes

Fig. 1 Mapa mostrando os pontos de amostragem Hypostomus ancistroides na calha principal e nos ribeirdes

afluentes do rio Laranjinha (Fonte: modificado de Google Earth, 2016). Em azul, trechos do alto, médio e baixo

rio Laranjinha, em vermelho, trechos do alto, médio e baixo dos ribeirdes.

Tabela 1 Extensdo do rio Laranjinha e dos seis ribeirdes selecionados para o estudo, pertencentes a bacia
hidrografica do alto rio Parang, Brasil. Sdo apresentadas as coordenadas geogréaficas de cada trecho amostrado, a
distancia entre os trechos amostrados dentro de cada drenagem. Céd. = abreviacdo do nome dos ribeirSes

seguido pela secdo amostrada, * = Alto, ™ = Médio e ® = Baixo; N = nimero de H. ancistroides coletado em

cada ponto.
Drenagens Extensao Cod. Coordenadas Geograficas Distancia entre os trechos
(Km) (Km)
Lar® 24°13'24,56"S - 50°11'57,88"0 Alto x Médio = 166,87
Rio Laranjinha 350,0 Lar" 23°43'31.88"S - 50°26'34,42"0 Médio x Baixo = 182,0
Lar® 23°01'53,90"S - 50°26'51,90"0 Baixo x Alto = 348,87
Ribeirio do Ale? 24°01'14.31"S - 50°21'36.44"0 Alto x Médio=7,4
Alecrim 23,4 Ale 23°59'11.63"S - 50°20'16.61"0 Médio x Baixo = 12,4
AleB 23°57'01.54"S - 50°18'41.78"0 Baixo x Alto = 19,8
Ribeirdo Aqua AgrA 23°53'58.76"S - 50°13'28.75"0 Alto x Médio = 4,5
Grande 9 19,8 Ang 23°54'47.61"S - 50°14'36.47"0 Médio x Baixo = 10,3
AgrB 23°57'09.85"S - 50°15'35.66"0 Baixo x Alto = 14,8
Ribeirio Sio SFrA 23°57'33.05"S - 50°26'55.72"0 Alto x Médio = 8,3
Erancisco 30,9 SFr 23°56'10.26"S - 50°24'34.12"0 Médio x Baixo = 14,3
SFrB 23°52'12.23"S - 50°23'16.24"0 Baixo x Alto = 22,6
Ribeirio do Bar* 23°47'38.62"S - 50°17'58.80"0 Alto x Médio = 17,6
Barreiro 51,8 BarV 23°43'02.07"S - 50°20'41.84"0 Médio x Baixo = 23,3
Bar® 23°38'44.97"S - 50°23'32.32"0 Baixo x Alto = 40,9
Ara® 23°09'30.59"S - 50°35'28.47"0 Alto x Médio = 8,9
Ribeirdo Araras 19 Ara 23°09'37.03"S - 50°31'24.56"0 Médio x Baixo = 5,1
Ara® 23°09'59.04"S - 50°28'57.34"0 Baixo x Alto = 14
Ribeirio Gde? 23°19'53.93"S - 50°20'44.34"0 Alto x Médio = 12,6
Grande 31 GdeM 23°17'24.19"S - 50°24'30.87"0 Médio x Baixo = 14,6

23°16'00.70"S - 50°27'58.06"0

Baixo x Alto = 27,2
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Amostragem dos peixes

Um total de 508 espécimes de Hypostomus ancistroides foi obtido para a anélise ao
longo dos ribeirdes, variando de 18 a 33 individuos por amostra (Tabela 1). A coleta dos
exemplares foi realizada utilizando peneiras e redes de espera (2mm e 4mm), com um esforco
de coleta minimo de uma hora por ponto, amostrando aproximadamente 300 metros a partir
do ponto de partida. Os peixes coletados foram eutanasiados em solucdo de dleo de cravo
(3.000 mg/L) como sugerido por Lucena et al. (2013), garantindo uma morte rapida e
indolor. Apos a constatacdo da morte, os espécimes foram armazenados em alcool 70% para
conservacao do material genético.

Subsequentemente, amostras de musculatura e nadadeira raiada foram retiradas,
armazenadas em microtubos com alcool 70% e mantidas a -20 °C. Exemplares foram fixados
em formol 10%. Alguns exemplares serdo depositados na colecdo ictioldgica do Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL).

Dados genéticos de H. ancistroides em trés trechos do rio Laranjinha, alto, médio e
baixo, também foram incluidas no presente estudo a partir de informacgdes provenientes do
trabalho de Galindo (2014), o qual estudou a espécie em sete pontos ao longo de toda a calha
principal deste rio. Deste modo, as amostras provenientes do rio Laranjinha receberam os
seguintes codigos: Lar”, que corresponde as amostras coletadas na porcao alta do rio; Lar™,
correspondendo as amostras coletadas mais proximas a porcdo média do rio; e Lar®, que
corresponde as amostras coletadas mais proximos a por¢éo baixa do rio.

Exemplares dos espécimes incluidos nas analises estdo depositados na Colecdo de
Peixes do Laboratério de Genética e Conservacdo (GECON), da Universidade Estadual do
Norte do Parand (UENP de Cornélio Procopio), sob a coordenacdo do Dr. Bruno A. Galindo.
Este material fez parte das amostragens realizadas durante o desenvolvimento da Tese de
Doutorado do referido pesquisador, atualmente colaborador do nosso Laboratorio (Galindo,
2014).

Extracdo e Quantificagdo do DNA

O DNA gendmico foi obtido a partir da musculatura empregando o protocolo baseado
em fenol/cloroférmio proposto por Almeida et al. (2001). A concentracdo do DNA foi
determinada a partir de espectrofotometria pelo Nanodrop 2000c UV-Vis (Thermo Science) e
posteriormente diluidas em tampao TE (Tris—HCI| 10 mM, EDTA 1 mM) para 5 ng/uL.
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Marcadores Microssatélites

Para a andlise de microssatélites foram selecionados nove locos dentre os treze
previamente descritos para H. ancistroides por Galindo et al. (2015). As condigdes de
amplificacdo seguiram o protocolo sugerido por Ferreira et al. (2013). A genotipagem foi
realizada segundo a metodologia de Schuelke (2000), na qual o primer Foward possui uma
sequéncia adicional MI13 (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3") na extremidade 5’,
possibilitando a marcacao dos produtos de PCR com fluorescéncias.

As reagdes de PCR foram determinadas em um volume final de 10 pL contendo 1X
GoTaq Green Master Mix (Promega), 10 ng da amostra de DNA, 1% de glicerol, 0,125 uM
de primer M13 marcado com fluorescéncia (FAM , HEX, NED ou PET, Applied Biosystems,
CA), 0,125 uM de primer Reverse, 0,0125 uM de primer Forward e &gua ultrapura para
completar o volume final. As amplificacfes forma conduzidas por um passo de desnaturacdo
inicial de 94 °C por 4 min, seguido por 10 ciclos de 94 °C por 30 s, (temperatura de
anelamento de cada primer, variando de 48°C a 60°C) por 1 min e 72 °C por 1 min, 25 ciclos
de 89 °C por 30 s, (temperatura de anelamento de cada primer, variando de 48°C a 60°C) por
1 mine 72 °C por 1 min com uma extensdo final de 72 °C por 30 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em sequenciador automatico
ABI-PRISM 3500 xL (Applied Biosystems), usando o GeneScan 600 Liz (Applied
Biosystems) como marcador de peso molecular. A leitura dos genoétipos se deu através do

programa GeneMarker 1.85 (SoftGenetics, State College, PA) a partir de checagem manual.

Marcador de DNAmt (D-loop)

Parte da regido controle do DNA mitocondrial foi amplificada utilizando os primers
DLA-III 5°-TAT TTA AAG RCA TAA TCT CTT GAC -3’ e HygDL-R 5~ WTG CKA RTA
TGT GCC GYY TG -3’ (Cardoso et al., 2011), anteriormente utilizados para outras espécies
do género Hypostomus. As condi¢bes de amplificagdo foram realizadas segundo Galindo et
al. (2015).

A reacgdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo 1X GoTaq
Green Master Mix (Promega), 1 uM de cada primer, 15 ng de DNA e &gua ultrapura para
completar o volume. As amplificagdes foram conduzidas com um ciclo inicial de 94°C por 4
min, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 e 72°C por 2 min, e uma extensao
final de 72°C por 10 min.

Apo6s a amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados com a enzima

IllustraExoStar IT® (GE) e utilizados nas reacbes de sequenciamento. As reacdes de
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sequenciamento por sua vez foram realizadas independentemente para ambas as fitas (H e L)
empregando o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems), seguindo as recomendac6es do
fabricante, com posterior leitura em sequenciador automatico ABI-PRISM 3500 XL (Applied
Biosystems).

A andlise da qualidade das sequéncias e geracdo dos contigs foi realizada a partir do
aplicativo online Electropherogram Quality Analysis (Togawa & Brigido, 2003), o
alinhamento feito pelo aplicativo MUSCLE (Edgar, 2004) no programa MEGA 5.0 (Tamura
et al., 2011). E para a confirmagéo da origem do fragmento, as sequéncias foram submetidas a
uma busca no BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990). As
sequéncias dos diferentes haplétipos encontrados serdo depositadas no GenBank (http:/

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Analise dos Dados

Como ja salientado, para todas os testes realizados incluimos as amostras do rio
Laranjinha cedidas pelo Dr. Bruno Ambrozio Galindo.

Assim, um total de 21 subpopulagdes foram analisadas. No intuito de se verificar uma
possivel estruturacdo em fina escala e diversidade particular contida em cada ribeirdo, e
considerando-se 0 comportamento ndo migrador dessa espécie, cada ponto amostrado foi
considerado inicialmente como uma subpopulacdo, tanto para as analises de diversidade como
para as analises de estruturacdo populacional. Contudo, posteriormente, neste ultimo caso foi
necessario o agrupamento das subpopulacdes, assim, as trés subpopulacbes (Alto, Médio e
Baixo) de cada ribeirdo foi considerada como um grupo. No total, nas comparacdes entre rio e
ribeirdes, sdo considerados sete grupos (ou amostras), sendo seis dos ribeirdes e um grupo do
rio Laranjinha.

Nas andlises dos marcadores microssatélites as subpopulagdes amostradas no ribeirdo

Alecrim ndo foram incluidas devido a uma falha técnica.

Diversidade Genética

Para analise das sequencias mitocondriais foram empregados os programas, DnaSP
v.5 (Librado & Rozas, 2009), para calcular a diversidade haplotipica (h) e diversidade
nucleotidica (). Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2005), para identificar sitios polimorficos,
determinar haplétipos e estimar a frequéncias dos haplotipos. Network 4.6.1.1 (Fluxus
Technology Ltd - http://www.fluxus-engineering.com), para a construcdo da rede de

haplotipos dos dados de DNAmt, baseado no algoritimo median-joining (Bandelt et al., 1999)
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Para analises dos locos microssatélites inicialmente foi utilizado o programa Micro-
Checker 2.2.1 (Van Oosterhout et al., 2004), para testar a eventual presenca de alelos nulos ou
outros erros de genotipagem, como alelos dropout e erros de leitura em virtude de picos
stutter.

Em seguida foram empregados os programas POPGEN v. 1.31 (Yeh et al., 2000), para
calcular a quantidade de alelos (A), a média de alelos por loco ( Na), nimero de alelos
efetivos ( Ng) nGmero de alelos privados (Np), heterozigosidade observada (Ho) e
heterozigosidade esperada (Hg). Fstat v2.9.3 (Goudet, 2001), para estimar a riqueza alélica e o
coeficiente de endogamia (Fs) por populacdo. Genepop v.1.2 (Raymond & Rousset, 1995),
foi utilizado para testar o Equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligacdo entre os
pares de locos, com a significancia (valor de P) posteriormente ajustada através da correcao

sequencial de Bonferroni (Rice, 1989).

Analises Demograficas

Para os haplotipos mitocondriais foi utilizado o programa Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier
et al., 2005) para analisar a distribuicdo de diferencas par a par (mismatch distribution) e
testar a neutralidade seletiva, empregando o modelo de sitios infinitos de Tajima (D) (Tajima,
1989) e Fu (Fs) (FU, 1997), os quais tambem fornecem bons indicativos da ocorréncia de
eventos demograficos, como bottlenecks e expansées populacionais (Garcez et al., 2011).

Para os dados de microssatélite foi utilizado o programa Bottleneck 1.2.02 (Cornuet &
Luikart, 1996), para verificar evidéncias de possiveis reducfes recentes no tamanho
populacional das amostras, utilizando a analise do excesso ou deficiéncia de heterozigozidade
a partir dos modelos evolutivos para locos de microssatélites Infinite Alleles Model (IAM),
Two-Phase Model (TPM — com 90% SMM e 10% IAM) e Stepwise Mutation Model (SMM).
O teste de “Wilcoxon sign-rank” (Luikart & Cornuet, 1998) foi empregado para avaliar o
nivel de significancia do excesso ou deficiéncia de heterozigosidade apresentado para cada

modelo, considerando P < 0,05.

Estrutura Genética

Previamente a Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) os haplétipos mitocondriais
foram submetidos ao programa JModelTest2 (Darriba et al., 2012), que selecionou 0 modelo
de substituicdo nucleotidica de Tamura e Nei (1993) pelo critério de informacdo Akaike
(AIC) (Akaike, 1998).
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Para ambos os marcadores, foi utilizado o programa, Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier et al.,
2005) para andlise da AMOVA (Analise da Variancia Molecular), usada para estimar a
particdo da variagdo genética dentro e entre as subpopulag@es. A partir da AMOVA também
foram calculadas a diferenciacdo genética entre as amostras (Excoffier et al., 1992), utilizando
o0 indice dst (Weir & Cockerham, 1984), nas comparacdes par a par.

Para os dados de microssatélite foi utilizado o programa Structure v.2.3.3 (Pritchard et
al., 2000) para avaliar a relacdo entre as amostras a partir de agrupamentos Bayesianos. Para
isso foi empregado o modelo admixture, modelo que assume que os individuos podem ter
ancestralidade mista, com contribui¢cdes genotipicas de diferentes populacdes (Pritchard et al.,
2000). As estimativas de K (nimero de agrupamentos) foram realizadas em simulacbes
variando com o numero de populagdes estudadas, reproduzindo 20 corridas para cada valor de
K, segundo a metodologia de Evanno et al. (2005), com 10.000 interagdes no “burn-in” ¢
100.000 interacdes na Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). Adicionalmente o programa
Structure Harvester 0.6.7 (Earl, 2011) foi utilizado para ordenar os resultados e inferir
estatisticamente qual o K mais provavel da analise usando a estatistica AK (Evanno et al.,

2005).

Fluxo Génico
Para os dados de microssatélite foram utilizados os programas Bayesass 1.3 (Wilson &
Rannala, 2003), para analise Bayesiana de fluxo génico, utilizando o programa para inferir

taxas de migracdes recentes e a direcdo da migracao entre os trechos de amostragem.
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Resultados
Diversidade Genética

Dos 518 individuos analisados um total de 181 alelos microssatélites diferentes foram
obtidos, com uma média de 69 alelos por amostra (Tabela 2). Com excecédo do loco Hanc 01,
que foi monomérfico para as amostras Agr”, Agr™ e Agr®, todos os locos foram polimérficos
para todas as amostras.

A amostra Agr®, que corresponde a porcéo alta do ribeirdo mais proximo da nascente
do rio Laranjinha, apresentou os menores valores de diversidade genética, incluindo nimero
de alelos (A = 41), média de alelos por loco (Na = 4,556), média de alelos efetivos por loco
(Ne =2,615), assim como heterozigosidade observada (Ho = 0,521) e heterozigosidade
esperada (He = 0,529). Enquanto que os maiores valores de diversidade foram encontrados
em mais de uma amostra, onde SFr™ apresentou a maior quantidade de alelos (A= 84), a maior
média de alelos por loco (Na = 9,333) e 0 maior indice de heterozigosidade esperada (He=
0,736), ja a média de alelos efetivos por loco e heterozigosidade observada foram encontradas
em Lar™ (Ng = 5,038 — Ho = 0,746) (Tabela 2).

A riqueza alélica (Rn) foi corrigida para um tamanho amostral de 17 individuos
dipléides e apresentou valores variando de 8,09 (Bar") a 4,18 (Ara™). O nimero de alelos
privados (Np) variou de zero (Agr®, Agr” Agr®, SFr, Bar®, Ara® e Gde™) a 11 (SFr™).
Somente a amostra Ara® apresentou valores significativos para o coeficiente de endogamia Fis
(Tabela 2).

Alguns locos permaneceram com desvios significativos do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) (P <0,05) mesmo apds a correcdo sequencial de Bonferroni, sendo eles,
Hanc 6 (SFr™), Hanc 9 (Lar™), 32 (Lar®, Bar™, Ara™, Ara®, Gde®) e Hanc 184 (SFr™) (Tabela
3). Apenas trés amostras apresentaram pares de primers em desequilibrio de ligacdo ap6s a
correcdo sequencial de Bonferroni, na amostra Lar” (Hanc 2 x Hanc 184, Hanc 143 x Hanc
32, Hanc 184 x Hanc 32), SFr* (Hanc 184 x Hanc 32) e SFr™ (Hanc 6 x Hanc 32). Nenhuma
das 18 amostras apresentou indicativos de erros de genotipagem devido a presenca de “bandas
stutters” ou “large allele dropout”, da mesma maneira nenhuma das amostras indicou

presenca de alelos nulos.
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Tabela 2 Diversidade genética de Hypostomus ancistroides ao longo dos 21 pontos amostrados, obtida a partir de marcadores microssatélites e DNAmt. N — Namero de

individuos analisados, A — nimero total de alelos, Np — nimero de alelos privados, R, — riqueza alélica, Ny — nimero médio de alelos, Ng — nimero de alelos efetivos, Ho

— heterozigosidade observada, He — heterozigosidade esperada, Fis — indice de endogamia, EHW "2 — quantidade e identificacdo de locos com desvios no equilibrio de

Hardy—Weinberg para cada amostra. Nh — nimero de haplétipos encontrados, h — diversidade haplotipica, = — diversidade nucleotidica, D — teste de neutralidade de
Tajima (Tajima, 1989), Fs — teste de neutralidade de Fu (Fu, 1997) *Valores significativos P<0,05.

Amostras Microssatélite D-loop

N A Np Ra Na Ng Ho He Fis EHwWH™ N Nh h T D Fs
Lar® 28 62 4 6,134 6,889 3,64 0,602 0,608 -0,009 29% 31 4 0,187 0,0004 -1,731* -3,436*
Lar 30 81 1 7,334 9 5038 0,746 0,686 -0,078 1° 30 4 0434 00033 -2,439* 2561
Lar® 29 78 2 7410 8667 4,667 0648 0,682 -0,020 1% 33 10 0,805 0,008 -1,186 1,655
Ale? - - - - - - - - - - 30 2 0,067 00001 -1,147% -1,211
AleM - - - - - - - - - 30 1 0 0 0 0
Ale® - - - - - - - - - - 25 3 0,227 0,0004 -1214 -1454*
Agr® 32 41 0 5167 4556 2,615 0521 0529 0,040 0 32 3 0,234 00006 -0,606 -0,595
Agr" 30 48 0 7,289 5,33 2,799 0587 0,563 -0,061 0 30 4 0,251 0,0007 -1,196 -1,885*
Agr® 30 43 0 7894 4778 2676 0526 0555 0,007 0 30 4 0407 00011 -0,403 -0,694
SFrt 30 68 0 7,739 7556 4556 0,736 0,704 -0,046 0 30 2 0,287 0,0042 0,42 6,881
SFrM 28 84 11 7,687 9333 4484 0,727 0,736  -0,027 26184 24 2 0,228 00033 -0,474 5,29
SFr® 25 74 4 7,127 8222 4294 0655 0,652 -0,030 0 25 4 023 00004 -1,733* -3,084*
Bar® 29 83 4 6,762 9,222 4,64 0,69 0,666 0,032 0 29 5 0466 00013 -1,769* -1,518
BarV 31 80 1 8,092 8889 4,784 0,66 0,679 0,069 1% 30 1 0 0 0 0
Bar® 30 73 0 7,294 8111 4,648 0,68 0,638 0,054 0 30 2 0,331 00006 0485 0,891
Ara® 18 56 0 4184 6,222 3595 0607 0622 0,050 0 18 4 0523 00038 2,395 5323
AraV 31 78 6 4566 8,667 4,42 0,69 0,691 0,059 1% 26 5 069 00068 -1,726* 3,695
Ara® 30 79 2 4431 8778 4743 0654 0,704 0,042* 1% 30 7 0,766 0,0054 -1,895* 1,186
Gde? 32 53 0 6,057 5889 2951 0552 0,567 0,072 0 32 4 0,286 0,0007 -1,602* -1,894*
GdeM 29 77 4 7,779 8556 4,687 0,65 0,686  -0,029 0 29 5 047 00022 -0,632 -0,205
Gde® 26 82 4 7561 9111 4,989 0656 0,701 0,046 1% 26 5 0,702 00039 1,054 1,303
Geral 518 181 43 6,695 7,654 4,124 0644 0,648 0,008 todososlocos 602 23 0,652 0,0026 -1,887* -7,564*




36

A partir do sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop) foi
obtido um fragmento de 556 pb, dos quais 46 foram polimérficos, apresentando 33 transicdes,
11 transversdes, 44 substitui¢Bes, cinco indels. A composi¢do nucleotidica encontrada nesta
regido foi de 25,77% de C, 29,30% de T, 34,48% de A e 10,45% de G.

Essa diversidade produziu um total de 23 hapl6tipos dentre os quais, 0 mais comum
foi H2, ocorrendo em 335 individuos, distribuidos em 20 das 21 localidades (Figura 2, Tabela
3).

A rede de haplotipos apresentou um hapl6tipo central mais frequente (H2) e a partir
deste é amostrado oito hapl6tipos, cada um com apenas um passo mutacional de diferenca
(H1, H3, H4, H13, H14, H15, H19 e H17). A partir dos haplotipos H1 e H17 também foram
amostrados outros haplétipos, uns com apenas uma mutacao de diferenca, outros, porém, com
muitas mutacOes de diferenca, como foi observado para os H5, H8, H10, H11 e H16; para
estes haplétipos, foi detectada uma diferenca de mais de 25 passos mutacionais. O programa
também sugeriu seis haplétipos intermediarios possiveis, ndo amostrados (Figura 2).

O segundo e terceiro haplétipos mais comuns foram, respectivamente, H14, com 81

individuos em seis localidades, e H1, com 78 individuos em oito locais. Os demais hapl6tipos

foram encontrados em menor frequéncia, com seis destes tendo sido amostrados apenas uma
vez (H13, H15, H17, H19, H21 e H23).
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I Lar’
. Ale’

H5 HI10 HI1  Ale
1 Ale”

HHHHHHHHHHHHHH B Agr,
' . Agr
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s Sfr'
e Sfr™
. Sfr’
He —1Bar’,
I Bar
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[ 1Ara®

1 Gde”
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Fig. 2 Rede de haplétipos obtida a partir do sequenciamento da regido D-loop (DNAmt) em 602 amostras de
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Hypostomus ancistroides proveniente de 21 localidades. Os tamanhos dos circulos sdo proporcionais as

freauéncias dos haplétipos.



37

Tabela 3 Distribuicdo dos 23 hapl6tipos e seus sitios varidveis encontrados entre 602 amostras de Hypostomus ancistroides provenientes vinte e uma localidades da bacia do rio

Laranjinha, o qual pertence a bacia do alto rio Parana, Brasil. A Gltima coluna informa quantos hapl6tipos estdo presentes em cada localidade amostrada.

Frequéncia Absoluta dos Haplétipos

Haplétipos Nucleotideos dos Sitios Variaveis Lar Ale Agr SFr Bar Ara Gde
A MBAMBAMBAMBAMIBAMIBAMB

HO1 AATAGCCTTATCGCTCTAAGAAGCATAAGAATC--C-CTCTCTATA 1 3 1 4 9 27 21 12 78
HO02 T 28 22 13 29 30 22 2 2 3 25 21 22 21 30 24 10 12 11 3 5 335
HO03 C T 1 1 1 2

Ho4 G T 1 6 2 1 2 4 6

HO05 AATC AGCATTAGAAG-ATCAGGAGCACACTTCTTCC 1
HO06 A _
Ho7 G

HO08 G AGTC AACATCT - C
HO09 -

H10 AATC AGCATTAGAAG-ATCAGGAGCACATTTCTTCC
Hi1l AATC ATTAGAAG-ATCAGGAGCACATTTCTTCC
H12 G G
H13

H14 C

H15 C

H16 GAATC AT
H17 A

H18 G G G 1 8 10 5 2 1
H19 C
H20 G 3 1
H21 A 1

H22 G G TTATG 2 7
H23 G G 1

N
-

PRRPMRPRONR

2 28 26 23 1 1
1

H o334

H
@]
H
[y
rorArRPrNProrRrRrwuRrNvRERPOoWORNN

4 4 10 2 1 3 383 4 4 2 2 4 5 1 2 2 5 7 4 5 5
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Onze haplotipos (H13, H14, H15, H16, H17, H18, H19, H20, H21, H22 e H23) foram
obtidos apenas em amostras dos ribeirdes, enquanto que os haplotipos H8, H9, e H11 foram
encontrados somente em amostras do rio Laranjinha. O numero de haplétipos por local
amostrado variou de um (Ale™ e Bar™) a dez (Lar®) (Tabela 3).

Considerando todas as amostras, foi encontrado uma diversidade haplotipica (h) de
0,652 e uma diversidade nucleotidica () de 0,0026. As amostras Ale™ e Bar" foram as tnicas
com apenas um haplétipo (H2), logo, apresentaram os indices de diversidade igual a 0. Por
outro lado, a amostra de Lar® apresentou as maiores diversidades haplotipica e nucleotidica (h
= 0,805, = = 0,0108) (Tabela 2).

Analises Demograficas

Para investigar possiveis ocorréncias de bottlenecks recentes, foi obtido, no teste IAM,
uma deficiéncia de heterozigosidade em Bar® e Ara”™ e um excesso de heterozigosidade em
Ara”, Ara™, Ara® e Gde", no teste TPM houve indicativo de deficiéncia de heterozigosidade

M

em SFr* e Bar M, por fim, no teste SMM também houve indicativo de deficiéncia de

heterozigosidade nas amostras Sfr*, SFr™, SFr®, Bar™, Bar®, Ara™, Gde”, GdeM e Gde®.

Todas as amostras mostraram normal L-shaped distribution (Tabela 4).

Tabela 4 Testes de gargalos genéticos recentes (Bottleneck) para Hypostomus ancistroides nos 18 pontos
amostrados. Teste de Wilcoxon sign-rank para excesso de heterozigosidade e teste Mode-shift para padrdes de
distribuicdo das frequéncias alélicas. N — Numero de individuos analisados, Hy — ndmero de locos exibindo

deficiéncia de heterozigosidade, H, — nimero de loci exibindo excesso de heterozigosidade.

Teste Wilcoxon sign-rank Distribuicéo
Amostras IAM? TPM® SMM® frequéncia dos
N Hy/H. P Hy/H. P Hy/H. P alelos
Lar® 28 3/6 0,410 5/4 0,322 6/3 0,126 L-shaped
Lar 30 217 0,213 3/6 0,463 8/1 0,004*¢ L-shaped
Lar® 29 217 0,210 3/6 0,463 5/4 0,280 L-shaped
Agr® 32 3/6 0,361 5/4 0,345 6/3 0,141 L-shaped
Agr™ 30 1/8 0,055 4/5 0,581 6/3 0,128 L-shaped
Agr® 30 217 0,194 3/6 0,433 5/4 0,322 L-shaped
SFrA 30 3/6 0,440 712 0,034*¢ 9/0 0,000%¢ L-shaped
SFr 28 4/5 0,537 4/5 0,556 712 0,030%¢ L-shaped
SFr® 25 3/6 0,414 5/4 0,322 712 0,033*¢ L-shaped
Bar® 29 217 0,196** 3/6 0,456 5/4 0,274 L-shaped
Bar" 31 3/6 0,471 8/1 0,004*¢ 8/1 0,004*¢ L-shaped
Bar® 30 3/6 0,414 6/3 0,134 8/1  0,006* L-shaped
Ara® 18 2/6 0,223** 3/5 0,523 6/2 0,015 L-shaped
Ara" 31 1/07 0,080%* 5/3 0,196 7/1  0,010% L-shaped
Ara® 30 0/8 0,012%* 4/4 0,433 5/3 0,175 L-shaped
Gde* 32 4/5 0,592 4/5 0,574 6/3  0,130% L-shaped
GdeM 29 3/0 0,427** 3/6 0,421 8/1  0,006% L-shaped

Gde® 26 217 0,212 6/3 0,107 8/1 0,004*° L-shaped




39

*d — valores significativos para deficiéncia de heterozigosidade, *e — valores significativos para excesso de
heterozigosidade (P < 0,05). Distribuicdo normal L-shaped, a) Infinite Allele Model, b) Two Phase Model (90%
SSM), ¢) Stepwise Mutation Model.

No teste de neutralidade para as sequéncias mitocondriais foram encontrados poucos
valores significativos. As amostras Ale™ e Bar™, que apresentaram apenas um haplétipo cada
uma, ndo obtiveram estimativas para estes testes. Ja as amostras Ale”, Bar®, Ara“, Ara®,
Gde”, SFr?, Lar™ e Lar* apresentaram valores significativos e negativos para o teste de
Tajima (D) e as amostras Ale®, Agr™, Gde®, SFr® e Lar® mostraram valores significativos e
negativos para o teste de Fu (Fs) (Tabela 2).

Os graficos de distribuicdo mismatch foram gerados individualmente para cada
localidade (Figura Suplementar 1). As amostras de Lar”, Lar™, Ale®, Ale®, Agr®, Agr™, SFr®,
Bar® e Gde” apresentaram distribuicdo préxima a um padrdo unimodal, j4 as amostras de
Agr?, SFr*, SFrM Bar®, Ara®, Ara™, Ara®, Gde™ e Gde® apresentaram distribuicio proxima a

um padrdo multimodal (Figura 3).

Exp

Exp

Lar

—--&- Dbs ---g-- Obs

T 5 10 15 20 0 10 20 0
Pairwise Differences Pairwise Differences

Fig. 3 Representacdo da distribuicdo mismatch para os haplotipos mitocondriais obtidos para Hypostomus
ancistroides em duas localidades amostradas. Os gréaficos das outras localidades podem ser visualizados nos
materiais suplementares.

Estrutura Genética

A Analise da Variancia Molecular (AMOVA\) indicou para os dados de microssatélite
que a maior parte da variacdo genética estd dentro de grupos (86,15%), porém valores
significativos também foram obtidos entre grupos enquanto que para os dados das sequéncias
mitocondriais a maior parte da variacao foi encontrada entre grupos, indicando a existéncia de

estruturacdo entre as subpopulacdes amostradas (Tabela 5).
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Para ambos os marcadores o Fsr geral obtido foi significativo, indicando estruturagéo
moderada para os dados de microssatélite (0,138) e estruturacdo muito alta para os dados de
D-loop (0,553) (Tabela 5).

Tabela 5 Anélise da Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Hypostomus ancistroides coletados em
21 localidades de um rio e ribeirdes pertencentes a bacia do alto rio Parang, no sul do Brasil. Valores

significativos *P<0,05.

Fonte da Variagéo % de variagéo
Microssatélite D-loop
Entre grupos 9,48% 51,47%
Entre popula¢des dentro de grupos 4,37% 3,80%
Dentro de populagdes 86,15% 44,73%
®g7: 0,138* ®g7: 0,553*
indice de Fixac&o ®sc: 0,048 ®sc: 0,078*
®cr: 0,095 ®c7: 0,515*

Na analise de diferenciacdo genética par a par (dst) para os dados de microssatélite
das 18 amostras estudadas foi obtido 153 comparacdes, sendo que somente seis dessas
comparagbes ndo apresentaram valores significativos (P< 0,05), indicando niveis
significativos de estruturacdo genética. A maior diferenca significativa encontrada foi na
comparacdo entre as amostras Lar® x Agr”, apresentando um ®sr = 0,266. Os menores
valores significativos foram de ®st = 0,013 entre as amostras Agr" x Agr® e Ara” x Ara"
(Tabela 6).

Da mesma maneira, para os dados os dados mitocondriais também foram encontrados
niveis significativos de estruturacdo genética, onde das 210 comparagOes realizadas, 118
apresentaram estimativas de diferenciacdo genética (dsr) significativas para a maioria das
amostras envolvidas. Os maiores niveis de diferenciacdo foram obtidos para a amostra Gde”,
a qual apresentou ®sr = 1 em relagdo a outras seis amostras (Ale”, AleM, Ale® SFr®, SFr™,
Bar" e Ara®). Enquanto isto, a menor diferenca significativa foi de ®st = 0,079 obtido entre

as amostras Lar” x Bar® (Tabela 6).



41

Tabela 6 Diferenciacdo genética par a par (Dst) estimadas a partir de marcadores microssatélites e hapl6tipos mitocondriais, de amostras de Hypostomus ancistroides,
referentes aos pontos de amostragens, distribuidos em um rio e seis ribeires da bacia do alto rio Parand, no sul do Brasil. Diagonal inferior - ®sy par a par obtido a partir de
dados de microssatélites. Diagonal superior - ®s7 par a par obtido a partir de dados de DNAmt (D-Loop). Valores significativos *P<0,05 (teste de significancia usando 1023

permutaces).

Lar® Lar™ Lar® Al Al™ Al®  Agr* Ag™ Agr®  SFr* SFrM  SFr® Bar® BarM  Bar® Ara® AraV  Ara® Gde® GdeM Gde®

Lar® 0,082* -0,033 -0,036 -0,002 -0,131 -0,366 -0,367 0,200~ -0,199 -0,136 -0,057 0,046 -0,002 0,079* -0,581 0,136* 0,382* 0,885* 0,763* 0,609*
Lar™ 0,061* -0,161 0,156* 0,184* 0,061 -2,187 -1,479 -0,427 0,020 0,054 0,086* -0,023 0,184* -0,028 -0,372 0,043 0,303* 0,803* 0,685* 0,503*
Lar® 0,195% 0,156* 0,567* 0,582* 0,503* 0,094 -0,091 0,326* 0,500* 0,495* 0,276* -0,174 0,582* -0,111 0,207 -0,054 0,007 0,887* 0,617* 0,365*
Ale* - - 0 0 0,931* 0,892* 0,822* 0 0 0,063 0,130* 0 0,144* 0 0,550* 0,608* 1* 0,891* 0,806*
AleM - - - 0 0,933* 0,895* 0,828* 0 0 0,097 0,159* 0 0,172* 0 0,565* 0,621* 1*  0,895* 0,812*
Ale® - - - - - 0,918* 0,871* 0,789* 0 0 -0,042 0,033 0 0,049 0 0,480* 0,545 1*  0,870* 0,769*
Agr® 0,163* 0,118* 0,266* - - - 0,128 -0,177 0,920 0,916* 0,412* -1,853 0,933* -1,857 0,855* -0,166 -0,394 0,973* 0,471* 0,097
Agr™ 0,152* 0,094* 0,249* - - - 0,004 -0,042 0,875* 0,868* 0,368* -1,357 0,895* -1,245 0,773* -0,421 -0,785 0,939* 0,220 -0,292
Agr® 0,160* 0,110* 0,257* - - - 0,003 0,013* 0,793* 0,785* 0,544* -0,382 0,828* -0,261 0,636* 0,250* 0,179* 0,926* 0,654* 0,442*
SFr* 0,107* 0,053* 0,198* - - - 0,127* 0,120* 0,110* 0 -0,102 -0,012 0 0,007 0 0,476* 0,545* 1* 0,873* 0,774*
SFrV 0,150* 0,091* 0,201* - - - 0,136* 0,121* 0,125* 0,058* -0,048 0,026 0 0,042 0 0,471* 0,538* 1* 0,867* 0,764*
SFr® 0,123* 0,040* 0,205* - - - 0,109* 0,093* 0,090* 0,049* 0,059* 0,044 0,097 0,089 -0,539 0,341* 0,488* 0,958* 0,831* 0,709*
Bar® 0,080* 0,014* 0,156* - - - 0,089* 0,070* 0,085* 0,041* 0,071* 0,021* 0,159* -0,009 -0,413 0,034 0,297 0,813* 0,690* 0,508*
Bar™ 0,092* 0,015* 0,183* - - - 0,104* 0,083* 0,095* 0,042* 0,071* 0,018* 0,003 0,172* 0 0,565* 0,621* 1* 0,895* 0,812*
Bar® 0,095* 0,028* 0,205* - - - 0,105* 0,083* 0,101* 0,052* 0,089* 0,022* 0,002 -0,002 -0,386 0,084 0,339* 0,827* 0,712* 0,540*
Ara® 0,190* 0,147* 0,058* - - - 0,262* 0,246* 0,258* 0,201* 0,217* 0,212* 0,157* 0,182* 0,200* 0,158 0,260* 1* 0,770 0,597*
Ara“ 0,150* 0,117* 0,050* - - - 0,238* 0,220* 0,233* 0,170* 0,181* 0,182* 0,127* 0,144* 0,164* 0,013* 0,019 0,835* 0,566* 0,310*
Ara® 0,135* 0,098* 0,039* - - - 0,214* 0,194* 0,204* 0,152* 0,162* 0,163* 0,110* 0,128* 0,149* 0,025* 0,006 0,640* 0,354* 0,091
Gde* 0,200* 0,167* 0,136* - - - 0,230* 0,223* 0,224* 0,212* 0,233* 0,230* 0,175* 0,195* 0,210* 0,131* 0,116* 0,096* 0,119 0,461*
GdeM 0,143* 0,105* 0,077* - - - 0,181* 0,168* 0,172* 0,148* 0,157* 0,154* 0,108* 0,126* 0,143* 0,056* 0,044* 0,026* 0,069* 0,092

Gde® 0,140* 0,116* 0,044* - - - 0,202* 0,187* 0,195* 0,150* 0,156* 0,161* 0,114* 0,135* 0,148* 0,053* 0,033* 0,026* 0,068* 0,016*
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Para os marcadores microssatélites a analise de agrupamentos Bayesianos apontou um
K (nimero de grupamentos) mais provavel igual a dois (K=2), sendo que para tal analise foi
considerando cada localidade amostrada como uma subpopulacdo. O gréfico resultante mostra
a formacdo de dois grandes grupos, que agrupou as amostras da porgdo baixa do rio
Laranjinha e dos ribeirdes Araras e Grande (Ara”, Ara™, Ara®, Gde®, Gde™ e Gde®, que de
fato, sdo os ribeirbes mais proximos da foz do rio, enquanto o outro agrupamento abrangeu a
porcdo média do rio Laranjinha (Lar") e os ribeirdes Agua Grande, S&o Francisco e Barreiro
(Agr®, Agr™, Agr®, Bar®Bar™ e Bar®). Apenas a amostra referente a porcdo alta do rio
Laranjinha (Lar®) apresentou uma distribuicdo mais homogénea das ancestralidades (Figura
4).

1,00
0,80
0,60

0,20
0,00

Lar" Lar’ Lar’ AgrA Ang AgrB SFr" SFrSFr’Bar" Bar Bar Ara"Ara Ara’ Gde” Gde"'Gde"

Figura 4 Representacdo grafica obtidas de K =2 gerado a partir de 9 locos microssatélites para as amostras de

Hypostomus ancistroides coletados em 18 localidades da bacia do rio Laranjinha, alto rio Parand, no sul do

Brasil.

Fluxo Génico

As estimativas de fluxo génico recente realizada por meio de analise Bayesiana
indicou uma alta porcentagem de ndo migrantes nos pontos amostrados, variando de 78%
(SFr®, BarA, Bar", Ara” e Ara™) a 83% (Ara®). Enquanto a porcentagem de migrantes n&o
passou de 2% em todas as amostras estudadas (Tabela Suplementar 1).
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Discussao

Tanto os dados de DNA nuclear (microssatélites) quanto os de DNAmMt mostraram que
a diversidade genética de H. ancistroides encontra-se heterogeneamente distribuida ao longo
da bacia do rio Laranjinha. Padrdes de estrutura genética em curtas distancias geogréaficas
foram evidenciados para grande parte dos ribeirGes analisados. Além disto, os dados
mostraram que existem parcelas particulares de diversidade genética da espécie que sdo
mantidas entre as diferentes drenagens estudadas. De modo geral, os padrdes obtidos mostram
relagbes com as estruturas dos ambientes, processos de colonizagdo da bacia e deslocamento
limitado da espécie.

Estrutura genética em fina escala

Niveis significativos de estrutura genética foram obtidos entre quase todas as amostras
estudadas no presente estudo. Esta diferenciagdo ocorreu mesmo entre amostras do mesmo
ribeirdo, separadas por curtas distancias geograficas. Isto foi evidenciado pelos valores
significativos dos indices de diferenciacdo par a par (®Pst), principalmente para locos
microssatélites, pelas analises de agrupamento Bayesianas e pela estimativa Bayesiana de
fluxos génico. Interessantemente, estes resultados corroboram os padrdes previamente obtidos
para subpopulacdes desta espécie (Sofia et al., 2008) e de outras espécies de peixes em
ribeirdes neotropicais (Leuzzi et al., 2004; Ferreira et al., 2016) e ndo neotropicais (Carlsson
et al., 1999; Carlsson & Nilsson 2000; Lamphere & Blum, 2012), os quais sugeriram a
possibilidade de diferenciacdo genética em curtas distancias geograficas dentro destas
pequenas drenagens.

Comparado as distancias entre os pontos amostrais do rio (166,87 km a 348,87 km), as
amostras analisadas dentro dos ribeirGes sdo separadas por distancias geograficas bem
menores, variando de 8,9 a 27,2 km entre pontos. Interessantemente, apesar de algumas
amostras com estrutura genética significativa para microssatélites serem separadas por mais
de 20 km, SFr* x SFr® e Gde™ x Gde®, todas as demais diferenciacdes significativas, obtidas
nos ribeirdes Araras (Ara” x Ara™ e Ara® x Ara®), Agua Grande (Agr" x Agr®), Sdo
Francisco (SFr* x SFr'™ e SFr™ x SFr®) e Grande (Gde”™ x Gde™ e GdeM x Gde®), ocorreram
entre pontos amostrais separados por menos de 15 km. O DNAmt também mostrou
diferenciacBes significativas entre amostras dos ribeirdes Barreiro (Bar™ x Bar™ e Bar™ x
Bar®) e Grande (Gde™ x Gde®), com distancias geogréficas variando de 17,6 a 27,2 km.
Contudo, 0 DNAmt pode muitas vezes ndo detectar alteraces populacionais mais recentes tao

eficientemente como os estudos de DNA nuclear (Mccusker & Bentzen, 2010), o que
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explicaria 0 DNAmt ndo ter mostrado os mesmos padrdes de estrutura genética em fina escala
obtidos para os dados de microssatélites.

Considerando esta diferenca entre os resultados nucleares e 0 DNAmt, os dados
sugerem que os padrdes de diferenciacdo refletem de processos atuais, incluindo influéncias
das caracteristicas dos ambientes e da biologia da espécie. Segundo Winemiller et al. (2008),
ribeirbes podem apresentar variacGes espaciais e temporais que influenciam no modo de
distribuicdo das populacbes de peixes ao longo do fluxo. Estas variacdes incluem, por
exemplo, a presenga de barreiras, tais como cachoeiras, as quais podem fornecer obstaculos
para o deslocamento. Isto foi evidenciado, por exemplo, no ribeirdo Sdo Francisco, onde
existe uma cachoeira de mais de cinco metros entre as porcGes alta e media. Além disso,
outras caracteristicas de ribeirbes também podem influenciar na distribuicdo genética de uma
espécie, tais como a altitude, precipitacdo, temperatura, cobertura florestal, quimica da agua
(Reis et al., 2016), a constituicdo dendritica da bacia (Hughes et al., 2009) e de modo
negativo, ha também a interferéncia antropica sobre os ribeirdes, os quais sdo altamente
sensiveis a esse tipo de alteracdo (Luiz et al., 1998).

Ao mesmo tempo, os dados do presente estudo, principalmente os indices de
diferenciacdo e a analise Bayesiana de fluxo génico, também sugerem influéncias de um
deslocamento limitado, possivelmente relacionado a biologia da espécie. Estudos prévios ja
haviam sugerido deslocamento limitado para essa espécie (Zawadzki et al., 2005; Sofia et al.,
2008). Contudo, o presente estudo é um dos primeiros a mostrar informacgdes mais precisas
(estatisticamente) para tal caracteristica em H. ancistroides.

De fato, alguns estudos sobre o género Hypostomus destacam que a maioria das
espécies que compBe este grupo é formado por espécies que ndo realizam movimentos
migratdrios, incluindo espécies com cuidado parental (Agostinho et al., 2007). Contudo,
informacdes sugerindo uma mobilidade limitada para Hypostomus ancistroides ao longo das
drenagens foram obtidas apenas indiretamente, a partir de resultados de estruturacéo genética
ou considerando as caracteristicas do grupo (Sofia et al., 2008; Galindo, 2014). O presente
estudo, além de mostrar diferengas populacionais em curtas distancias geogréaficas, destaca a
ocorréncia de estimativas muito baixas (Bayesianas) de fluxo génico entre os trechos
analisados, inclusive dentro dos mesmos ribeirdes. Isto também foi corroborado pela analise
de DNAmt, a qual mostrou alguns haplétipos limitados a apenas um dos pontos dos ribeirdes,
0 que n&o seria esperado se o deslocamento ndo fosse limitado.
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Padroes filogeograficos

Ao mesmo tempo, as informacdes obtidas a partir do DNAmt também sugerem que a
distribuicdo da variacdo mitocondrial de H. ancistroides poderia ser reflexo do processo de
colonizagdo recente (evolutivamente) desta espécie na bacia. A maior parte das amostras
estudadas apresentaram h < 0,5 e 7 < 0,5%, 0 que, segundo Grant & Bowen (1998), indica
gargalo genético ou efeito fundador por uma Unica ou poucas linhagens mitocondriais. Além
disto, o restante das amostras apresentou h >0,5 e = < 0,5%, 0 que indica gargalo seguido de
um répido crescimento populacional e acimulo de mutagdes (Grant & Bowen, 1998).
Interessantemente, estes dois padrGes concordam que processo de dispersdo da espécie ao
longo da bacia influenciou a distribuicdo da diversidade mitocondrial da espécie,
possivelmente como consequéncia do efeito fundador durante um processo de colonizacao
historicamente recente. Padrdes similares, sugerindo gargalos genéticos e expansdes
populacionais para H. ancistroides também foram obtidos por Hollanda Carvalho et al. (2016)
em outros rios da bacia do alto rio Parana.

No geral, os padrdes obtidos para a distribuicdo mismatch de cada ribeirdo também
reforcam a hipdtese destacada acima. A maior parte das amostras apresentou padrdes de
distribuicdo unimodais para esta analise, 0 que comumente indica processos de expansdo
populacional (Rogers & Harpending, 1992). Isto também é corroborado pelos valores
significativos e negativos obtidos para algumas amostras nos testes de Fu e Tajima, uma vez
que valores significativos e negativos para estas analises sdo comumente relacionados a
processos de expansdes populacionais recentes (Excoffier et al., 2005; Cunha & Solé-Cava
2012; Holsinger, 2012). Os dados sugerem que esta colonizacéo foi iniciada a partir da foz do
rio Laranjinha, de modo que a espécie ocupou drenagens dos trechos baixos da bacia em
periodos anteriores a dispersdo para drenagens da por¢cdo alta. Corroborando isto, as
estimativas de diversidade (Nh, h e z) foram maiores para ribeirdes da se¢do baixa da bacia,
enguanto que algumas amostras da secdo média e alta apresentaram apenas um haplotipo.
Além disto, padrdes unimodais na distribuicdo mismatch foram mais comuns entre as
amostras de trechos superiores, enquanto as drenagens do trecho baixo mostraram
distribuicbes multimodais, sugerindo que subpopulag¢des em ribeirbes mais préoximos a foz do
rio estdo estabelecidas a mais tempo que aquelas em ribeirbes da secdo alta da bacia.

Ainda neste contexto, tanto os dados de DNAmt quanto os de microssatélites mostram
uma tendéncia de aumento dos niveis de diversidade genética no sentido nascente-foz, tanto
ao longo dos ribeirdes quanto ao longo do rio, ou mesmo com relacéo aos ribeirdes em cada

secdo do rio. Interessantemente, diferentes estudos discutem sobre a tendéncia do aumento da
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diversidade de espécies no sentido cabeceira-foz em drenagens de agua doce, obedecendo o
conceito de Rio Continuo (Vannote et al., 1980). Em termos de distribuicdo da diversidade
genética intra-especifica, alguns autores também apresentam dados que concordam com este
padrdo, incluindo estudos de invertebrados aquaticos (Zickovich & Bohonak, 2007; Alp et al.,
2012) e de peixes, tanto em drenagens neotropicais (Sofia et al., 2008; Ferreira et al., 2015)
quanto em outras partes do planeta (Lamphere & Blum, 2011; Junker et al., 2012; Kelson et
al., 2015). De fato, ribeirbes geralmente sofrem mudancas graduais nas caracteristicas de seu
fluxo em direcdo a jusante, mostrando meso-habitats maiores, maior nimero de espécies,
menor nimero de barreiras para o deslocamento nos trechos baixos, e habitats mais estaveis
(Winemiller et al., 2008). Deste modo, embora mais estudos sejam necessarios, aumentos dos
niveis de diversidade em direcdo a jusante poderiam ser um padrdo para estas drenagens,
principalmente quando se considera a possibilidade de maiores tamanhos efetivos

populacionais em trechos a jusante.

Diversidade genética particular

Diferentes analises, incluindo as estimativas de diversidade genética (DNAmt e
microssatélites), rede de haplétipos e os niveis de diferenciacdo genética, indicaram uma
distribuicdo heterogénea para a diversidade genética de H. ancistroides ao longo da bacia do
rio Laranjinha, destacando parcelas particulares de diversidade genética em cada um dos
ribeirdes estudados. Resultados similares foram previamente reportados para outras espécies
em sistemas hidricos da regido Neotropical (Ferreira et al., 2015) e de outras partes do planeta
(Carlsson et al., 1999; Adamson et al., 2012; Kelson et al., 2015). No mesmo sistema
hidrografico do presente estudo, Ferreira et al. (2015) analisaram uma espécie também
considerada de deslocamento limitado e obtiveram diferencas significativas entre um ribeiréo
e a calha principal da bacia. Na América do Norte, Kelson et al. (2015) obtiveram
diferenciacdo significativa entre amostras de ribeirGes da bacia do rio Diamond e entre sua
calha principal. Na bacia do rio Mekong (sudoeste asiatico), Adamson et al. (2012)
evidenciou parcelas particulares de diversidade genética em um dos tributarios e altos valores
de diferenciacdo entre amostras de uma espécie de peixe ndo migradora. Na Europa (Suécia),
amostras de Salmo trutta (Linnaeus, 1758) de um afluente do rio Nordre Finnvikelv
apresentaram altos valores de ®@st contra todas as amostragens do rio (Carlsson et al., 1999).

Os dados mitocondriais revelaram 11 hapl6tipos que ocorrem somente em ribeirdes e,
entre estes, seis foram haplotipos exclusivos em cada uma das respectivas drenagens, Ale = 2,

Gde = 2, Bar =1 e SFr = 1. Notavelmente, a maior parte dos haplétipos exclusivos apresentou
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poucos passos mutacionais (1 a 5) em relacdo ao haplétipo principal, sugerindo que estes
foram originados dentro de seus respectivos ribeirdes de ocorréncia e ainda ndo se
distribuiram para outras drenagens, possivelmente em virtude do deslocamento limitado da
espécie (Zawadzki et al., 2005; Sofia et al., 2008). Corroborando os dados de DNAmt, alelos
microssatélites privados fora obtidos para quatro dos cinco ribeires analisados, SFr = 15, Bar
= 5, Ara = 8 e Gde = 8. Similarmente, Ferreira et al. (2015) analisou subpopulacGes de
Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824), espécie ndo migradora e com cuidado
parental, ao longo da mesma bacia do presente estudo e também encontrou um haplétipo
mitocondrial e alelos microssatélites restrito a um ribeirdo, os quais ndo foram obtidos em
nenhum dos outros cinco trechos amostrados ao longo da calha principal do rio Laranjinha.

Outra evidéncia marcante para a presenca de parcelas particulares de diversidade
genética em cada ribeirdo foi fornecida pelas estimativas de diferenciacdo genética para
ambos os marcadores estudados. Comparando os ribeirdes entre si e com o rio, os dados
mostraram uma distribuicdo heterogénea da diversidade genética, de modo que a maior parte
dos ribeirbes parece representar uma unidade genética diferente. Apesar da possivel
conectividade entre alguns destes ribeirfes, parece plausivel que apds a colonizagdo de cada
uma destas drenagens, pouco fluxo génico tenha ocorrido entre elas, contribuindo para a
diferenciacdo populacional. De fato, o comportamento ndo migratdrio descrito para 0 género
Hypostomus (Agostinho et al., 2007), parece ser favoravel para que ocorra estruturagdo
genética. Sofia et al. (2008), por exemplo, aplicaram marcadores RAPDs em subpopulacdes
desta espécie e mostraram niveis moderados de diferenciagdo populacional ocorrendo em
menos de 7 km ao longo de um ribeirdo urbano. De modo similar, esta tendéncia de
diferenciacdo também é comumente reportada para outras espécies do mesmo género
(Zawadzki et al., 2004, 2008; Borba et al., 2013). Interessantemente, o estudo de Ferreira et
al. (2015) com uma espécie também ndo migradora (Geophagus brasiliensis) encontrou
resultados similares ao do presente estudo.

A distribuicdo heterogénea da diversidade genética de H. ancistroides e os altos niveis
de estruturacdo entre as drenagens da bacia do rio Laranjinha corroboram um padrdo de
distribuicdo de acordo com o modelo Hierarchical Streams, onde em redes dendriticas, tais
como a do presente estudo, é esperado que os niveis de diferenciacdo entre as diferentes
drenagens de uma bacia sejam maiores que aqueles entre amostras ao longo de uma mesma
drenagem (Meffe & Vrijenhoek, 1998). De fato, dentro de uma mesma drenagem, mesmo
para espécies ndo migradoras, o fluxo de genes poderia ocorrer aos passos, seguindo algo

préximo ao modelo Passo a Passo de dispersao, onde trocas alélicas entre grupos proximos
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permitem a distribuicdo de novas variantes ao longo das geracGes (Kimura & Weiss, 1964).
Adicionalmente, como evidenciado no presente estudo, H. ancistroides € uma espécie de
deslocamento limitado, fato que a torna propensa a desenvolver algum grau de divergéncia
genética quando comparadas subpopula¢es da mesma espécie (Endo et al., 2012). Deste
modo, é importante considerar que ambos os fatores, caracteristicas de conectividade da bacia
e biologia da espécie, podem ter contribui¢cbes importantes para os padrdes aqui obtidos.

De modo particular, as informacdes aqui obtidas demonstram grande importancia para
a compreensdo de aspectos evolutivos relacionados a ribeirdes, bem como para a preservagéo
destas drenagens. Como é de conhecimento, ribeirGes neotropicais apresentam um conjunto
de caracteristicas particulares a eles, incluindo habitats e microhabitats Unicos e uma
ictiofauna, na grande maioria das vezes, diferente das encontradas em grandes drenagens
(Castro, 1999; Castro et al., 2003). As diferencas genéticas encontradas no presente estudo,
além de estarem de acordo com a biologia da espécie estudada, também corroboram
informacdes que atribuem elevado grau endemismo a drenagens de pequeno porte, incluindo
os ribeirdes (Castro, 1999). Em contrapartida, as mesmas caracteristicas que tornam essas
drenagens t&o Unicas (por exemplo, seus menores volumes de agua e ictiofauna de pequeno
porte), podem ser também constituir um fator de maior debilidade de tais drenagens, no
sentido de que as tornam mais sensiveis a alteracdes ambientais (Luiz et al., 1998). Assim, se
estas drenagens sofrerem impactos, sua recuperacdo pode ndo ser efetiva e parcelas
importantes da diversidade genética das espécies ao longo das bacias podem ser perdidas
permanentemente (Castro, 1999; Agostinho et al., 2005).

De modo geral, os niveis de diversidade aqui obtidos para H. ancistroides sao
similares aos previamente reportados para esta espécie (Galindo, 2014). Para os dados de
microssatélite bons niveis de diversidade genética foram encontrados em todas subpopulaces
amostradas ( Ho = 0,644). Por outro lado, os niveis de diversidade encontrados para os dados
de DNAmt se mostraram baixos para a maioria das amostras estudadas, porém foram
condizentes com valores encontrados para a mesma espécie amostrada na mesma bacia por
Galindo (2014), da mesma maneira Zawadzki et al. (2005) utilizando marcadores
aloenzimaticos, também encontrou baixos niveis de diversidade genética tanto para H.
ancistroides (He: 0,059) quanto para outros Hypostomus analisados (He: 0,018 a 0,086),
utilizando o mesmo método, Paiva et al. (2005) obtiveram uma diversidade variando de 0 a
0,028 , para espécies deste género. Levando esses trabalhos em consideracdo, pode-se sugerir
que niveis ndo tao altos de diversidade genética mitocondrial podem ser indicacfes de eventos
de efeito fundador em subpopulagbes de H. ancistroides amostrados em uma mesma
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drenagem.

Em termos de conservacdo genética das espécies, esforcos comumente buscam
conservar 0 maximo de variacdo existente dentro e entre subpopulacdes de uma espécie
(Hisdorf et al., 2006; Frankham et al., 2010). Deste modo, a distribuicdo heterogénea da
diversidade genética de H. ancistroides obtida para as drenagens da bacia do rio Laranjinha
destaca que qualquer medida de preservacdo que vise a manutencdo da diversidade genética
de espécies amplamente distribuidas deve considerar tanto os rios como 0s seus ribeirdes.
Como foi observado no presente estudo, a degradacdo de qualquer uma das drenagens
estudadas poderia culminar na perda de parcelas exclusivas da diversidade genética geral.
Assim, o presente estudo constitui mais uma evidéncia de que a preservacao exclusiva de
grandes drenagens ndo é suficiente para a preservacao da ictiofauna de dgua doce da regido
Neotropical. Contudo, tem sido cada vez mais alarmante a situacdo das pequenas drenagens
desta regido. Na bacia do rio Laranjinha, por exemplo, sdo nitidas as diferentes formas de
interferéncia antrdopica sobre ribeirGes, incluindo poluicdo, desmatamento, assoreamento e
pequenos barramentos, principalmente em trechos préximos a regides urbanas. Infelizmente,
nos dias de hoje, pouca atencdo é dada a estas pequenas drenagens ndo fazendo jus a sua
riqueza, tanto ecoldgica quanto genetica. O mesmo pode ser dito em relacdo a espécie em
estudo, Hypostomus ancistroides, que apesar de ser extremamente abundante e ndo possuir
valor comercial significativo, possui grande importancia bioldgica (Angelescu & Gneri,
1949). Além disto, apesar do enfoque desse estudo ter sido esta espécie, uma efetiva
conservacao e preservacao de ribeirdes iria beneficiar todos os tipos de organismo que estdo
ali presentes.

E importante destacar também que tantas particularidades restritas a ribeirdes, tais
como essas evidenciadas em nosso estudo, impossibilitam que medidas desenvolvidas para
drenagens de maior porte sejam aplicadas em pequenas drenagens, portanto medidas
especificas devem ser criadas, para que a protecdo dos ribeirdes e toda a sua biologia seja

efetiva.
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Conclusoes

Foi encontrada diferenciacdo genética em pequena escala para a maioria das amostras
dos ribeirdes, principalmente para os dados de microssatélite. Além disso, os valores de
diferenciacdo encontradas dentro e entre as drenagens, indicando a presenca de subpopulagoes
distintas, sugere a presenca de parcelas particulares de diversidade genética para os ribeirdes.
Adicionalmente as taxas de migracdo entre as subpopulacbes foram muito baixas,
corroborando com os niveis de estruturacdo genética encontrada.

A diversidade genética encontrada para as amostras de H. ancistroides se mostrou de
acordo com resultados reportados para outras espécies de peixe da regido Neotropical com o
mesmo comportamento ndo migratério. Os indices de diversidade indicaram expansao
populacional recente, posterior a algum evento de reducdo, possivelmente relacionado ao
processo de colonizagdo da bacia.

O presente estudos também ressalta a importancia de associar marcadores moleculares
diferentes para que os resultados se aproximem o maximo da realidade.

Os dados obtidos deixaram claro que a diversidade genética de H. ancistroides se
encontra distribuida de modo heterogéneo dentro da bacia e que cada ribeirdo pode abrigar
parcelas particulares da diversidade genetica total.

Essas informacOes trazem grandes contribuicdes para o entendimento de aspectos
evolutivos envolvendo tanto H. ancistroides quanto outras espécies que habitam ribeirdes,
além disso, sdo essenciais para a conservacao, pois mostram que medidas voltadas apenas
para grandes drenagens nao sdo suficientes para a preservacdo de toda a diversidade de peixes

de &gua doce.
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Tabela Suplementar 1

Tabela 1 Estimativas de fluxo génico obtida por inferéncia Bayesiana das taxas de migracéo utilizando o programa BayesAss. Valores de migrantes e de ndo migrantes dentro de
cada uma das 18 amostras estudadas. Os valores em negrito representam a proporcao de ndo migrantes em cada amostra. Entre parénteses intervalo de confianga (IC).
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Fig. 1 Distribuicdo mismatch para os haplétipos mitocondriais obtidos para Hypostomus ancistroides ao longo das 21 localidades amostradas, considerando cada ponto

individualmente.
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