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RESUMO

A regido Neotropical possui a mais rica e diversificada ictiofauna de agua doce do
mundo. Entre a grande diversidade de peixes dessa bacia a ordem Siluriformes se destaca.
Nessa ordem a familia Loricariidae e a subfamilia Hypostominae possuem a maioria dos
seus espécimes restritos a América do Sul tropical e subtropical. A espécie Parancistrus
aurantiacus se encontra presente neste grupo e a sua distribuicdo ocorre nos rios
Araguaia, baixo Tocantins, alto Xingu, Iriri e Ucayali. As informacdes sobre as
populacdes na regido Norte do Brasil sdo escassas, 0 que nos impede de avaliar o seu real
estado de conservacdo. Este estudo teve como objetivo caracterizar geneticamente
individuos da espécie que ocorrem no rio Tocantins, avaliar a distribuicdo e conexdes
existentes entre elas, através do uso dos marcadores genéticos de polimorfismos Unicos
(SNPs), utilizando sequenciamento de nova geracdo (NGS). Analisamos 36 amostras de
P. aurantiacus distribuidas em cinco pontos na bacia do rio Tocantins. Apds o rastreio de
marcadores, foram obtidos 4.214 SNPs para analise genética da espécie. As analises
revelaram um valor de Fst minimo de 0,0058 e maximo de 0,0883 (valor P <0,050),
apontando uma unica unidade panmitica entre os pontos amostrados. Para todas as
localidades, as heterozigosidades foram altas e a heterozigosidade observada (Ho)
apresentou valor superior a heterozigosidade esperada (He), associado ao coeficiente de
endogamia (Fis) negativo, que indica a auséncia de endogamia nos espécimes analisados.
Através das analises de DAPC e do software STRUCTURE identificamos uma sé
populacdo. Portanto, os resultados obtidos evidenciam que existe estruturacdo genética
nas regides analisadas e uma Unica populacdo. Essas informagfes sdo importantes para

futuras acdes de manejo das populacdes naturais.



ABSTRACT

The Neotropical region has the richest and most diverse freshwater ichthyofauna
in the world. Among the great diversity of fish in this basin, the order Siluriformes stands
out. In this order, the Loricariidae family and the Hypostominae subfamily have most of
their specimens restricted to tropical and subtropical South America. The species
Parancistrus aurantiacus is present in this group and its distribution occurs in the
Araguaia, lower Tocantins, upper Xingu, Iriri and Ucayali rivers. Information about
populations in the North region of Brazil is scarce, which prevents us from assessing their
real conservation status. This study aimed to genetically characterize individuals of the
species that occur in the Tocantins River, evaluate the distribution and existing
connections between them, through the use of genetic markers of unique polymorphisms
(SNPs), using next generation sequencing (NGS). We analyzed 36 samples of P.
aurantiacus distributed in five points in the Tocantins river basin. After marker screening,
4,214 SNPs were obtained for genetic analysis of the species. The analyzes revealed a
minimum FST value of 0.0058 and a maximum of 0.0883 (P value <0.050), indicating a
single panmitic unit among the sampled points. For all locations, heterozygosity was high
and the observed heterozygosity (Ho) was higher than the expected heterozygosity (He),
associated with a negative inbreeding coefficient (FIS), which indicates the absence of
inbreeding in the analyzed specimens. Through DAPC analysis and STRUCTURE
software we identified a single population. Therefore, the results obtained show that there
IS genetic structure in the analyzed regions and a single population. This information is

important for future actions to manage natural populations.
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1. INTRODUCAO

A regido Neotropical abriga mais de 5.100 espécies de peixes continentais (Reis et al.,
2016), e representa a mais rica e diversificada ictiofauna dulcicola do mundo (Albert et al.,
2020). Em territorio brasileiro, sdo encontradas mais de 3.100 espécies (Azevedo-Santos et
al., 2021a). Este alto nimero de espécies € um reflexo da complexa histéria geomorfoldgica
associada com os processos ecologicos/evolutivos que moldam a diversidade de peixes até o
presente (Buckup et al., 2016; Reis et al., 2016; Albert et al., 2020). Ainda assim, 0 nimero
de tdxons pode estar subestimado (Levéque et al., 2008). A baixa amostragem parece ser

um dos principais motivos por tras desse inventario incompleto.

A ictiofauna neotropical tem uma longa e complexa histéria evolutiva. Diversos
periodos geoldgicos apresentam evidéncias de altas taxas de diversificacdo, sendo que
alguns clados se diversificaram no Cretaceo (65-145 m.a) enquanto outros no Paleogeno,
por exemplo (23-65 m.a) (Lundberg et al., 1998). Glacia¢Ges, movimentacdo das placas
tectdnicas e mudancas nos niveis oceanicos que ocorreram ao longo das eras geoldgicas
tem grande impacto sobre as populagdes de peixes de d&gua doce, mas ainda se sabe pouco
sobre como essas alteracGes influenciaram a ictiofauna neotropical e o quanto esses
eventos foram responsaveis por essa diversificacdo (Moyer et al., 2005). Entre os estudos
que investigam essa parcela da biodiversidade, a maioria trata apenas de aspectos

morfolégicos e osteoldgicos, deixando de lado aspectos genéticos e biogeogréaficos.

Os peixes exercem funcBes fundamentais para os ecossistemas, contribuindo na
regulacdo, transporte e ciclagem de nutrientes e energia (Cooke et al., 2016; Atkinson et
al., 2019; Lennox et al., 2019). Além disso, representam uma rica fonte de proteina para
a sociedade humana, servindo como base alimentar e econdmica, especialmente para
comunidades ribeirinhas (Khalili Tilami et al., 2018; Tacon et al., 2020). Entretanto, parte
consideravel desta diversidade se encontra sob algum grau de ameaga, frente a impactos
antropicos diversos, sendo o barramento de rios, como por exemplo o0 que ocorre na bacia
do alto rio Parana, causando um efeito deletério sobre a ictiofauna (Agostinho et al., 2016;
Agostinho et al., 2018; Silveira et al., 2018; Arantes et al., 2019).

Um dos maiores impactos causados pelas usinas hidrelétricas ocorre principalmente
no trecho a montante do dique de instalagdo do empreendimento, com transformacao dos
rios em grandes lagos, modificando as condig¢des naturais do ecossistema e, quando em

associacdo com despejos e cargas de residuos decorrentes da acdo humana, torna-os



eutrofizados, criando condicdes aquaticas inadequadas como a proliferacdo de algas,
geracgdo de gases e toxidade na gua (Oliveira et al., 2020; Tomczyk et al., 2020; Rudke
et al., 2021; Slaby et al., 2022). Além disso, deve-se ressaltar que 0s reservatorios
recebem grande carga de sedimentos que podem levar ao assoreamento do leito, diminuir
0 volume da agua no reservatorio e alterar os habitats de muitas espécies de peixes,
especialmente as reofilicas — que necessitam de correntezas para viver (Birnie-Gauvin et
al., 2017; Ganassin et al., 2021). Estas altera¢cbes do ambiente impedem a movimentagéo
dos peixes, e consequentemente podem levar a diminuicdo dos estoques (Agostinho et
al., 2007; Azevedo-Santos et al., 2021b; Barton et al., 2022).

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento de tecnologias gendmicas, as
informac@es obtidas estdo agora fornecendo insights sobre os processos evolutivos e a
base molecular das popula¢6es em um numero expressivo de organismos. 1sso é possivel
através da utilizacdo de marcadores genéticos relacionados a base genética das
caracteristicas envolvidas na adaptacdo dos organismos (Oomen et al., 2022). Nesse
contexto, a realizacdo de levantamentos e a correta identificacdo das espécies com a
utilizacdo de marcadores genéticos, além de permitirem uma visdo sobre possiveis
mudancas genéticas ocorrendo nas populacées, também possibilitam levantar elementos
para a compreensdo das interacdes relacionando diversidade e distribuicdo das espécies,

caracteristicas biogeogréaficas e ecossistemas.
1.1. Bacia Tocantins-Araguaia

A bacia do rio Tocantins-Araguaia é a maior bacia localizada completamente no
territorio brasileiro e como o nome indica, € composta principalmente pelos rios
Tocantins e Araguaia, abrangendo 918.273 km2 (cerca de 11% do territorio brasileiro),
nos Estados de Goids, Tocantins, Pard, Maranhdo, Mato Grosso e Distrito Federal.
Formado pelos rios das Almas e Maranh&o, constitui um dos principais rios do Cerrado
do Brasil Central. De sua nascente, no Planalto Goiano, a cerca de 1.000 m de altitude,
até sua foz no Oceano Atlantico, este rio percorre cerca de 2.400 km (MMA 2006; ANA
2020).

Tradicionalmente, o rio Tocantins é dividido em trés trechos: o alto Tocantins, que
se estende de suas nascentes até a cachoeira do Lajeado, 1.060 km; o medio Tocantins,
entre a cachoeira do Lajeado e a cachoeira de Sdo Jodo do Araguaia, 980 km; e o baixo

Tocantins, que vai de Sdo Jodo do Araguaia até sua foz, 360 km. O ambiente do alto curso



é frequentemente composto por corredeiras e cachoeiras, enquanto o baixo curso,
especialmente a jusante de Tucurui, apresenta baixa declividade, o que permite a
formacdo de grandes remansos e planicies inundaveis (Paiva 1982; Agostinho et al.,
2009). O rio Araguaia, principal afluente da margem esquerda do rio Tocantins, tem 2.600
km de extenséo e nasce no Planalto Central brasileiro. A maior ilha fluvial do mundo esta
localizada no sistema do rio Araguaia, a llha do Bananal (350 km de comprimento por 80
km de largura). O rio Araguaia corre paralelo ao rio Tocantins, até se encontrarem no
municipio de Marab4, Estado do Para (Goulding et al., 2003; ANA 2020).

O Rio Tocantins originalmente possuia muitos ambientes de corredeiras e
cachoeiras, sendo alvo do setor hidrelétrico, com varios projetos deste tipo implantados
nas Ultimas décadas. Ja a geografia da bacia do Rio Araguaia, sem grandes desniveis ou

acidentes, tem sido preferida para hidrovias e agricultura (Chamon et al., 2022).

Embora com o conhecimento da diversidade de peixes esteja longe de ser completo
e compartilhado, o alto grau de endemismo da bacia do rio Tocantins-Araguaia €
corroborado em varios estudos (Carvalho et al., 2010; Bertaco et al., 2011; Hales e Petry
2013; Dagosta e de Pinna 2017, 2019). O alto Tocantins detém o maior nimero absoluto
de taxons endémicos na bacia amazonica (Dagosta e de Pinna 2017, 2019) e o rio
Araguaia, a principal artéria fluvial do Brasil central e o ecotono Amazoénia-Cerrado,
abriga mais espécies de peixes do que qualquer outra bacia do Cerrado (Latrubesse et al.,
2019).

1.2. Marcadores moleculares - SNPs

Nos ultimos anos, 0 marcador genético que vem se mostrando mais resolutivo para
o0 entendimento da estrutura das populacdes € o polimorfismo de nucleotideo Unico - SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism). Tais polimorfismos sdo causados por mutacfes
pontuais, que ocorrem em todo 0 genoma, e a assim a geracao de dados de alta qualidade
é possivel, o que os torna uma ferramenta genética eficiente e viavel para o entendimento

dos processos de conservacdo das espécies (Morin et al., 2009).

Uma das vantagens metodoldgicas mais importantes dos SNPs como marcadores
para estudos de conservacdo talvez seja a possibilidade da aplicacdo em espécies nédo
modelos, propiciando a obtengéo de dados a partir de tecnologias avangadas como 0s
sequenciadores de nova geracdo (NGS), além do oferecimento de informacdes integradas

de loci neutros e adaptativos diretamente relacionados com respostas a processos de

10



mudancas ambientais de genética populacional e de ecologia em varias espécies de peixes
(Funk et al., 2012; Zhang et al., 2015; Cruz et al., 2016; Di Battista et al., 2017).

O desenvolvimento de métodos eficazes para identificacdo de SNPs levou a uma
revolugdo no seu uso como marcadores moleculares (Batley et al., 2003; Emerson et al.,
2015). A técnica de ddRADseq (sequenciamento de DNA associado a dupla digestao)
proposta por Peterson et al. (2012) foi adaptada ao método de sequenciamento de DNA
em associacdo com uma enzima de restricdo (RADseq) descrito por Baird et al. (2008). A
técnica ddRAD se baseia no sequenciamento massivo de representacdes reduzidas do
genoma obtidas pela digestdo do DNA gendmico com duas enzimas de restri¢do, tendo
como finalidade a obtencdo de sequencias polimorficas como os marcadores SNPs e a

genotipagem (Andrews et al., 2016).
1.3. Parancistrus aurantiacus (Castelnau, 1855)

Dentre a alta diversidade de peixes de dgua doce existentes na regido neotropical, a
ordem Siluriformes (Cuvier, 1817) é uma das mais amplamente representadas. Nesta
ordem temos a familia Loricariidae e a subfamilia Hypostominae e a espécie Parancistrus
aurantiacus (Castelnau, 1855) se encontra presente neste grupo, conforme indicado na
Figura 1. A maioria dos membros esta restrita a América do Sul tropical e subtropical e
a sua distribuicéo ocorre nos rios Araguaia, baixo Tocantins, alto Xingu, Iriri e Ucayali
(Dagosta e de Pinna, 2019).

Figura 1. Exemplar da espécie Parancistrus aurantiacus, presente nas corredeiras do rio
Tocantins. Foto: Leandro Sousa, Projeto IctioXingu.
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Os individuos de P. aurantiacus, sdo uma das espécies mais abundantes do rio
Tocantins, popularmente conhecida como “acari-borracha ou cascudo-borracha”. S&o
peixes migratorios e bentbnicos, que se encontram em profundidade de aproximadamente
9,5 metros nos espacos entre as rochas, fendas e cavernas submersas. Frequentemente, é
possivel observar grupos de individuos ocupando 0 mesmo espaco nessas galerias.
Espécie noturna, que se alimenta raspando algas da superficie das rochas (Sousa, 2022).
Anélises de contetdo estomacal revelaram a presenca principalmente de algas, outros
conteddos em menor proporcao sdo: cianobactérias, pedacos de plantas, briozoarios,
larvas de insetos aquéticos, microcrustaceos, poucos moluscos e alguns gréos de areia
(dos Anjos et al., 2009).

Sua coloracdo é uniformemente marrom escura ou clara, ou manchada, nunca
pontilhada (Rapp Py-Daniel et al., 2005). Alguns individuos apresentam manchas
amareladas por todo o corpo, podendo levar a coloragdo do animal a ficar completamente
amarelo-dourado em alguns periodos do ano. Possui 0 abdome totalmente coberto de
placas, sua nadadeira dorsal é conectada a nadadeira adiposa através de uma membrana,
apresenta dentes bucais conspicuos, sua boca ventral e abertura branquial sdo maiores que
a da maioria de outras espécies da regido (Akama et al., 2020). Podem atingir até 20 cm
de comprimento, aproximadamente, e as principais informacdes osteoldgicas observadas
incluem auséncia de um forte céndilo no etmoide lateral para articulagio com o
metapterigoide, processos no angulo-articular mais longos e opérculo exposto com
odontodios completamente incluso na pele Seus olhos sdo relativamente pequenos
quando comparado a outros cascudos. A distancia interbranquial € larga (24.9-39.5% no
comprimento padrdo) e a distancia interorbital é estreita (38.5-43.1% comprimento
padrdo) (Rapp Py-Daniel et al., 2005).

Atualmente a espécie P. aurantiacus, esta categorizada como “Quase ameagada”
no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo (ICMBio, 2019b). A
maioria das espécies sofre ameaca por alteracdo de habitat e s&o muito procuradas no
comeércio aquarista internacional. Essa espécie ndo esta presente na Lista Vermelha da
Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN,
2022).

1.4. Informag0es genéticas

12



Dois principais estudos foram utilizados, com base na relagéo direta com a espécie
estudada de individuos, sendo um deles menos recente e outro que se encontra em anélise.
Existem diversas publicagbes muito ricas em informagdes sobre a genética de cascudos
de agua doce e de igual importancia para a compreensdo das popula¢des, no entanto, para
os individuos da regido do rio Tocantins analisadas, os referidos estudos séo interessantes
devido a seus resultados significativos sobre a conectividade genética e sua relagdo com
género e subfamilia da espécie.

Com o objetivo de identificar a histdria biogeografica na diversidade de ictiofauna
tropical, Montoya-Burgos et al. (2003), avaliaram sequéncias da regido de controle do
DNA mitocondrial de Hypostomus. Utilizando a regido D-loop e transcricdo interna
completa de sequéncias de regido espacadora (ITS), encontraram as principais inter-
relacGes em um subconjunto de 21 espécies. Nas analises filogenéticas o género pode ser
dividido em quatro clados monofiléticos, e na andlise biogeografica de cada clado
identificaram sete eventos cladogenéticos principais. As estimativas de data foram
atribuidas a cada um dos sete eventos, permitindo uma ligacdo entre quatro deles com
alteracdes hidrogeoldgicas documentadas. Comparacdes com padrdes de distribuicao de
peixes ndo relacionados indicaram que varias estruturas hidrogeoldgica-cladogenéticas
reconstruidas e datadas podem ter atuado na diversificacdo dos peixes neotropicais de

agua doce durante o final do Terciario.

Em estudos envolvendo genética, Pereira e Akama (2022), descrevem o0s
resultados, de uma tese em desenvolvimento, com o objetivo de identificar a diversidade
da subfamilia Hypostominae em corredeiras do rio Tocantins para além de sua
morfologia. Através da técnica de DNA barcode, que utiliza um segmento padronizado
do gene da subunidade | do citocromo ¢ oxidase (COI), constatou-se divergéncias
significativas, sendo possivel estabelecer que individuos aparentados morfologicamente
podem estar isolados na sua forma reprodutiva. Foram identificadas seis espécies,
morfologicamente, incluindo entre elas P. aurantiacus, que se agrupou com individuos
de Scobinancistrus pariolispos, e Lamontichthys sp., com alto apoio estatistico segundo
a filogenia gerada por Inferéncia Bayesiana. Ja 0s espécimes restantes formaram trés
grupos distintos, onde também foram feitos testes de distancia entre os grupos, obtendo

uma diferenca media de 3,34% entre eles.
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2. OBJETIVOS
Considerando a falta de informagdes acerca da diversidade genetica de

Parancistrus aurantiacus, o presente estudo tem como objetivo principal:
e acaracterizacdo genética dos individuos que ocorrem no rio Tocantins;

e avaliar a distribuicdo e as conexdes existentes entre eles;

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencédo do material genético e extracdo de DNA

Para realizacdo do presente estudo, foram utilizadas 36 amostras do espécime de
Parancistrus aurantiacus, distribuidas em cinco pontos de coleta, provenientes do rio

Tocantins, no estado Pard, conforme indicado na Figura 2.

Brasil

' Ponto 3

n=11
® o

, Ponto 4

Figura 2. Mapa ilustrando o territorio brasileiro, evidenciando o estado do Para, em destaque
ilustrando a regido do alto rio Tocantins e os pontos amostrados de Parancistrus aurantiacus.
Ponto 1 = Ponte Mista de Maraba (n=04), Ponto 2: Ilha das Cabras (n=10), Ponto 3: Ilha do Jau
(n=11), Ponto 4: regido do Caju (n=06), Ponto 5: Pedral do Lorencdo (n=05).

As amostras foram coletadas e obtidas através da parceria com o Dr. Alberto

Akama, do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG). Os fragmentos dos tecidos de cada
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amostra foram recebidos preservados em etanol 95%. Estes tecidos foram depositados na
colecdo do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes (LBGP), credenciada no
Ministério do Meio Ambiente como Fiel Depositaria de Amostras do Patriménio
Genético. Para extracdo de DNA das amostras utilizamos o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, EUA), seguindo o protocolo do fabricante e para determinar
a quantidade de DNA gendmico de cada amostra, utilizamos o Qubit® TM dsDNA BR
Assay Kit.

3.2. Elaboracéo das bibliotecas de SNPs
ddRAD (double digest Restriction Site Association)

A elaboracdo e desenvolvimento das bibliotecas de SNPs seguiu o protocolo
ddRad, descrito por Peterson et al. (2012), com adaptagdo em Campos et al. (2017). A
digestdo enzimatica foi realizada de modo simultaneo, com duas enzimas de restri¢éo, a
EcoRlI (adaptador P1), com reconhecimento de corte raro e a Mspl (adaptador P2), com
reconhecimento de corte mais frequente. Essas enzimas criam pontas coesivas em ambas
as extremidades das moléculas de DNA digeridas permitindo assim a sua ligacdo aos
adaptadores. Para a digestao utilizamos 4ul TANGO buffer (Cut Smart), em um volume
final de 40ul, que permaneceu incubado por trés horas a uma temperatura de 37°C. A
purificacdo do material digerido foi feita com uso do beads Agencourt AMPure XP Kit
(Beckman Coulter, USA), seguindo o protocolo do fabricante. Ap6s a purificacdo, as
amostras foram quantificadas para obter a concentracdo de DNA presente, novamente

através do Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen).
Ligacéo dos adaptadores

A reacdo de ligacdo com os adaptadores foi realizada em um volume final de 10
pl com 0,2 pl da enzima T4 ligase, 1 pl do tampédo 10X T4 DNA ligase Reaction Buffer,
1,0 pl do adaptador P1 4.04 uM (referente a EcoRl), e 1,0 pl do adaptador P2 0,07 uM
(referente a Mspl) e 8,27 ul do material digerido. Este processo de ligagdo ocorre com as
amostras incubadas a de 23°C por 30 minutos, 65°C por 10 minutos, 63°C por 90
segundos, no qual, a temperatura diminui 2°C a cada 90 segundos até alcangar 23°C.
Apos a reacdo de ligacao dos adaptadores, as amostras foram purificadas novamente com
0 uso do beads Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter, USA), seguindo o

protocolo do fabricante.

Indexacéo
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Para indexacéo, sintetizamos primers com os index da Illumina, 15 (502 ao 511) e
I7 (701 ao 707). Estes primers foram inseridos em cada amostra e combinados de
diferentes formas, nos insertos ligados aos adaptadores. A reagéo de indexagdo continha:
15ul do produto de ligacao, 25ul de Master Mix (GoTaq), Sul de cada index 15 e 17, para
cada amostra apresentando uma combinacdo Unica de index. A reacdo de PCR para
indexacéo foi realizada de acordo com as seguintes condigdes de ciclo: 1 ciclo com um
passo inicial de 72°C por 3 minutos seguido de 16 ciclos de desnaturacdo (95°C por 30
segundos e 95°C por 10 segundos), anelamento (55°C por 30 segundos), extensédo (72°C
por 30 segundos) e extensdo final a 72°C por 5 minutos. Apos a reacdo de PCR, 0s
fragmentos foram purificados utilizando beads Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter, USA), seguindo o protocolo do fabricante. Apos a purificagdo da indexacdo, o
material foi aplicado em um gel de agarose 1% a fim de verificar se as amostras haviam
indexado de acordo com o tamanho esperado. Posteriormente, as amostras foram
quantificadas em um aparelho Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen), sendo normalizadas a

ong/ul.
Pool das amostras

Ap0s os ensaios de PCR e a quantificacdo das amostras, realizamos um pool
composto com a concentracdo de 6ng/ul de DNA baseado na quantificagcdo anterior. O
pool foi composto de 5ul de cada amostra obtendo um volume final de 200ul. A
purificacdo foi feita com o uso de AMPure XP beads (Beckman Coulter, DE), seguindo

0 protocolo do fabricante.
Size selection e sequenciamento

No size selection, que seleciona o tamanho dos fragmentos de interesse, no qual
aplicamos o pool em gel de agarose a 1%. Ao final da eletroforese, cortamos um
fragmento do gel com um tamanho entre 300 e 500pb, em seguida, foi realizada a
purificacdo utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA),
seguindo o protocolo do fabricante. Apés a purificacao do gel, realizamos a quantificacdo
do pool em um aparelho Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen) obtendo a concentracao final
de 1,84ng/ul. Para verificar a precisdo da biblioteca, realizamos a PCR em tempo real
(gPCR) e, posteriormente, a sua normalizacdo. A biblioteca foi sequenciada com leituras
single-end de 150pb, em uma flow cell High Output e entdo sequenciados na plataforma
NGS Illumina NEXTSEQ500, no Laboratorio de Pesquisa em Andlise Genéticas no
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Instituto de Biotecnologia (IBTEC— UNESP, Botucatu/SP), com auxilio colaborativo do
Prof. Dr. Paulo Eduardo M. Ribolla.

3.3 Analise dos dados
Deteccdo e filtragem de SNPs

Apds a etapa de sequenciamento as amostras foram disponibilizadas no site da plataforma
NGS Illumina (Basespace) e através do seu acesso foi possivel baixar e verificar as reads

brutas (raw date) obtidas, para entdo dar inicio as analises.

Os dados gerados foram concatenados e, para verificacdo da qualidade, utilizamos
dois softwares. O FastQC, que fornece o controle de qualidade das reads e a impresséo
de cada sequéncia (Andrews, 2010) (disponivel em
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e o MultiQC, que resume os dados do
FastQC, onde todas as sequéncias das amostras ficam organizadas em apenas um relatério
(Ewels et al., 2016) (disponivel em github.com/ewels/MultiQC). Os resultados gerados
permitem visualizar, em forma de graficos, se existe a presenca de sequéncias dos
adaptadores que foram utilizados na construcdo da biblioteca, reads que apresentam um
Phred Quality Score de qualidade (10-60) e os tamanhos das reads em pares de base (pb)
de cada amostra. As filtragens para a remocao dos adaptadores e as reads com qualidade
abaixo de Phred Quality <30 (Q30) foram realizadas utilizando o software
TRIMMOMATIC v.0.32 (Bolger et al., 2014) e para remogdo de reads que ainda
apresentavam regides de sitios enzimaticos, a digestdo in silico (Driller et al. 2020). As
reads foram padronizadas com 146 pb, novamente através do software TRIMMOMATIC
v.0.32 (Bolger et al., 2014).

Ainda ndo existe um genoma de referéncia da espécie, portanto na montagem do
catalogo de marcadores e o rastreio de SNPs utilizamos a abordagem de novo e o refmap,
a partir da pipeline STACKS (Catchen et al. 2011). A montagem do catalogo em P.
aurantiacus foi desenvolvida com individuos bem representados das amostras, com maior
namero de reads. Selecionamos cinco amostras, sendo uma do Ponto 1: Ponte Mista de
Maraba (voucher: 61P1), uma do Ponto 4: regido do Caju (voucher: 394P4) e trés do
Ponto 5: Pedral do Lorencdo (voucher: 399P5, 400P5 e 462P5). No rastreio de SNPs,
utilizamos o pardmetro M=2 (nimero de incompatibilidades permitidas entre os dois
alelos de um determinado loci) e o parametro m=3 (nimero minimo de leituras idénticas

necessarias para indicar um possivel alelo).
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Ap0s desenvolver o catalogo de marcadores, construimos a referéncia através do
software Bowtie2 (v2.2.4) e em seguida utilizamos a pipeline Refmap do STACKS. Ao
final, utilizamos o programa Populations, implementado no STACKS que selecionou 0s
filtros de SNPs que ocorrem em pelo menos 90% dos individuos (r = 0,9) e um filtro

excluiu os que apresentaram valor de MAF (Minor allele frequency) <0,05.
Anélise de diversidade genética populacional

Para analise da diversidade genética, utilizamos o software GENEPOP v4.1.0
(Rousset, 2008), que calcula os parametros do coeficiente de endogamia (Fis) e a
probabilidade de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (p-value). Os alelos privados
(Ap), a Heterozigosidade observada (Ho) e Heterozigosidade esperada (He) foram
calculados utilizando o software ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier et al., 2010).

Para a andlise da diferenciacdo genética entre as populagdes, foram calculados os
valores de Fst pairwise, utilizando também o software ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier
etal., 2010).

As analises de estruturacdo genética da espécie, calculada pela analise bayesiana,
através do software STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), onde o k =1 a 7, com 10
interacdes para cada k, e parametros burn-in de 10% em 1.000.000 de MCMC (Markov
Chain Monte Carlo). A identificacdo do numero de clusters genéticos (k), através do
método Evanno (Ak) (Evanno et al., 2005) e de Puechmaille (Puechmaille, 2016), com o
uso do STRUCTURE Selector (Li & Liu, 2018) e seus graficos foram gerados para
visualizacdo no CLUMPAK (Kopelman et al., 2015).

A analise discriminante de componentes principais (DAPC) (Jombart et al., 2010),
realizou a estimativa dos clusters genéticos, com o auxilio do pacote adegenet do RStudio
(Jombart, Ahmed, 2011) e o nimero apropriado de clusters genéticos foi determinado
através do critério de informacdo bayesiana (BIC). Os numeros retidos das PCs estéo

ilustrados nas Figura S1 e S2.

A andlise de relacionamento das populagdes entre os 36 individuos calculou a
probabilidade de dois alelos serem idénticos por descendéncia (IBD), utilizando o
coeficiente de parentesco ¢ (Manichaikul et al. 2010) com a funcdo “Relatedness2” do
vcftools (Danecek et al. 2011) e a partir disso, criamos o dendrograma, seguindo o script
relatedness R (disponivel em github.com/davemcg/R_play/blob/master/relatedness.R)

em R.
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4. RESULTADOS
4.1 Diversidade genética e estrutura populacional

A diversidade genética foi obtida através de 4.214 SNPs que foram utilizados em
todos os calculos, entre os quais foram detectadas 2.366 transi¢Oes e 1.848 transversdes
(Figura 3). Esses marcadores foram submetidos a analise estatistica em 36 amostras de
Parancistrus aurantiacus, distribuidas nas localidades do Rio Tocantins, na regido de

Maraba, Para.
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Figura 3. Identificacdo da distribuicdo 4.214 SNPs em azul, e a quantidade de SNPs com

transi¢Oes (vinho) e transversdes (roxo) obtidas nas amostras de P. aurantiacus.

Para obtencdo dos dados populacionais, calculamos o nimero de alelos privados
(Ap) em cada localidade, com resultados que revelaram 11 alelos privados para amostras
do P1; 15 para o P2; 155 para o P3; 391 para o P4 e 277 para o P5. Para todas as
localidades, a heterozigosidade observada (Ho) apresentou valor superior a
heterozigosidade esperada (He), sendo esses valores maximos em Ho (0,614) e He (0,440)
para o0 P1 e o minimo em Ho (0,338) e He (0,246) para o P3, 0 que indica excesso de
heterozigotos. O indice de fixac&o ou coeficiente de endogamia (Fis) foi negativo para os
locais amostrados, indicando a auséncia de endogamia nestes grupos. A regido P1 teve
um valor de (-0,501); P2 (-0,549); P3 (-0,378); P4 (-0,260) e P5 (-0,207). A diversidade
de nucleotideos () foi de 0,114 (+/-0,05) no P3; 0,155 (+/-0,08) no P5. Os dados estdo

ilustrados conforme a descricdo na Tabela 2.
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Tabela 2. Estatisticas dos valores de diversidade genética encontrados para Parancistrus

aurantiacus utilizando 4.214 SNPs. N: nimero de individuos por localidade; Ap: nimero de

alelos privados; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada; Fis: coeficiente

de endogamia; (): diversidade de nucleotideos.

Localidades
Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5

N
04
10
11
06
05

Ap
11
15
155
391
277

Ho

He Fis ()

0.614 0.440 -0.501 0.128 (+/-0.07)
0530 0.327 -0.549 0.125 (+/-0.06)
0.338 0.246 -0.378 0.114 (+/-0.05)
0403 0.329 -0.260 0.141 (+/-0.07)
0443 0.372 -0.207 0.155 (+/-0.08)

A analise pairwise com base nos valores de diferenciacdo genética (Fst) entre 0s

cinco locais revelou um valor de minimo de 0,0058 e maximo de 0,0883 (Tabela 3, valor

P <0,050).

Tabela 3. Estatistica da diferenciacdo genética pairwise encontrada para Parancistrus

aurantiacus utilizando 4.214 SNPs.

Localidades

Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5

1
0.0000
0.0778
0.0647
0.0883
0.0269

0.0000
0.0366
0.0484
0.0221

0.0000
0.0492 0.0000
0.0058 0.0065 0.0000

A analise bayesiana realizada no STRUCTURE (Figura 4A) com base em dados

de cluster, demonstrou que a maior probabilidade de clusters foi k = 1, de acordo com a
estimativa do método de Evannno (Ak = 20608.48993) (Figura S3), evidenciando

panmixia entre os espécimes de diferentes regides amostradas. O namero de clusters

genéticos via DAPC, identificou cinco clusters em P. aurantiacus distribuidos nas
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localidades do Rio Tocantins, Para (Figura 4B) e a probabilidade de atribuicdo de

membros (Figura 4C).
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Figura 4. Andlise de clusters realizada com 4.214 SNPs em P. aurantiacus. (A) Resultado do
STRUCTURE com valores de k = 1 considerando as localidades do Rio Tocantins, na regido de
Maraba, Para (B) O grafico DAPC demonstrando os cinco clusters, indicados de acordo com as
cores e simbolos da legenda, realizado adotando um nimero 6timo de componentes principais
(PC = 70) calculado com o software Adegenet. (C) Representacdo grafica das probabilidades de
atribuicdo de associacao (eixo x) para 36 individuos (eixo y) conforme calculado por meio de
analise DAPC. Ponto 1 = Ponte Mista de Maraba (n=04), Ponto 2: llha das Cabras (n=10), Ponto
3: llha do Jad (n=11), Ponto 4: regido do Caju (n=06), Ponto 5: Pedral do Lorenc¢do (n=05).

4.2. Andlise de relacionamento

O dendrograma de relacionamento (Figura 5), baseado na estatistica ®, quando
plotado, identificou a correlacdo de genétipo nas 36 amostra, usando 4.214 SNPs com
100% dos individuos genotipados, um total de cinco grupos, sendo eles representados por
04 individuos na regido P1; 10 individuos na regido P2; 11 individuos na regido P3; 05

individuos na regido P4 e 06 individuos na regido P5.
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Figura 5. Dendrograma baseado na unido hierarquica do coeficiente de relacionamento. As cores

representam cada grupo (1 a 5).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, as amostras de exemplares provenientes de cinco pontos, na
bacia do Tocantins proximo a regido da usina hidrelétrica de Tucurui, em Maraba, estado do
Para, foram submetidas ao uso dos marcadores SNPs, sendo possivel identificar as
caracteristicas a uma populagdo. Os resultados obtidos nos permitem observar que existe
diversidade e que n&o ha estruturacio genética entre as amostras analisadas. E possivel que
as regides amostradas sejam consideradas um unico estoque genético, e os planos de
gestdo e manejo devem ser realizados de forma conjunta. Além disso, indicam que é
necessario dar continuidade ao trabalho, reforcando as politicas de conservagdo em relacao
ao periodo de pesca — sendo que a reproducao desta espécie ocorre nos periodos de cheia e
chuva - neste grupo. O monitoramento da espécie pode ajudar a redefinir as politicas
publicas e socioambientais para protecdo dos estoques explorados comercialmente e assim
promover a atualizagio das listas de espécies ameagadas. E necessario ainda observar mais
adequadamente os impactos antrdpicos diversos - como as barragens e retirada das rochas
para hidrovias — que podem contribuir para acelerar as ameacas. Apesar da espécie estar
em panmixia, e consequentemente ser migratoria, o represamento dos rios de corredeira
adquire uma nova caracteristica no seu fluxo e vazdo, modificando este ambiente

essencial para a viabilidade, dindmica e interacfes das espécies presentes nestas regides.

O conhecimento das caracteristicas genéticas nos auxilia na identificacdo das espécies
e sua estrutura populacional e a utilizagdo dos marcadores genéticos possibilita delimitar as
barreiras geograficas, seu fluxo génico (Zolet, 2017) e nos ajudam a determinar quais
devem ser os cuidados e as acdes a serem realizados. Segundo Fitzgerald, et al., (2018), em
estudo onde avaliou a ameaca a biodiversidade aquatica devido os efeitos das barragens no
rio Xingu, encontrou diferencas na estrutura populacional de trés regides proximas a Usina
de Belo Monte. A diversidade das espécies mostrou uma peguena variagdo entre 0S
segmentos, mas houve diferenca significativa na estrutura das assembleias quando
considerados 0s segmentos e as estacGes. A maioria das espécies consideradas altamente
dependentes do habitat de corredeiras se restringiram ou ficaram bem mais abundantes nas
secOes acima e intermediaria do rio. A complexidade dos habitats é positiva para a
diversidade de peixes de agua doce, porém o aumento na sedimentacéo, causado por uma
reducéo na velocidade da correnteza, preenche os espacos dos substratos rochosos reduzindo
a divisdo em nichos, abrigo contra predadores e a disponibilidade de locais adequados para
reproducéo, podendo levar a uma provavel diminuicéo da diversidade local.
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Existe um trabalho de acompanhamento das comunidades de peixes (Barbosa et al.,
2015), no entanto, sempre que possivel, € preciso implantar estratégias de monitoramento
ndo-invasivo (Schmid et al., 2017). Os programas de reproducao em cativeiro para varias
espécies, como por exemplo, o cascudo zebra (em estado critico de ameaca), também sdo
importantes, no entanto ainda falta incluir a preservacdo de habitats criticos para as espécies

remanescentes (Fitzgerald, et al., 2018).
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material Suplementar S1. Célculo das estatisticas associadas resumidas (por padréo, BIC) com
nimero maximo de 5 clusters.

Value of BIC
versus number of clusters

BIC
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1755
|

1754
|

Number of clusters

Material Suplementar S2. Calculo das variancias cumulativas de 70% (por padrdo, PCA) com
10-12 PCs retidas.

Variance explained by PCA
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Material Suplementar S3. Tabela com resultado da estrutura populacional de K 1-7 com base
nas analises do STRUCTURE.

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K)  Ln'(K) |Ln"(K)| Delta K
1 10 -43280.12000 18.20988 NA NA NA
2 10 -43294.87000 9.14027 -14.75000  14.84000 1.62358
10 -43294.78000 11.91095 0.09000 0.80000 0.06717
4 10 -43293.89000 17.95417 0.89000 2.53000 0.14091
5 10 -43295.53000 12.40798 -1.64000 5.73000 0.46180
6 10 -43291.44000 9.03957 4.09000 12.13000 1.34188
7 10 -43299.48000 15.94573 -8.04000 NA NA

Material Suplementar S4. Estrutura populacional de K 1-7. Cada linha vertical representa um
individuo. Os pontos e as localidades pertencentes foram colocados abaixo da figuras. As cores
representam a probabilidade de atribuicdo de cada individuo a cada cluster. K=1 foi o que melhor
se ajustou ao nosso resultado baseado no método Delta K.

k=1



https://lmme.ac.cn/StructureSelector/tmp/1638460850.out/1638460850/K%3D3/K%3D3_summary.pdf
https://lmme.ac.cn/StructureSelector/tmp/1638460850.out/1638460850/K%3D3/K%3D3_summary.pdf
https://lmme.ac.cn/StructureSelector/tmp/1638460850.out/1638460850/K%3D3/K%3D3_summary.pdf
https://lmme.ac.cn/StructureSelector/tmp/1638460850.out/1638460850/K%3D4/K%3D4_summary.pdf

k=5

Material Suplementar S5. A distribui¢ao de AK estimada a partir da anélise Bayesiana
implementada pelo STRUCTURE.
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https://lmme.ac.cn/StructureSelector/tmp/1638460850.out/1638460850/K%3D5/K%3D5_summary.pdf
https://lmme.ac.cn/StructureSelector/tmp/1638460850.out/1638460850/K%3D6/K%3D6_summary.pdf
https://lmme.ac.cn/StructureSelector/tmp/1638460850.out/1638460850/K%3D7/K%3D7_summary.pdf

Material Suplementar S6. A probabilidade posterior média de cada K (7 repeti¢fes) estimada a

partir da analise Bayesiana, conforme implementado pelo STRUCTURE.
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