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Resumo

O género Rhamdia é composto por bagres neotropicais de ampla distribuicdo. No sul do Brasil e norte
da Argentina eles sdo encontrados em rios e também produzidos em sistemas semi-intensivos para
comercializacdo, devido a boa qualidade da carne. Estudos descritos na literatura constataram que a
taxonomia desse género é controversa, sendo as espécies, alvo de constantes realocacdes. H3
hibridacdo e introgressao, o que caracteriza um complexo de espécies e isso dificulta os estudos de
delimitacdo e filogeografia do género. Considerando a importancia comercial e ecoldgica dessas
espécies na América do Sul e a escassez de informacdo genética, o presente estudo visa caracterizar
a estrutura genética populacional e identificar padrdes de diversidade genética de trés espécies do
género Rhamdia (complexo Rhamdia quelen, Rhamdia voulezi e Rhamdia branneri) em grupos
amostrais provenientes de rios e importantes fazendas de peixes do estado de Santa Catarina,
Parana, Rio Grande do Sul, S3o Paulo e norte da Argentina, utilizando marcadores moleculares do
tipo SNPs. Apés dupla digestdo (ddRADseq), sequenciamento lllumina e filtragens, foram obtidos
1734 loci, distribuidos em 141 individuos. Detectou-se baixa diversidade genética nos grupos; para
todos os grupos, sendo os individuos de cultivo os que possuem menores indices. Os valores de
heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He) foram semelhantes, sendo He
maior que Ho, exceto em um cultivo. Os valores de Fis foram positivos e significativos em duas
pisciculturas, indicando possivel endogamia dentro desses grupos. A andlise AMOVA indicou que a
maior diferenciacdo genética esta entre os individuos e ndo entre os grupos, o que também foi
corroborado pela andlise de componentes principais. O DAPC mostrou-se coerente com a divisdo em
5 grupos, com dois deles mais distantes e o restante formando um aglomerado, inclusive sem a
diferenciacdo dos clusters das espécies. Assim conclui-se que o complexo Rhamdia quelen e as outras

espécies aqui estudadas possuem uma certa distancia genética, porém sao muito relacionados entre



si. A baixa diversidade genética e os indicios de endogamia mostram que, tanto os grupos de cultivo
guanto os selvagens, estdo sujeitos as agdes antrdpicas que podem modificar a composicdo genética
da populagdo. Corientes, Sdo Paulo e comercial Toledo se diferenciaram dos outros grupos, apesar
de possuirem indices de diversidade e endogamia muito parecidos. Essa diferenciagao confirma sua
distancia genética, porém a baixa diversidade e os indicios de endogamia evidenciam a alta taxa de
cruzamento entre os individuos daquele lugar. Para a piscicultura isso ndo é necessariamente ruim,
porém quando temos a introducdo desses individuos na natureza é possivel que haja contaminacao
genética dos estoques locais. Dessa maneira, reforcamos a importancia de mais estudos de
delimitacdo de espécies e diversidade do complexo Rhamdia quelen e espécies relacionadas, uma

vez que sao ecologicamente importantes da América do Sul.



Abstract

The genus Rhamdia is composed of neotropical catfish with a wide distribution. In southern Brazil
and northern Argentina, they are found in rivers and also produced in semi-intensive systems for
commercialization, due to the good quality of the meat. Studies described in the literature found that
the taxonomy of this genus is controversial, with the species being the target of constant
reallocations. There is hybridization and introgression, which characterizes a complex of species and
this makes it difficult to study the delimitation and phylogeography of the genus. Considering the
commercial and ecological importance of these species in South America and the scarcity of genetic
information, the present study aims to characterize the population genetic structure and identify
patterns of genetic diversity of three species of the genus Rhamdia (complex Rhamdia quelen,
Rhamdia voulezi and Rhamdia branneri ) in sample groups from rivers and important fish farms in
the states of Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo and northern Argentina, using
SNPs-type molecular markers. After double digestion (ddRADseq), Illumina sequencing and filtering,
1734 loci were obtained, distributed in 141 individuals. Low genetic diversity was detected in the
groups; for all groups, with cultivated individuals having the lowest indices. The values of observed
heterozygosity (Ho) and expected heterozygosity (He) were similar, with He greater than Ho, except
in one culture. Fis values were positive and significant in two fish farms, indicating possible inbreeding
within these groups. The AMOVA analysis indicated that the greatest genetic differentiation is
between individuals and not between groups, which was also corroborated by the principal
component analysis. The DAPC was consistent with the division into 5 groups, with two of them more
distant and the rest forming a cluster, even without differentiating the clusters of the species. Thus,
it is concluded that the Rhamdia quelen complex and the other species studied here have a certain

genetic distance, but are closely related to each other. The low genetic diversity and the evidence of



endogamy show that both the cultivated groups and the wild ones are subject to anthropic actions
that can modify the genetic composition of the population. Corientes, Sdo Paulo and comercial
Toledo differed from the other groups, despite having very similar diversity and endogamy indexes.
This differentiation confirms their genetic distance, but the low diversity and the evidence of
inbreeding show the high rate of crossing between individuals in that place. For fish farming this is
not necessarily bad, but when we introduce these individuals into nature it is possible that there is
genetic contamination of local stocks. In this way, we reinforce the importance of further studies of
species delimitation and diversity of the Rhamdia quelen complex and related species, since they are

ecologically important in South America
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1. Introducao

1.1 Ictiofauna Neotropical Continental

A regido Neotropical compreende a América Central (incluindo a parte sul do México e a
peninsula da Baja California), sul da Flérida, Caribe e a América do Sul e possui espécies que se
destacam pela ampla variedade de formas, cores e tamanhos, assim como pelos diversificados

padrées ecoldgicos, bioldgicos, comportamentais e biogeograficos (Carvalho-Costa et al., 2011).

Este ambiente é um dos mais diversos do mundo, abrigando aproximadamente 4225 espécies
de peixes continentais (Tonella et al.,, 2022). A alta biodiversidade desse ambiente se deve
principalmente pela histdria hidrogeoldgica, devido as variacdes pluviométricas locais, evolucdo
paleontolégica, mudancas climaticas (Rios et al., 2019; 2020; Abreu et al., 2020) e pode refletir tanto
em altas taxas de produtividade e diversidade fisioldgica como também no isolamento geogréfico
das espécies (Cooke et al., 2012; Morrone, 2014). A regido neotropical tem alguns dos maiores
nimeros de familias de pertencentes as ordens de Characiformes (aprox. 1289 espécies),
Siluriformes (aprox. 1384 espécies), Cichliformes (aprox. 354 espécies), Cyprinodontiformes (aprox.

245 espécies) e Gymnotiformes (aprox. 135 espécies) (Tonella et al., 2022).

As principais bacias hidrograficas dessa regido estao localizadas na América do Sul, incluindo
a Bacia Amazonica, que abrange as regides hidrograficas colombiana e brasileira, a bacia do alto rio
Paranad, a bacia do Paraguai-Parana, a bacia do rio Sdo Francisco e a bacia do rio Uruguai (Carolsfel,

2003).

A bacia hidrografica da Amazobnia ocupa aproximadamente 39% da massa terrestre da
América do Sul. Cerca de 70% da bacia esta concentrada no Brasil, mas cobre quase todo o

continente, desde a Cordilheira dos Andes, a oeste, até o Oceano Atlantico, a leste (Diaz-Sarmiento,
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2003) e é um hotspot de biodiversidade, contendo 2406 espécies de peixes nativas (Jézéquel et al.,

2020).

A Bacia do Alto Rio Parana é formada pela juncdo dos rios Grande e Parnaiba na regido centro-
sul do Brasil. Compreende 10.5% da area total do Brasil e flui pela regido que possui a maior
densidade populacional do pais, sujeita a construcdo de barragens, poluicdo agricola, industrial e
urbana. Existem grandes migradores, como Piaractus mesopotamicus e Pseudoplatystoma
corruscans, e uma grande variedade de espécies migratérias de curta distancia e espécies

sedentarias, como Astyanax lacustris e Serrasalmus spp. (Agostinho, 2003).

O rio Sao Francisco cobre 7,4% do Brasil e representa um grande niumero de reservatérios,
representando a segunda maior fonte de energia hidrelétrica do pais (Dantas, 2013). E rico em
planicies de inundacdo e lagoas marginais que sdo usadas por espécies de peixes como habitat para
alimentacao, reproducao e reflgio. Estes incluem alguns Characiformes (Brycon lundii, S. brasiliensis,
Megaleporinus elongatus, Prochilodus affinis e Prochilodus marggravii) e Siluriformes (Conorhynchos

conirostris e P. corruscans) (Sato, 2003).

A Bacia Parana-Paraguai cobre a maior parte da regido sudeste do Brasil e outros paises como
Paraguai, leste da Bolivia e norte da Argentina. Juntamente com o rio Uruguai, cobre a maior parte
da América do Sul central. A bacia hidrografica ocupa 2.8 milhdes de km2 e é considerada a segunda
maior bacia brasileira. Um dos maiores e mais importantes pantanos do mundo é o Pantanal,
localizado na bacia do Alto Paraguai. O ciclo hidrolégico complexo do Pantanal cria pressdes seletivas
sobre as caracteristicas adaptativas e diversificadas das espécies de peixes. A maioria dos peixes no
rio Paraguai-Parand é economicamente importante e migratdria, como Salminus brasiliensis, P.
mesopotamicus, Brycon orbignyanus e peixe-gato grande como P. corruscans, Pseudoplatystoma

fasciatum e Paulicea luetkeni (Resende, 2003).
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O sistema da bacia do rio Uruguai esta localizado nas latitudes temperadas proximas ao litoral
sul do Brasil, com altitudes que chegam a 1800m. Percorre a fronteira entre os estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul do Brasil até o rio Parand, onde forma o estuario do rio da Prata, na
Argentina. Como resultado de seu perfil inclinado e abundancia de corredeiras, o rio Uruguai é dificil
de navegar em comparacdao com outros rios. Com dgua mais rdpida, ha um ndmero consideravel de
barragens hidrelétricas na bacia que podem afetar a reproducdo de espécies migratdrias e seus ovos

e larvas a deriva (Zaniboni Filho, 2003).

A falta de dados oficiais pode aumentar a subnotificacdo de casos de ameaca antropogénica
ao meio ambiente, mesmo com efeitos visiveis nos ecossistemas de dgua continental. Esses efeitos
estdo relacionados a sobrepesca, construcdo de barragens para geracdo de energia hidrelétrica,
contaminacgao dos rios pela mineragao, polui¢do industrial, agricola e desmatamento (Barletta et al.,
2010; Mastrochirico-Filho, 2016). No Brasil, segundo o ultimo levantamento do Ministério do Meio
Ambiente, portaria no. 148 (2022), o grupo dos peixes continentais é o que possui 0 maior nimero

de espécies classificadas como ameacadas: 291 espécies.

Devido a esses fatores, é necessario e urgente aumentar a quantidade de informacdes
taxondmicas e sistematicas existentes sobre peixes na América do Sul além de estudos de natureza
bioldgica, ecoldgica e sistémica. Sem essas informacdes para cada bioma e bacia desse continente,
ndao ha a possibilidade de gerenciamento integrado (rio-estudrio-regido costeira) e as agdes
mitigadoras, quando implementadas, poderao ser frequentemente realizadas sem dados ou andlises

cientificas sélidas (Barletta et.al, 2010).

A aquicultura é uma atividade que indiretamente minimiza as pressoes de pesca e exploracdo
sobre os estoques selvagens ameacados e, portanto, precisa ser realizada de maneira sustentdvel,

com o menor impacto possivel sobre as populacdes naturais (Arbeldez-Rojas, 2002). Projecoes da
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FAO mostram que até 2030 as exportacOes de peixe na América Latina aumentardo em 29%, de 3,9
milhGes de toneladas em 2016 para 5,1 milhdes de toneladas. No que diz respeito a aquicultura
continental, o Brasil ndo reporta dados oficiais as instituicdes internacionais desde 2014, mas é
considerado um pais emergente exportador que ganha importancia, em parte gragas a melhores

sistemas de distribuicdo e o aumento da produgao (FAO, 2020).

Apesar das espécies exoticas influenciarem o desenvolvimento da aquicultura na América do
Sul, devido ao seu facil cultivo, presenca de tecnologias e técnicas de manejo bem estabelecidas, a
producdo de espécies nativas vem se tornando cada vez mais importante no cendario da aquicultura
brasileira (Siqueira, 2016). O aproveitamento das potencialidades desses peixes brasileiros gira em
torno da grande diversidade de espécies e da facilidade de adaptacdo desses animais aos meios de
cultivo.

Somente na década de 90 comegaram a ser implantados os primeiros empreendimentos de
grande porte dedicados a engorda de peixes nativos, porém hoje ha maior difusdo de tecnologia,
cultivos experimentais e comerciais e um esforco maior por parte de produtores individuais e de
instituicoes de pesquisa para o fortalecimento do cultivo desses peixes (Kubitza, 2015). Em 2019 a
producdo nacional de peixes nativos foi de 287.930t, representando aproximadamente 40% do total
de peixes cultivados no pais, com a producdo sendo liderada principalmente pelos estados do Norte

(151.418t) (Peixe BR, 2020).

1.2 Siluriformes

Os Siluriformes compdem uma ordem altamente diversificada de espécies de peixes com
distribuicdo mundial. Eles habitam principalmente dguas continentais, mas também regides costeiras

e ilhas proximas (Gisbert et al., 2022). Os peixes-gato, bagres ou cascudos, como sdo conhecidos, sdo
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principalmente distribuidos na América do Sul, Africa e Asia (Armbruster et al., 2011). A maioria dos
bagres tem corpo subcilindrico com ventre e cabega dorsoventral achatados, além de espinhos
pontiagudos nas nadadeiras dorsal e peitoral. Possui uma pele sem escamas coberta por muco
protetor, exceto nas familias Callichthyidae e Loricariidae, cuja pele é coberta por placas dérmicas
Osseas (Teugels et al., 1996). Os bagres neotropicais constituem um grupo polifilético que inclui mais
da metade dos Siluriformes (de Pinna, 1998; Sulivan et al., 2006; Rios et al., 2017).

As estatisticas nacionais de producdo aquicola do Brasil (FAO 2020) mostraram que o pais é
um dos principais produtores de bagre das américas (13.950 t). A producdo brasileira de bagres
(7.61% de toda producao nacional) depende muito espécies como
Pseudoplatystoma spp. (Pimelodidae) e seus hibridos interespecificos e intergenéricos (aprox.11.000
t), porém é notdvel o crescente interesse por outras espécies nativas, como o complexo Rhamdia
quelen (Quoy & Gaimard, 1824) (Heptapteridae) (aprox. 6t) (FAO 2020).

O complexo R. quelen (localmente denominado “jundid” em portugués ou “bagre negro”, em
espanhol) (Figura 1) compde um conjunto de espécies de siluriformes, exclusivo da regido cis-andina
Neotropical (Ribolli et al., 2021). Os jundids possuem grande aceitagdo no mercado consumidor,
especialmente por sua carne agradavel ao paladar e auséncia de espinhos intramusculares
(Marchioro e Baldisserotto, 1999; Baldisserotto et al., 2010). Por isso tem grande relevancia
comercial como recurso para a pesca artesanal e na aquicultura em toda a América do Sul,

especialmente na Argentina, sul do Brasil e Uruguai (Vaz et al., 2010).
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Figura 1: Individuos de R. quelen. Foto: Panorama da Aquicultura, No. 69.

Com a expansao do mercado consumidor para peixes nativos e devido a importancia da
espécie no contexto atual, hd uma crescente demanda por estudos com nutri¢cdo (Tronco et al., 2018;
Piedras et al., 2018; Dalcin et al., 2018; Parra et al., 2018), reproducdo (Ferreira et al., 2018),
comportamento (Bitencourt et al., 2018) e fisiologia (Menezes et al., 2015), além de muitos estudos

com alevinos (Rocha et al., 2018).

Dentre as areas de distribuicdo do complexo R. quelen, a bacia do rio Parand e bacia
Paranda/Paraguai é de particular interesse para a conservacdo, uma vez que ha grandes fazendas de
producdo de peixes com programas de repovoamento sem suporte ou monitoramento genético
adequado (Agostinho et al., 2005), pesca predatodria, poluicdo e construcao de barragens que alteram
a dinamica bioldgica dos rios (Carolsfeld et al., 2003; Do Prado et al., 2018).

Assim como a bacia do rio Parana, a bacia do rio Iguagu também tem grande importancia
ecoldgica e econdmica, principalmente para o estado do Parana, pela ocorréncia de 70% das espécies
endémicas de peixes no estado e pela exploracdo de reservatdrios de hidrelétricas (Yamamoto et al.,
2018). Essa intensa degradacdo ambiental tem ameacado a diversidade da ictiofauna local (Nardelli

et al., 2016), incluindo espécies nativas do género Rhamdia como R. voulezi e R branneri.
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Existem muitos fatores que dificultam o estudo da biodiversidade ictioldgica da regido
neotropical, como questdes taxondmicas problematicas (Lévéque, 2008) relacionadas, muitas vezes,
com espécies cripticas (Bickford, 2007). Além disso, poucas institui¢des [ Organiza¢dao das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO) e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) ]

fornecem estatisticas de dados de pesca que afetam, em ultima analise, o manejo dessas espécies.

1.3. Género Rhamdia e o complexo de espécies Rhamdia quelen

As espécies do género Rhamdia ndo sao migradoras e seu habitat compreende lagos e pocos
fundos dos rios, preferencialmente ambientes de dguas calmas com fundo de areia e lama, junto as
margens e vegetacdo. Os adultos sdo considerados omnivoros e ficam abrigados entre pedras e
troncos apodrecidos, de onde saem a noite a procura de alimento (Guedes, 1980; Baldisserotto,
2004). Devido a tolerancia a baixas temperaturas as espécies podem estar presentes em diversos
sistemas de cultivo (Schenone et al., 2011; Vallad3o, 2018).

O género Rhamdia é emblematico e possui uma complexidade relacionada ao cendrio
taxondmico intrinseco que abrange as diversas espécies (Albert et al., 2020; Rios et al., 2020; Ribolli
et al., 2021). Na primeira revisdo sistematica proposta por Silfvergrip (1996), mais de 100 espécies
foram sindnimas, 46 das quais com R. quelen (Reis et al., 2003; Rios et al., 2020). As analises do
mtDNA identificaram Rhamdia laticauda e Rhamdia guatemalensis como espécies encontradas na
América Central, sugerindo que R. quelen é um grupo irmdo amplamente difundido na América do
Sul (Perdices et al.,2002). Dois outros sinénimos de R. quelen (Rhamdia branneri e Rhamdia voulezi,
figura 2) recuperados como espécies validas através de estudos morfoldgicos e moleculares
(Garavello e Shibatta, 2016; Ribolli et al., 2017). A partir disso, novas espécies foram descritas

(DoNascimiento et al., 2004; Bichuette e Trajano, 2005; Angrizani e Malabarba, 2018). Recentemente
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além de Koerber e Reis (2020) sugerirem uma nova localidade-tipo em um afluente da Baia de

Guanabara, estado do Rio de Janeiro, para substituir um espécime-tipo ausente de R. quelen.

20 mm

Figura 2: A: Rhamdia branneri |/ B: Rhamdia voulezi, Rio Iguagu.

Vdrios autores tentaram elucidar algumas das questdes taxonOmicas na regido neotropical.
Rios et al. (2017) propuseram a sistematica de Rhamdia, delimitando espécies e propondo padrdes
de diferenciacdo genética em diferentes niveis geograficos da regido cis-andina (bacias cis-andinas
em escala macrogeografica, bacias neotropicais, em escala mesogeografica - bacia do Prata, bacia
de Patos-Merin e lagoas costeiras que drenam o oceano Atlantico — e trés lagoas costeiras mais
importantes para a pesca artesanal no Uruguai, representando a escala microgeografica). As analises
filogenéticas foram feitas a partir de sequencias do citocromo b (cyt-b) e marcadores microssatélites.
Dezesseis grupos foram encontradas em Rhamdia e divididas em dois clados (cis e trans andinos),
cada um composto por oito linhagens. As espécies de Rhamdia cis-andinas provavelmente divergiram
devido a eventos de vicariacdo que ocorreram entre e dentro das bacias desde o final do periodo

mioceno-pleistoceno.
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Em outro estudo complementar de Rios e colaboradores (2019), os pesquisadores
permaneceram investigando o padrao de diversidade genética e isolamento reprodutivo entre
linhagens mitocondriais de R. quelen, mas dessa vez, focando apenas na bacia do Prata, bacia de
Patos-Merin e lagoas costeiras que drenam o oceano Atlantico, mesmo em ambientes em que ha
simpatria. Para isso, os pesquisadores utilizaram novamente o gene cyt-b e descreveram um
conjunto especifico de 10 /ocus microssatélites, a fim de analisar o padrdo de diversidade genética e
investigar o isolamento reprodutivo entre linhagens mitocondriais, como um passo para definir
unidades moleculares (MOTUs). O estudo também comparou, secundariamente, populacdes
ribeirinhas e de lagoas. Considerando que a regido estudada é habitada por vdrias linhagens
mitocondriais altamente divergentes, os pesquisadores encontraram evidencias de hibridacdo e
introgressdo em pelo menos duas dessas linhagens mitocondriais, a estrutura populacional recente
do complexo de espécies segue o padrao de distribuicdo geografica, sendo delimitadas sete unidades
de manejo, trés habitando o rio e quatro associadas as diferentes lagoas costeiras. As populacdes das
lagoas, diferentemente das ribeirinhas, teriam divergido em um cendrio de fluxo génico nulo ou
restrito, possivelmente relacionada a eventos de gargalo. Os autores chamam aten¢dao para o
possivel impacto da aquicultura nas populagdes selvagens, que devido a fugas e/ou potenciais
programas de repovoamento, podem influenciar na capacidade de adaptacao genética de espécies
locais, além de deixarem claro que o entendimento da estrutura genética populacional deve ser
considerado para a legislacdo de conservacdo, gestao de pesca e regulamentacdo da aquicultura.

Devido a esses e outros estudos anteriores que sugeriram haver diferencas demograficas
entre lagoas costeiras e ambientes ribeirinhos, bem como populac¢des divergentes que poderiam ser
isoladas reprodutivamente Rios e colaboradores (2020) ainda investigaram o padrdo de diversidade
genética de R. quelen na mesma localidade andina, mas com uma abordagem genOmica

populacional, utilizando 2b-RAD. Dois grandes agrupamentos genomicos distribuidos
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latitudinalmente nas bacias norte e sul foram identificados, juntamente com assinaturas consistentes
de selecao divergente entre eles. A estrutura da populagdao baseada em todo o conjunto de loci e nos
locus presumiveis neutro versus adaptativos mostrou profunda divergéncia gendmica entre os dois
principais grupos. Os SNPs mais consistentes sob selecdao divergente revelaram alguns genes
candidatos interessantes para estudos funcionais adicionais. Além disso, foram encontrados sinais
de adaptacdao a um ambiente de lagoa, mediado pela selecdo purificadora, explicada por gradientes
de temperatura, que podem afetar a variacdo adaptativa em regides genémicas especificas, além do
possivel comportamento de homing, que apesar de nunca descrito para Rhamdia, deve ser
considerado.

Sacaranto et al. (2018) realizaram outro estudo a fim de identificar as unidades taxonomicas
operacionais moleculares (MOTUs) do jundid, através de peixes cultivados e comercializados por
piscicutlruase em possiveis fugas no ambiente natural no sul do Brasil. Os pesquisadores analisaram
48 individuos de seis pisciculturas e 48 de trés rios do estado de SC (Uruguai, Benedito Novo e
Itapocu), usando a subunidade | do citocromo oxidase mitocondrial (COI). Quatro MOTUs foram
identificados demonstrando que a presenca de peixes cultivados nos rios Uruguai e Benedito Novo
fornece evidéncias de contaminacao genética em populagdes nativas. Esses resultados mostram a
necessidade de regular as atividades de aquicultura e caracterizar as espécies e linhagens comerciais
de bagre prateado cultivadas no sul do Brasil.

Usso e colaboradores (2019) também estudaram essas inconsisténcias taxonOmicas de
Rhamdia sp. e para isso analisaram a localizacdo fisica de sequencias repetitivas de DNA nos
cromossomos, além da utilizacdo da técnica de barcode para identificacdo molecular dos individuos.
Foram analisadas populagGes de R. quelen de duas bacias hidrograficas do Brasil, Paraguai e Paran3,
utilizando a técnica de barcode de DNA e diferentes marcadores cromossémicos, incluindo o U2

snDNA, que nunca tinha sido analisado para nenhuma espécie de Rhamdia. A anélise da sequéncia
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genética do gene mitocondrial COIl revelou uma diferenciacdo significativa entre as populagées dos
rios Miranda e Quexada, com distancias genéticas compativeis com as encontradas entre as
diferentes espécies em peixes neotropicais. Os resultados revelaram através dos marcadores
nucleares uma evolugdao cromossdmica conservadora na espécie e uma distribuicao diferencial de
alguns marcadores, como 5S rDNA e o U2 snDNA nos diferentes grupos amostrais. Os autores
afirmam ainda que a falta de hipdteses filogenéticas para relacdes entre as espécies de Rhamdia
limita a capacidade de avaliar modelos alternativos para a diversificacao.

No Brasil a técnica do DNA barcode é amplamente utilizada para identificar MOTUs em peixes
de agua doce. Ribolli e colaboradores (2017) validaram o uso de DNA barcode e as analises baseadas
em COl do GMYC (General Yule Coalescente) em 19 amostras da bacia do rio Iguacu.Nas duas
metodologias, trés MOTUs foram identificadas com base no limiar 6timo estimado (OT = 0,77). A
distancia média inter-MOTU (NJ, K2P) entre R. branneri e R. voulezi foi de 1,4% e distancia intra-
MOTU de 0% em ambas as espécies. As duas espécies identificadas como R. branneri e R. voulezi
apresentaram correspondéncia com identificacdes taxondmicas e morfoldgicas. Com relagdo a R.
quelen, a distancia intra-MOTU média foi superior a OT (2,7%), indicando que esta espécie pode ser
formada por diferentes MOTUs. Os autores sugerem que estudos moleculares e taxondmicos sejam
empregados simultaneamente em R. quelen, para evitar a contaminacao de espécies silvestres por
hibridizacdes.

Ribolli e colaboradores (2021) usaram sequéncias de espécies cis-andinas e mesoamericanas
de Rhamdia para reconstruir e estimar tempos de divergéncia entre linhagens, correlacionando os
resultados com eventos geoldgicos conhecidos. Métodos de delimitacdo de espécies baseados em
abordagens de distancia (DNA barcode e BIN) e coalescéncia (GMYC) identificaram nove linhagens
bem suportadas da regido cis-andina, a partir de sequéncias disponiveis no conjunto de dados BOLD.

Os autores sugerem que processo de diversificacdo das linhagens cis-andinas Rhamdia tenha
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comegado no Eoceno e representou a cisdo entre os clados cis-andinos e mesoamericanos. O clado
cis-andino apresentou dois grupos principais: clado Noroeste (MOTUs das bacias do Amazonas,
Essequibo, Paraguai e Itapecuru) e clado sudeste (bacias do escudo brasileiro oriental (Paran3,
Uruguai lguagu e S3o Francisco) mais as bacias costeiras orientais). Os autores entao concluiram que
a diversificacdo das linhagens cis-andinas de Rhamdia resulta de eventos de vicaridncia e
geodispersdo, que desempenharam um papel fundamental no atual intrincado padrdo de
distribuicdo das linhagens de Rhamdia. Devido a auséncia de avaliagdes taxonémicas, Ribolli et al.
(2021) sugerem considerar R. quelen da regido cis-andina como um complexo de espécies R. quelen.

Apesar de tantos estudos tentarem explicar a histdria filogenética desse género na América
do Sul, poucos utilizam abordagem molecular sem distorcer a visdo de relagdes ecolégicas ao nivel
de espécie (Bermingham e Martin, 1998; Bermingham et al., 1997; Breden et al., 1999; Martin e
Bermingham, 1998; Reeves e Bermingham, 2006; Sivasundar et al., 2001; Perdices et al., 2002).

No Brasil ainda que haja estudos relacionados a obtencdo de marcadores moleculares
polimdrficos, ndo ha estudos genéticos populacionais com abordagem gendmica suficientes, que
incluam uma regido ampla de distribuicao da espécie. Isso se soma a escassez de estudos acerca da
identificacdo e delimitacdo do género Rhamdia, principalmente entre as espécies que sofrem
hibridacdao. Portanto, é necessaria uma abordagem gendmica e populacional acerca dessa espécie
nativa, afim de tentar elucidar algumas duvidas relacionadas a esse género. Aplicando ainda esses
estudos na producdo podemos melhorar os sistemas de cultivo e manejo, além de evitar a

contaminacdo genética dos estoques selvagens.
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1.4. Marcadores Nucleares do tipo SNPs

Os SNPs s3ao polimorfismos estdveis e usualmente bi-alélicos (Mullikin et al., 2000),
encontrados em regides codificantes e ndo codificadoras (Bruneaux et al., 2013; Stolting et al., 2013),
homogeneamente distribuidos ao longo do genoma em alta densidades (Ching et al. 2002; Du et al.,
2012). S3o considerados os marcadores moleculares mais aptos a genotipagem de automacdo e
capazes de revelar polimorfismos ocultos ndo detectados em outros marcadores moleculares (Liu e
Cordes, 2004).

A alta adaptacdo de SNPs em analises do genoma em grande escala, comparados aos
marcadores microssatélites, que possuem nivel de automacdo limitado e processos de genotipagem
trabalhosos, faz com que a escolha de marcadores SNPs seja uma opc¢do viavel e inovadora em

estudos gendmicos direcionados para a aquicultura (Liu, 2011).

Nos peixes, os SNPs sdo encontrados aproximadamente a cada 100 pb (Vera et al., 2013), o
gue os torna ideais para gendmica comparativa (Bouza et al., 2012, Cheng et al., 2021; Ciezarek et
al., 2022), genébmica evolutiva (Du et al., 2012; Layton et al., 2021), mapeamento fino de genes
associados a caracteristicas produtivas (Sanchez et al., 2009; Rajesh et al., 2018; Mastrochirico et al.,
2020), triagem gen6mica em populacdes para conservacdo e manejo (Albaina et al., 2013; Glaubitz
et al., 2003; Kuhner et al., 2000; Vilas et al., 2015) e hibridizacdo e impacto de invasdes biolégicas
(Bers et al., 2010).

O sequenciamento massivo de DNA (o chamado sequenciamento de préxima geracgao) é
uma ferramenta que esta ajudando a resolver as inter-relacdes de taxons problematicos (Smith et
al., 2014; Ochoa, et al. 2020) e elucidar questées populacionais de espécies. Dentre os métodos de
genotipagem dos SNPs esta o Rad-Seq, que promove a reducdo do genoma com pelo menos uma

enzima de restricdo e o sequenciamento de uma das extremidades dos fragmentos gerados,
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utilizando o sistema de sequenciamento lllumina (Miller, 2008). Os fragmentos de um individuo sao
ligados a um adaptador modificado contendo uma sequéncia de identificagdo exclusiva (“barcodes”)
(Identificador Molecular, ou MID). Desta forma os fragmentos de varios individuos podem ser
analisados em conjunto e sequenciados em uma Unica vez. Portanto, RAD-seq fornece uma
plataforma flexivel e barata para a descoberta simultanea de dezenas de milhares de marcadores

genéticos em diversos organismos (Etter et al., 2012).

Dentro da estratégia RADseq existem varia¢cdes da técnica original, como ocorre com a
abordagem de dupla restricao enzimatica Double digest RADseq — ddRADseq (Peterson et al., 2012).
Esta abordagem, em relacdo a técnica original, ndo necessita de fragmentacdo mecanica porque
utiliza duas enzimas de restricdo, possui uma alta capacidade de multiplexagdo, apresenta um custo
reduzido (como hd uma combinacdo de muitos individuos no pool [index + barcode], o valor por
amostra diminui consideravelmente) e requer pouco DNA genémico para a construcdo da biblioteca
(Peterson et al., 2012). Estudos com espécies de peixes ja foram realizados utilizando a metodologia
do ddRADseq e estes incluem as espécies Amphilophus spp (Recknagel et al., 2013), Oreochromis
niloticus (Palaiokostas et al., 2015), Perca fluviatilis (Pukk et al., 2016), Rhodeus ocellatus e Rhodeus
ocellatus kurumeus (Takahashi et al., 2020); Paralichthys dentatus (Hoey et al., 2022) entre tantos

outros.

A analise da tecnologia RADseq/ddRADseq permite estudar milhares de marcadores SNPs,
porém ha poucas referéncias encontradas com relacdo a descricdo de SNPs para espécies de peixes
nativos de cultivo, como o jundia; os trabalhos se resumem para espécies como o tambaqui,
Colossoma macropomum (da Silva Nunes et al.,, 2017) e pacu, Piaractus mesopotamicus

(Mastrochirico-Filho et al., 2016).
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2. Objetivos

Nesse estudo utilizamos marcadores SNPs, obtidos através da dupla digestao enzimatica, para
comparar a variabilidade genética de individuos de Rhamdia em pisciculturas e rios do sul do Brasil e
norte da Argentina. O objetivo foi caracterizar os padrdes de estrutura e diversidade genética entre
0s grupos e encontrar relacdo entre os grupos e as possiveis espécies. Para realizar esse objetivo
listamos os seguintes objetivos especificos:

1. Desenvolver e identificar marcadores SNPs presentes nos individuos selvagens e de

cultivo, através de NGS e dupla digestao enzimatica;

2. Analisar a diversidade e a relagdo entre os grupos, para testar a hipétese de proximidade

entre eles;

3. Verificar a presencga de possivel estruturacao genética entre os grupos.

4. Materiais e Métodos

3.1 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas em locais de cultivo que sdo reconhecidos como importantes
produtores de pescado da regido Sul do Brasil e norte da Argentina, comercializando tanto espécies
exdticas, quanto nativas. Além das espécies vindas de pisciculturas, também foram coletados
individuos selvagens, provenientes de localidades distintas da mesma regido. Para este estudo foram
obtidos exemplares de R. quelen, R. branneri e R. voulezi, e observa¢des adicionais como sexo,

comprimento e maturidade reprodutiva também foram coletadas.
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Os locais de coleta foram (tabela 1 e imagem 1):

Localidades Regiao Espécie / natureza Simbologia
Gaspar - Santa Catarina R. quelen / cultivo GQ

Pisc. Gaspar
Santa Maria — Rio Grande do Sul R. quelen / cultivo UFQ

Pisc. UFSM
Toledo - Parana R. quelen / cultivo CcTQ

Comer. Toledo
Cagador — Santa Catarina R. quelen / cultivo EPQ

Pisc. EPAGRI
Ilhota — Santa Catarina R. quelen / cultivo ILQ

Pisc. llhota
Pisc. Panama Paulo Lopes - Santa Catarina R. quelen / cultivo PQ
Rio Pirai, Rio Itapocu, Rio Benedito Novo R. quelen / selvagem BLQ

Bacia do Leste
Casilda, Santa Fé - Argentina R. quelen / cultivo PQARG

Pisc. Casilda
Toledo, Parana R. voulezi / cultivo PTV

P. Toledo
Floriandpolis — Santa Catarina R. quelen [/ selvagem LPQ

Lagoa do Peri

Varios pontos ao longo do rio e pequenos

tributarios R. quelen / selvagem RUQ

Alto Rio Uruguai
Casilda, Santa Fé - Argentina R. quelen [/ selvagem SQCARG

Casilda
Rio Riachuelo — Corrientes, Argentina R. quelen [/ selvagem SQARG

Corientes
Rio Sapucai-Mirim, Sdo Paulo R. quelen [/ selvagem sMQ

Sao Paulo
Parana R. voulezi [ selvagem \Y]

Rio Iguagu
Parana R. branneri [ selvagem IB

Rio Iguagu

Tabela 1: Pontos de coleta, espécie e natureza dos individuos coletados e simbologia usada.
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Imagem 1: Pontos de coleta, em destaque Bacia Parana, Paraguai-Uruguai.

As 175 amostras foram acondicionadas em solucdo de etanol a 95%, em criotubos mantidos
em caixas de 100 unidades e preservados em freezers com temperatura abaixo de -4°C. Estas
amostras receberam cddigos de identificacdo individual e nimero de lote registrados no banco de
dados informatizado da colegao do Laboratério de GenGmica e Conservagdao de Peixes (LAGENPE),

Departamento de Ciéncias Bioldgicas de Bauru — UNESP.

3.2 Extragdo e padronizagao do DNA

A partir de tecido de nadadeira foram feitas as extracdes e purificacdo do DNA genO6mico. A
extragdao de DNA foi baseada no protocolo do kit comercial “PureLink Genomic DNA Purification Kit”
(Thermo Scientific), com algumas modifica¢cdes. A concentracdo e qualidade do DNA obtido foram
determinadas através do fluorometro Qubit 2.0 (Invitrogen-Life Tachnologies) e por meio de
eletroforese em gel de agarose 1%. A concentracdo de DNA de 151 individuos foi padronizada para
aproximadamente 20 ng/microlitro e as amostras que ndo estavam nessa concentracdo ou foram

concentradas ou diluidas em agua MiliQ, totalizando 34 microlitros.
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As amostras de DNA obtidas foram mantidas no LAGENPE, formando um banco de tecidos e

de extracdo, para posterior processamento das analises genético-moleculares.

3.3 Single nucleotide polimorphism — SNPs

3.3.1 Construcdo da biblioteca de DNA

Para a construcdo da biblioteca genémica foram utilizados no minimo quatro individuos de
cada localidade, totalizando 156 amostras de R. quelen, R. voulezi e R. branneri (1.04gb). Ela foi
realizada utilizando o protocolo de sequenciamento/genotipagem de SNPs (ddRAD-seq, double
digest Restriction Associated DNA sequencing), descrito por Peterson et al. (2012) e adaptado por
Campos et al. (2017), onde sdo utilizadas duas enzimas de restricdo. Sendo assim, o protocolo foi
dividido em quatro tdpicos principais: dupla digestdo enzimadtica e purificacdo, ligacdo dos

adaptadores, indexagao, pool das amostras e size selection.

3.3.2 Dupla digestdo e purificagdo

Para a reacdo de dupla digestdo, foram utilizados 34 uL de DNA total, 1.0 puL de enzima EcoRl
de corte frequente (20U/uL), 1.0 puL da enzima Mspl de corte raro (10U/uL) e 4.0 uL de tampao
CutSmart (BiolLabs), para otimizacdo da reacdo. A solucdo de volume final 40 uL foi incubada durante
3 horas a temperatura de 37°C, em banho-maria. Em seguida, a reacdo foi digerida e purificada
através do kit ProNex® Size-Selective Purification System (figura 4 A), com beads magnéticas. O
material foi entdo quantificado com o Qubit TM dsDNA BR Assay Kit, para analise do padrao de

concentragdo/uL.
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3.3.3 Ligacdo dos adaptadores e purificagdo

A ligacao dos dois adaptadores hibridizados (P1 e P2) (2.0 uL) foi feita especificamente para
o conjunto de enzimas de dupla digestao, juntamente com 0.5 pL de T4 ligase, 4.0 pL de T4 ligase
Buffer. As amostras foram incubadas a uma temperatura de 23°C por 30 minutos, 65°C por 10
minutos e 63°C por 28 segundos, sendo entdo a temperatura diminuida de 2°C a cada 90 segundos,
até alcancar 23°C. O produto da incubacao foi purificado novamente com o kit ProNex® Size-Selective

Purification System e quantificado através do Qubit, para controle da concentracdo de DNA.

3.3.4 Indexagao

A indexacdo foi feita através da insercao da sequéncia de complemento Nextera® Index
Primers (Illumina, San Diego EUA) i5 e i7 (Nextera DNA CD Indexes — 96 indexes, 96 amostras) em
cada amostra. Para a reacdo, utilizou-se 12.5 pL de Go Tag ®Master Mixes (Promega), 2.5 uL de cada
index i5 e i7 (em cada amostra uma combinacdo diferente, dependendo da concentragdo) e 7.5 uL
de produto purificado. A PCR foi feita com 16 ciclos: 722C durante 3 minutos, 95°C por 30 segundos
e 95°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos (anelamento dos indexes), 72°C por 30 segundos e
72°C por 5 minutos. Em seguida, os fragmentos foram purificados com o kit ProNex® Size-Selective

Purification System, quantificados através do Qubit e normalizados a 30 ng/uL.

3.3.5 Size selection e sequenciamento

O pool foi composto de 20 puL de cada amostra purificada e indexada, totalizando 3120 pL.
Apds nova purificacdo, o pool foi aplicado em gel de agarose 1% e, ao fim da eletroforese (50min),

foi selecionado um tamanho de 250bp a 500bp. O gel foi cortado e purificado através do kit Wizard®
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SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo instrucdes do fabricante. Apds a purificacdo,
a biblioteca foi quantificada através da PCR em tempo real (qPCR), para verificar a porcentagem de

individuos que estdo indexados e quantificada novamente através do Qubit.

O sequenciamento lllumina Hiseq PE150 single-end foi realizado no EUA e incluiu um
controle de qualidade Phyx com cobertura individual de aproximadamente 80 vezes, gerando um

total de 2350000 pb por individuo e um total de 33GB de dados finais.

3.4 Bioinformatica

As analises de bioinformatica foram feitas utilizando o servidor “Zungaro” (servidor ssh), que
estd localizado na UNESP, campus de Botucatu, no Laboratério de Biologia e Genética de Peixes

(LBGP).

3.4.1 Controle de Qualidade

O controle de qualidade inicial das reads foi realizado através do programa FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/), que verifica ruidos e problemas de
sequenciamento, através do relatdrio QC fornecido pelo sequenciador. O software mostra um grafico
com visao geral da faixa de valores de qualidade em todas as bases em cada posi¢do no arquivo FastQ,

aquelas sequéncias que possuiam um score acima de 20 foram selecionadas.

3.4.2 Stacks

O Stacks (Catchen et al., 2011) é um software de uso em C++ e scripts Perl, que incorpora um

modelo estatistico de probabilidade méaxima para identificar polimorfismos e distingui-los de erros
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de sequenciamento. Desse modo, o programa emprega um catdlogo para registrar todos os loci
encontrados em uma popula¢do e compara os individuos a esse catdlogo, para determinar quais
alelos de hapldtipos estdao presentes em cada locus em cada individuo, produzindo estatisticas
gendmicas. A criacdo do catdlogo pode se dar através da abordagem “denovo” (quando a espécie
ndo possui um genoma referéncia) ou baseada em um genoma de referéncia. Até o momento, nao
ha um genoma de referéncia descrito para Rhamdia, portanto nesse estudo, foi utilizada a

abordagem “denovo”.

Primeiramente o mdédulo ustacks foi usado para mesclar RAD-tags em loci putativos para
cada individuo. Para este médulo, permitimos até quatro incompatibilidades entre tags RAD (-M 4) e
uma profundidade minima de trés leituras idénticas para construir um locus (-m 3). Ustacks foi
executado usando o tipo de modelo limitado. Em seguida, foi criado um catalogo de loci por meio do
modulo cstacks utilizando todas as amostras (n = 153) e permitindo quatro desencontros (-n 4) entre
elas. O mddulo sstacks foi usado para construir conjuntos de loci putativos, através do ustacks e
cstacks. Finalizada essa etapa, foi utilizado o médulo tsv2bam, que transpds os dados orientando-os
por locus, ao invés de amostras. O gstacks foi empregado para identificar SNPs dentro da populacao
para cada locus, para que cada individuo fosse genotipado em cada SNP identificado. E por fim, o
madulo populations foi finalmente usado para obter o conjunto de dados SNP inicial, genotipando
em ndo menos que 75% dos individuos, em pelo menos dezesseis populagdes (-r 0.75, -p 16). Além

disso, foi empregado o sinalizador —write_single_snp para nao obter mais de um SNP por locus.

3.4.3 Plink

O software PLINK 1.9 (cog-genomics.org) foi utilizado para aplicar os filtros de controle de

qualidade, excluindo SNPs/individuos que ndo passaram nos seguintes critérios: geno 0.1 (filtra todas
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as variantes com missing call rates que excedem o valor de 0.1), mind 0.1 (faz o mesmo para
individuos) e MAF (Minimum Allele Frequency do alelo menos frequente, > 0,01). Também foram

criados outputs para andlises de clusters genéticos, no pacote R.

3.5 Andlises de diversidade e estruturacdo genética

Para cada localidade, foram calculados: o numero médio de alelos por locus (Na), a
Heterozigosidade esperada (HE), Heterozigosidade observada (HO) e o desvio do Equilibrio de Hardy-
Weinberg, através dos softwares GENEPOP (Rousset, 2008), em R e ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excofier et
al., 2010). As analises da estrutura da populagado foram realizadas usando os conjuntos de dados SNPs
total e, com a finalidade de analisar a diferenciacdo genética entre as populacdes, foram calculados
os valores de FST pairwise, o AMOVA (analise de variancia molecular) e o coeficiente de endogamia

(Fis), também pelo programa ARLEQUIN.

A andlise dos agrupamentos e a representacgao grafica da estrutura genética foram realizadas
pela Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) (Jombart e Ahmed, 2011), através do
pacote estatistico R. Graficos de dispersao foram realizados utilizando o pacote ADEGENET (Jombart

e Ahmed, 2011) para conjuntos de dados total.

O numero de componentes principais retidos foi de 30 e o nimero de clusters genéticos
utilizando os critérios de informacdo bayesiana (Bayesian Information Criterion - BIC) foram 16 e 20

funcgdes discriminantes foram retidas para os conjuntos de dados total.

O software STRUCTURE v.2.3 (Pritchard et al., 2000) foi empregado para agrupar individuos
em populagBes, com base no conjunto de dados total. Os numeros dos clusters (K) foram avaliados

de 1 ao numero de localidades (16). Dez execucdes independentes para cada K foram implementadas
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com um periodo de burn-in de 50.000 iterac¢des, seguido por 100.000 réplicas de Monte Carlo Markov
Chains (MCMC). Um modelo de mistura e frequéncias alélicas correlacionadas foram assumidos. O
valor K mais provavel foi determinado usando os critérios de probabilidade e Delta k (AK) (Evanno et

al., 2005) e calculado usando o STRUCTURE HARVESTER (Earl et al., 2012).

5. Resultados e Discussao

Os resultados e a discussdo estdo descritos e discutidos a seguir em um capitulo em formato
de artigo. As referéncias bibliograficas encontram-se ao final da tese, bem como o material

complementar elaborado.
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Capitulo

Genomica populacional no estudo da diversidade e estruturagao

genética de espécies do género Rhamdia, com énfase no complexo

Rhamdia quelen de cultivo e selvagem
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Resumo

No sul do Brasil e norte da Argentina o género Rhamdia é encontrado em rios e também produzido
em sistemas semi-intensivos para comercializagdo, devido a boa qualidade da carne. Estudos
anteriores constataram que a taxonomia do género é controversa, sendo as espécies, alvo de
constantes realocacdes. Ha hibridacdo e introgressao antrdpica, o que caracteriza um complexo de
espécies, dificultando os estudos de delimitacdo e filogeografia. Considerando a importancia
comercial e ecoldgica de Rhamdia na América do Sul e a escassez de informacgdo genética, o presente
estudo visa caracterizar a estrutura genética populacional e identificar padrdes de diversidade
genética de trés espécies de Rhamdia (complexo Rhamdia quelen, Rhamdia voulezi e Rhamdia
branneri). Amostras foram obtidas de ambiente natural (rios, riachos e lagoa) e de pisciculturas do
estado de Santa Catarina, Paran3, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e norte da Argentina. Foram utilizados
marcadores moleculares do tipo SNPs e, apds dupla digestdao (ddRADseq), sequenciamento lllumina
e filtragens, foram obtidos 1734 loci que estavam distribuidos em 141 individuos. A partir das analises
detectou-se baixa diversidade genética em todos os grupos, sendo os individuos de cultivo os que
possuem menores indices. Os valores de endogamia (Fis) foram positivos e significativos em duas
pisciculturas, indicando possivel endogamia dentro desses grupos. A analise molecular da variancia
(AMOVA) indicou que a maior diferenciacdo genética estd entre os individuos e ndo entre os grupos,
0 que também foi corroborado pela analise de componentes principais, que se mostrou coerente
com a divisdo em 5 grupos. Assim conclui-se que, apesar das popula¢des apresentarem Fst elevado,
elas possuem baixa diversidade genética e indicios de endogamia. Assim conclui-se que o complexo
Rhamdia quelen e as outras espécies aqui estudadas possuem uma certa distancia genética, porém

sdo muito relacionados entre si. Dessa maneira, reforcamos a importancia de mais estudos de
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delimitacdo de espécies e diversidade do complexo Rhamdia quelen e espécies relacionadas, uma

vez que sdo ecologicamente importantes da América do Sul.

INTRODUCAO

A regido neotropical tem alguns dos maiores nimeros de familias de peixes e hd uma alta
proporcdao de familias endémicas pertencentes a ordem dos siluriformes (aprox. 1300 espécies)
(Mastrochirico Filho, 2018). A alta biodiversidade desse ambiente (Casatti et al., 2001; Starez, 2008)
se deve principalmente pela histéria hidrogeoldgica, evolugdo paleontolégica, mudancas climaticas
(Abreu et al., 2011; Piorsk, 2011; Rios et al., 2019, 2020) e pode refletir tanto em altas taxas de
produtividade e diversidade fisioldgica como também no isolamento geografico das espécies

(Ormerod, 2003).

O género Rhamdia esta amplamente distribuido pela América do Sul, desde os Andes até o
norte da Argentina (Perdices et al.,, 2002) e é um importante recurso explorado em toda a sua
distribuicdo geografica (Vaz et al., 2010; Ittzés et al., 2015; Menezes et al., 2015; Scaranto et al., 2018,
Rios et al., 2019). Em trabalho realizado com marcadores COI, Ribolli et al. 2021 indicaram que R.
guelen se trata na verdade de um complexo de espécies denominadas R. quelen, que ocorre apenas
na regido cis-andina. Apesar da importancia comercial e ecolégica, sua histdria de vida permanece
desconhecida, uma vez que o status taxonémico desse grupo permanece confuso e complexo
(Valaddo et al., 2018; Rios et al., 2019; Ribolli et al., 2021), ja que os individuos dessas espécies

possuem semelhanga morfoldgica muito grande.

O termo “espécie criptica” é usado para taxons morfologicamente indistinguiveis para os

quais ha evidéncias (genéticas, ecoldgicas, comportamentais, biolégicas etc.) de que pertencem a

36



diferentes linhagens evolutivas (Mayr, 1970; Bickford et al., 2007). Grupos de tais taxons sdo
comumente referidos como “complexos de espécies cripticas”. Espécies cripticas podem ter
divergido recentemente e ainda ndo terem se tornado morfologicamente distintas, ou sao
distantemente relacionadas, mas mantiveram sua morfologia ancestral ou convergiram
morfologicamente (FiSer et al., 2018; Struck et al., 2018; De Luca et al., 2021). A detec¢do da
estruturacdo genética e delimitacdo das cripticas que compdem o género Rhamdia representa um
desafio uma vez que ainda ndo sao conhecidos os processos histéricos adaptativos que levaram a

diferenciacdo das espécies que compdem o género.

Na primeira revisao sistematica proposta por Silfvergrip (1996), mais de 100 espécies foram
sinbnimas, 46 das quais com R. quelen (Reis et al., 2003; Rios et al., 2020). Dois sinbnimos de R. quelen
(Rhamdia branneri e Rhamdia voulezi) foram recuperados como espécies validas através de estudos
morfoldégicos e moleculares (Garavello e Shibatta, 2016; Ribolli et al., 2017). A partir disso, novas
espécies foram descritas (DoNascimiento et al., 2004; Bichuette e Trajano, 2005; Angrizani e
Malabarba, 2018). Koerber e Reis (2020) indicaram uma nova localidade-tipo em um afluente da Baia
de Guanabara, estado do Rio de Janeiro, para substituir um espécime-tipo ausente de R. quelen.
Apesar disso, uma revisdo taxonémica do género Rhamdia é imediatamente necessdria para explicar
os problemas de delimitacdo das espécies, que dificultam sua identificacdo correta (Koerber e Reis,

2020).
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A1) A.2)

Figura 1: A.1) Rhamdia quelen. Foto: Panorama da Aquicultura, No. 69. A.2) Rhamdia branneri / B: Rhamdia voulezi, Rio

Iguagu. Foto: MZUEL.

Nesse estudo, utilizamos o sequenciamento de DNA associado a sitios de restricdo, com
dupla digestdo (ddRAD-seq) para sub amostrar regides homaélogas putativas do genoma de individuos
do complexo R. quelen, R. voulezi e R. branneri, de pisciculturas e rios da regidao sul do Brasil e norte
da Argentina. O RAD-seq é uma técnica particularmente relevante para estudos focados em espécies
para as quais ndo ha recursos gendmicos disponiveis, pois permite descobrir milhares de SNPs de
todo o genoma enquanto os genotipa em centenas de individuos (Dave et al., 2011; Diaz-Arce et al,
2019).

O objetivo do estudo foi comparar os padroes de diversidade e estrutura genética em
individuos de cultivo e selvagens, no sul da América do Sul e encontrar relagdo entre seus indices de

diversidade e estruturacdo genética dentro/entre grupos.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de amostras e extragao do DNA
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Um total de 156 individuos (141 individuos R. quelen/ 9 individuos R. branneri/ 6 individuos

R. voulezi) foram analisados para marcadores SNPs. As analises gen6micas foram realizadas com

individuos provenientes de 8 pisciculturas e 8 rios, tanto do Brasil quanto Argentina (Tabela 1 e

Imagem 2):

Localidades

Pisc. Gaspar
Pisc. UFSM
Comer. Toledo
Pisc. EPAGRI
Pisc. Ilhota

Pisc. Panama

Bacia do Leste
Pisc. Casilda
P. Toledo
Lagoa do Peri

Alto Rio Uruguai

Casilda

Corientes
Sdo Paulo
Rio Iguagu

Rio Iguagu

Regiao

Gaspar - Santa Catarina

Santa Maria — Rio Grande do Sul
Toledo - Parand
Cacgador — Santa Catarina

Ilhota — Santa Catarina

Paulo Lopes - Santa Catarina

Rio Pirai, Rio Itapocu, Rio Benedito Novo
Casilda, Santa Fé - Argentina

Toledo, Parana

Floriandpolis — Santa Catarina

Varios pontos ao longo do rio e pequenos
tributarios

Casilda, Santa Fé - Argentina

Rio Riachuelo — Corrientes, Argentina
Rio Sapucai-Mirim, Sdo Paulo

Parana

Parana

Espécie / natureza
R. quelen / cultivo
R. quelen / cultivo
R. quelen / cultivo
R. quelen / cultivo
R. quelen / cultivo

R. quelen / cultivo

R. quelen [ selvagem
R. quelen / cultivo
R. voulezi / cultivo
R. quelen / selvagem

R. quelen / selvagem

R. quelen / selvagem
R. quelen / selvagem
R. quelen / selvagem
R. voulezi [ selvagem

R. branneri [ selvagem

Tabela 1: Pontos de coleta, espécie e natureza dos individuos coletados e simbologia usada.

Simbologia
GQ

UFQ

cTa

EPQ
ILQ

PQ
BLQ

PQARG
PTV
LPQ

RUQ

SQCARG
SQARG

sMQ
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Imagem 2: Pontos de coleta, em destaque Bacia Parana, Paraguai-Uruguai.

O tecido de nadadeira foi acondicionado em solucdo de etanol a 95%, em criotubos
preservados em freezers com temperatura abaixo de -4°C. Estas amostras receberam codigos de
identificacdo individual e nimero de lote registrados no banco de dados informatizado da colecdo
do Laboratério de Genética de Peixes (LAGENPE), Departamento de Ciéncias Bioldgicas de Bauru —
UNESP. A extracdo de DNA foi baseada no protocolo do kit comercial “PureLink Genomic DNA
Purification Kit” (Thermo Scientific), com algumas modificacGes. A concentracdo e qualidade do DNA
obtido foram determinadas através do fluorometro Qubit 2.0 (Invitrogen-Life Technologies) e por
meio de eletroforese em gel de agarose 1%. A concentragdo de DNA dos 151 individuos foi
padronizada para aproximadamente 20 ng/microlitro e as amostras que ndo estavam nessa

concentracao ou foram concentradas ou diluidas em agua MiliQ, totalizando 34 microlitros.
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Construgdo e sequenciamento da biblioteca de SNPs

Apds as etapas de quantificacgdo do DNA, cada amostra foi padronizada para uma
concentracdo final de 200ng/ul. Para caracterizar os marcadores moleculares SNPs, foi realizada a
construcao das bibliotecas ddRADseq (double digest Restriction Associated DNA sequencing),
utilizando o protocolo descrito em Campos et al. (2017), seguindo as diretrizes originais de Peterson
et al. (2012), onde foram duas enzimas de restricdo (EcoRI e Mspl). A purificacdo de todas as etapas
foi efetuada com beads do kit ProNex® Size-Selective Purification System e a indexagao das amostras
foi feita através da insercdo da sequéncia de complemento Nextera® Index Primers (lllumina) i5 e i7.
Afim de selecionar o tamanho dos fragmentos de interesse, foi feito o size selection do pool de
amostras selecionando um tamanho de 300pb a 500pb, que foi purificado. A biblioteca foi
guantificada em PCR em tempo real (qPCR), sendo realizado o sequenciamento lllumina Hiseq PE150
single-end, onde foi incluido um controle de qualidade Phyx com cobertura individual de

aproximadamente 80 vezes, gerando 2350000 pb por individuo e um total de 33GB de dados finais.

Processamento dos dados e genotipagem dos SNPs

Os dados brutos foram demultiplexados e o controle de qualidade inicial das reads foi
realizado através do programa FastQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/). Somente

aquelas sequéncias que possuiam um score acima de 20 foram selecionadas.

As leituras de sequenciamento filtradas foram processadas e genotipadas usando as
pipelines de construcdo de loci STACKS v.1.46, sem um genoma de referéncia. O primeiro médulo,
ustacks, foi usado para mesclar RAD-tags em loci putativos para cada individuo. Para este médulo,
permitimos até quatro incompatibilidades entre tags RAD (-M 4) e uma profundidade minima de trés

leituras idénticas para construir um locus (-m 3). Em seguida, foi criado um catalogo de loci por meio
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do mdédulo cstacks utilizando todas as amostras (n = 156) permitindo quatro mismatches (-n 4) entre
elas. Finalizada essa etapa, foi utilizado o médulo tsv2bam, que transp6s os dados orientando-os por
locus, ao invés de amostras. Depois, o gstacks foi empregado para identificar SNPs dentro da
populacdo para cada locus, para que cada individuo fosse genotipado em cada SNP identificado. E
por fim, o mddulo populations foi finalmente usado para obter o conjunto de dados SNP inicial,
genotipando em ndo menos que 75% dos individuos, em pelo menos dezesseis populagdes (-r 0.75,
-p 16). Além disso, foi empregado o sinalizador —write_single_snp para ndo obter mais de um SNP

por locus.

O software PLINK 1.9 (cog-genomics.org) foi utilizado para aplicar os filtros de controle de
qualidade, excluindo SNPs/individuos que ndo passaram nos seguintes critérios: geno 0.1 (filtra todas
as variantes com missing call rates que excedem o valor de 0.1), mind 0.1 (faz 0 mesmo para

individuos) e MAF (Minimum Allele Frequency do alelo menos frequente, > 0.01.

Diversidade genética e estruturagdo populacional

Para cada localidade foram calculados no R, através do pacote Genepop (Rousset, 2008), o
numero médio de alelos por locus (Na), Heterozigosidade esperada (He) e a Heterozigosidade
observada (Ho), além do Desvio do Equilibrio de Hardy Weinberg. Para analisar a diferenciacdo
genética entre as populagdes foram calculados os valores de FST pairwise e o AMOVA (andlise de
variancia molecular), além do coeficiente de endogamia (FIS), que foram estimados usando o
programa ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excofier et al., 2010). A analise dos agrupamentos e a representacao
grafica da estrutura genética foram realizadas pela Analise Discriminante de Componentes Principais
(DAPC) (Jombart e Ahmed, 2011), através do pacote estatistico R. Graficos de dispersdo foram

realizados utilizando o pacote ADEGENET (Jombart e Ahmed, 2011) para conjuntos de dados total. O
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numero de componentes principais retidos foi de 30 e o numero de clusters genéticos utilizando os
critérios de informagdao bayesiana (Bayesian Information Criterion - BIC) foram 16 e 20 funcgdes

discriminantes foram retidas para os conjuntos de dados total.

A andlise bayesiana da estrutura da populacdo foi realizada no STRUCTURE v. 2.3, para
agrupar individuos em populagdes com base no conjunto de dados total. Os nimeros dos clusters (K)
foram avaliados de 1 ao numero de localidades (16) K = 1 a K = 16. Dez execucdes independentes
para cada K foram implementadas com um periodo de burn-in de 50.000 itera¢Oes, seguido por
100.000 réplicas de Monte Carlo Markov Chains (MCMC). Um modelo de mistura e frequéncias
alélicas correlacionadas foram assumidos. O valor K mais provavel foi determinado usando os
critérios de probabilidade e Delta k (AK) (Evanno et al., 2005) e calculado usando o Structure

Harvester (Earl et al., 2012).

RESULTADOS

Processamento de dados do genoma e genotipagem

Um total de 290.589.519 leituras brutas foram recuperadas da plataforma de sequenciamento,
representando uma média de 1.862.753 leituras por individuo. Depois de aplicar os filtros iniciais de

gualidade e trimagem das sequéncias, foram obtidas 220.044.390 leituras.

Através do Stacks foi construido um catalogo de 468.803 loci, por meio do mddulo cstacks
e, apos a execucdao do moddulo populations, foram recuperados 3314 loci. Apds as filtragens pelo

Plink, através dos filtros GENO, MIND e MAF, foram retidos 141 individuos e 1734 loci.
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Diversidade e estrutura genética

A diversidade genética apresentou média de 0.753 (He) em todas as populag¢des. (Na) variou
de O (R. quelen, Piscicultura Ilhota - ILQ) a 1.34 (R. quelen, Piscicultura Comercial Toledo - CTQ) (tabela
3), enquanto (He) variou de 0.527 (R. quelen, Piscicultura Casilda, Argentina - PQARG) a 0.885 (R.
quelen, Bacia do Leste - BLQ). (He) de R. voulezi (IV) foi de 0.743 e de R. branneri (I1B) foi de 0.584. A
média (He) de cultivo foi 0.748 e a média (He) selvagens foi 0.751 (Tabela 1 e Grafico 1). A média dos
valores dos valores de Fis foi de 0.08994 com valores nao significativos proximos a zero em todas as
populacdes, exceto para as populacdes 4 (CT) e 8 (BLQ), que mostravam valores de Fis altos e

significativos (tabela 2):
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Localidades Espécie / natureza N Nf Na MAF Ho He Fis N. sitios
polimérficos

Pisc. Gaspar (GQ) R. quelen / cultivo 6 6 1.13 0.275 0.704 0.866 -0.05781 5
Pisc. UFSM (UFQ) R. quelen / cultivo 9 7 1.16 0.275 0.563 0.862 0.39841 5
Comer. Toledo (CTQ) R. quelen / cultivo 6 6 1.34 0.256 0.542 0.881 0.08470* 39
Pisc. EPAGRI (EPQ) R. quelen / cultivo 10 10 1.12 0.287 0.586 0.542 -0.24292 13
Pisc. Ilhota (ILQ) R. quelen / cultivo 10 10 0 0.287 0.385 0.809 0.04956 7
Pisc. Panama (PQ) R. quelen / cultivo 16 16 1.17 0.285 0.547 0.801 -0.08334 25

Pisc. Casilda (PQARG) R. quelen / cultivo 8 8 1.17 0.304 0.414 0.527 0.03422 19
P. Toledo (PTV) R. voulezi / cultivo 9 8 1.16 0.212 0.585 0.737 -0.04064 6
Bacia do Leste (BLQ) R. quelen / selvagem 7 6 1.14 0.274 0.744 0.885 0.061105* 20
Lagoa do Peri (LPQ) R. quelen [ selvagem 9 9 1.23 0.312 0.423 0.698 0.18341 14
Alto Rio Uruguai (RUQ) R. quelen / selvagem 8 8 1.21 0.258 0.332 0.666 0.18934 26
Casilda (SQCARG) R. quelen [ selvagem 11 11 1.19 0.356 0.623 0.869 -0.06790 10
Corientes (SQARG) R. quelen [ selvagem 17 17 13 0475 0.651 0.875 0.05004 89
Sdo Paulo (SMQ) R. quelen [ selvagem 4 4 1.07 0.243 0.668 0.695 0.02136 0
Rio Iguacu (1V) R. voulezi [ selvagem 6 6 1.2 0.358 0.441 0.743 0.08897 4
R. Iguagu (IB) R. branneri [ selvagem 1.2 0232 0.476 0.584 0.02813 4

6 9

Tabela 2: N = nimero de amostras; Nf = nUmero de amostras pds-filtragens; MAF = menor frequéncia alélica (MAF) =
0,01; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; Fis = indice de endogamia, em negrito, Fis p <
0,05; Ne, tamanho efetivo da populagéo.

45



(He) e (Ho) em individuos selvagens
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Figura 3: Representacdo grafica da a) Heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) em selvagens; b)
Heterozigosidade esperada e observada, em Rhamdias de cultivo.

A porcentagem de variacdo entre os grupos (AMOVA) foi de aproximadamente 25%, sendo a

diferenga entre individuos a mais pronunciada (54%) (Tabela 3):
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Fonte de variacao Soma dos Componentes Porcentagem de

quadrados de variancia variacao
Entre grupos 6500.135 26.89257 24.84
Entre populacdes dentro de grupos 4077.183 17.27443 15.96
Entre individuos dentro das populagdes 8940.949 5.76412 5.32
Entre individuos 8398.500 58.32292 53.88
Total 27916.767 108.25404

Tabela 3: Anélise da variancia molecular (AMOVA) entre / dentro das popula¢des de Rhamdia. Em negrito:
diferenciagdo entre os grupos.

Os resultados DAPC baseados no conjunto total de loci mostraram uma diferenciagao entre
5 grupos: um composto por individuos selvagens da Argentina (SQARG), um grupo contendo
individuos selvagens de S3ao Paulo (SMQ), outro grupo contendo individuos de piscicultura do Parana
(CTQ), um grupo grande contendo varias localidades tanto selvagens, quanto de piscicultura —
incluindo R. voulezi e R. branneri - (IV, 1B, SQCARG, PQARG, RUQ, UFQ, BLQ, PTV, LPS) e um ultimo
grupo, ainda que préximo ao grupo anterior, contendo individuos sé de piscicultura (PQ, GQ, ILQ,

EPQ) (Figura 5).

Para vermos melhor a separacdo entre as populagdes dentro dos grupos, tiramos os pontos
extremos do mapa (SCARG e SMQ) e fizemos novamente um grafico DAPC. Esse diagrama nos
mostrou uma separagdo maior entre individuos R. quelen de CTQ e EPG. Podemos notar que os
individuos da Argentina (SQCARG, PQARG) se agrupam perto dos individuos da Bacia do Leste (BLQ)
e Lagoa do Peri (LPQ) e que os individuos de Gaspar (GQ), llhota (ILQ), Panama (PQ), UFSM (UFQ) e
R. voulezi de Toledo (PV) se encontram mais préoximos a individuos da EPAGRI (EPQ). J& R. voulezi (IV)
se separou um pouco, porém continua perto de R. branneri (IB) e individuos de R. quelen do Alto Rio

Uruguai.
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Figura 4: Grafico de dispersdo DAPC (Analise Discriminante de Componentes Principais) de individuos do complexo
Rhamdia quelen, Rhamdia voulezi e Rhamdia branneri no Sul do Brasil e Norte da Argentina com base no numero total
de 1734 loci. Os individuos sdo agrupados por localidade e as cores referem-se as diferentes localidades, entre selvagens
e pisciculturas: SQARG (R. quelen/selvagem, Corientes, Argentina), SMQ (R. quelen/selvagem, Sdo Paulo), SQCARG (R.
quelen/selvagem, Casilda, Argentina), BLQ (R. quelen/selvagem, Bacia do Leste, Santa Catarina), LPS (R. quelen/selvagem,
Lagoa do Peri, Santa Catarina), RUQ (R. quelen/selvagem, Alto Rio Uruguai, Santa Catarina), IV (R. voulezi/selvagem, Santa
Catarina), IB (R. branneri/selvagem, Santa Catarina), CTQ (R. quelen/piscicultura, C. Toledo, Parand), PQARG (R.
quelen/piscicultura, Casilda, Argentina), UFQ (R. quelen/piscicultura, Rio Grande do Sul), PQ (R. quelen/piscicultura,
Panama, Santa Catarina), GQ (R. quelen/piscicultura, Gaspar, Santa Catarina), ILQ (R. quelen/piscicultura, Ilhota, Santa

Catarina), EPQ (R. quelen/piscicultura, Epagri, Santa Catarina), PTV (R.voulezi/piscicultura, C. Toledo, Parana).

As andlises a partir do Structure mostraram os melhores resultados de agrupamento para K
= 2 (figura 3), suportado pelos critérios Delta K (AK) e Ln (PX|K) (Arquivo Suplementar). Além disso,

mostramos a segunda melhor opcdo AK para fins de comparacdo: k = 4, para o mesmo conjunto de

dados.
a)
1.00 S
0.80
b) 0.60 -
0.40
0.20
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

c) 1000

Delta K

200 \

Figura 5: Estrutura populacional estimada (a) K = 2; (b) K = 4, em Structure, de R. quelen, R. voulezi e R. branneri no Sul
do Brasil e Norte da Argentina. Cada barra vertical colorida representa a fragao estimada de adesdo de um individuo nos
principais aglomerados populacionais. (c) Grafico do valor delta K que determina o nimero ideal de grupos presentes na
andlise. POP1: SQARG (R. quelen/selvagem, Corientes, Argentina), POP2: SMQ (R. quelen/selvagem, Sdo Paulo), POP3:
GQ (R. quelen/piscicultura, Gaspar, Santa Catarina), POP4: UFQ (R. quelen/piscicultura, Rio Grande do Sul), POP5: IV (R.
voulezi/selvagem, Santa Catarina), POP6: IB (R. branneri/selvagem, Santa Catarina), POP7: CTQ (R. quelen/piscicultura, C.
Toledo, Parana), POP8: BLQ (R. quelen/selvagem, Bacia do Leste, Santa Catarina), POP9: EPQ (R. quelen/piscicultura,
Epagri, Santa Catarina), POP10: ILQ (R. quelen/piscicultura, llhota, Santa Catarina), POP11: PQ (R. quelen/piscicultura,
Panamd, Santa Catarina), POP12: LPS (R. quelen/selvagem, Lagoa do Peri, Santa Catarina), POP13: RUQ (R.
quelen/selvagem, Alto Rio Uruguai, Santa Catarina), POP14: SQCARG (R. quelen/selvagem, Casilda, Argentina), POP15:

PQARG (R. quelen/piscicultura, Casilda, Argentina), POP16: PTV (R.voulezi/piscicultura, C. Toledo, Parana).

Os histogramas de estrutura para K = 2 foram parcialmente concordantes com o padrdo
encontrado por DAPC, uma vez que o grupo 1 (SQARG) se difere dos outros grupos, que por sua vez
formam um Unico aglomerado com leves sinais de mistura. Porém quando vemos a estrutura para k
=4, notamos uma maior semelhan¢a com a analise de discriminantes, uma vez que ha diferenciacao
do grupo 1, grupo 2 (SMQ), grupo 4 (CTQ) e grupo com restante das localidades. Se analisarmos o

melhor valor de k = 5 (como indicado pelo DAPC),
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Quando analisados os cinco grupos, os resultados de diferenciacdo genética pairwise (Fst)
foram significativos para a maioria das comparagdes testadas (exceto entre ILQ x LPS) e as analises
mostraram alta diferenciagdo entre os grupos, sendo a maior diferenciagao entre SMQ x UFQ, com
Fst =0.619 (P < 0.05) e a menor entre BLQ x PQ, com Fst = 0.046 (P < 0.05).

A maior diferenciagdo genética pairwise entre R. quelen e R. voulezi selvagens se deu entre
IV x SQARG, com Fst =0.51508 (P < 0.05). Ja a menor diferenciacdo se deu entre IV x BLQ, com Fst =
0.06149 (P < 0.05). A maior diferenciacdo entre R. branneri e R. quelen selvagens se deu entre IB x
SMQ, com Fst =0.58961 (P < 0.05) e a menor se deu entre IB x RUQ, Fst =0.15952 (P < 0.05). A maior
diferenciacdo genética pairwise entre pisciculturas se deu entre CTQ x EPQ, com Fst = 0.37724 (P <

0.05) e a menor diferenciacdo genética entre GQ x PQ, com Fst = 0.04828 (P < 0.05) (Tabela 3).
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SQARG
sMQ
GQ
cTQ
UFQ
BLQ
EPQ
ILQ

PQ
LPQ
RUQ
SQCARG
PQARG
PTV

SQARG
0,000
0,543
0,520
0,558
0,574
0,501
0,381
0,489
0,510
0,485
0,533
0,490
0,525
0,535

0.515
0.572

sMQ

0,000
0,515
0,550
0,619
0,484
0,327
0,409
0,455
0,459
0,561
0,306
0,511
0,570

0.505
0.590

GQ

0,000
0,147
0,122
0,066
0,277
0,201
0,048
0,247
0,298
0,232
0,112
0,174

0.073
0.221

cTQ

0,000
0,185
0,135
0,338
0,257
0,125
0,313
0,364
0,251
0,200
0,258

0.138
0.286

UFQ

0,000
0,125
0,377
0,302
0,111
0,342
0,375
0,320
0,168
0,222

0.102
0.259

BLQ

0,000
0,278
0,211
0,046
0,272
0,313
0,214
0,109
0,163

0.061
0.228

EPQ

0,000
0,186
0,253
0,236
0,315
0,214
0,298
0,334

0.271
0.370

iLQ

0,000
0,133
0,067
0,143
0,167
0,207
0,284

0.204
0.195

PQ

0,000
0,202
0,246
0,174
0,091
0,146

0.058
0.187

LPQ

0,000
0,078
0,252
0,272
0,321

0.259
0.177

RUQ SQCARG
0,000
0,321 0,000
0,300 0,246
0,355 0,316
0.316 0.207
0.160 0.340

PQARG

0,000
0,131

0.127
0.239

PTV v IB
0,000
0.177 0.000
0.294 0.225 0.000

Tabela 4: indice de fixacdo (Fst) pairwise entre os diferentes grupos. Valores todos significativos P < 0.05. Precisa colocar legenda dos c6digos na legenda da tabela. SQARG

(R. quelen/selvagem, Corientes, Argentina), SMQ (R. quelen/selvagem, S3o Paulo), GQ (R. quelen/piscicultura, Gaspar, Santa Catarina), CTQ (R. quelen/piscicultura, C. Toledo,

Parana), UFQ (R. quelen/piscicultura, Rio Grande do Sul), BLQ (R. quelen/selvagem, Bacia do Leste, Santa Catarina), EPQ (R. quelen/piscicultura, Epagri, Santa Catarina), ILQ

(R. quelen/piscicultura, llhota, Santa Catarina), PQ (R. quelen/piscicultura, Panama, Santa Catarina), LPQ (R. quelen/selvagem, Lagoa do Peri, Santa Catarina), RUQ (R.

quelen/selvagem, Alto Rio Uruguai, Santa Catarina), SQCARG (R. quelen/selvagem, Casilda, Argentina), PQARG (R. quelen/piscicultura, Casilda, Argentina), PTV

(R.voulezi/piscicultura, C. Toledo, Parana), IV (R. voulezi/selvagem, Santa Catarina), IB (R. branneri/selvagem, Santa Catarina).



DISCUSSAQ

Neste estudo, foi analisada pela primeira vez a diversidade genética populacional de
Rhamdias do sul do Brasil e norte da Argentina, provenientes de pisciculturas e selvagens, através do
método ddRAD. Isso nos permitiu obter 1734 SNPs totais em 141 individuos selvagens e de

piscicultura, representados pelo complexo de espécies R. quelen, R. voulezi e R. branneri.

Em um cenario onde essas espécies apresentam muitas semelhangas na forma corporal, no
padrdo de cores e no uso do habitat (Ribolli, 2017), além da producao indiscriminada de cruzamentos
interespecificos no cultivo, e da contaminagdo genética de estoques silvestres, sdo necessarios cada
vez mais estudos caracterizando a diversidade e estruturacdo dos grupos genéticos, além da

identificacdo e delimitacdo das espécies cripticas que compdem o complexo de espécies.

Ribolli et al. (2017) identificaram, através de analise de DNA barcode, R. branneri e R. voulezi
como duas MOTUs distintas, com individuos da mesma localidade que usamos neste estudo,
corroborando com a reavaliacdo morfoldgica de Gravello e Shibatta (2016). R. branneri e R. voulezi
sdo consideradas endémicas do rio Iguacu, porém, de acordo com Rios et al. (2020) e Ribolli et al.
(2021), é possivel que a area de distribuicdo dessas espécies seja ampliada, uma vez que eventos de
geodispersao e variancia podem ter contribuido para a caracteriza¢ao da diversidade e estruturacao
dos individuos ao longo dos anos. Porém, quando analisamos a diferenciagdo genética, as andlises de
discriminante e o STRUCTURE, com muitos marcadores nucleares SNPs, podemos notar que a
diferenciacdo genética entre R. voulezi e R. branneri e individuos do complexo R. quelen de outras

localidades selvagens, ndo é tao alta.

Portanto, a partir deste e de outros estudos que evidenciam a complexidade do género, é
prudente considerar a possibilidade de revisdo do complexo R. quelen, incluindo R. voulezi e R.

branneri.



Grupos - Rhamdias selvagens

Nesse estudo foi possivel caracterizar, abrangendo grande parte do genoma, a diversidade
e estrutura genética de trés espécies (ainda sdo espécies) do género Rhamdia: complexo R. quelen,

R. voulezi e R. branneri.

De maneira geral, os indices de heterozigosidade esperada foram maiores que os indices de
heterozigosidade observada em todos os grupos selvagens, indicando deficiéncia de heterozigotos.
A deficiéncia de heterozigotos é relativamente comum em popula¢des de peixes e estd associada a
eventos de subdivisdo populacional e endogamia (Taylor et al., 2015), e podem ser consequéncia da
baixa inclusdo de individuos provenientes de popula¢des portadoras de diferentes frequéncias
alélicas, conforme sugerido por Hartl (2020). Em estudos utilizando marcadores microssatélites os
indices de heterozigosidade se mostraram semelhantes aos encontrados neste estudo, mesmo os

microssatélites sendo de natureza multi-alélica (Rios et al., 2017; Rios et al., 2019).

Fis é o indice de desvio das propor¢des de Hardy-Weinberg dentro das subpopulacdes, onde
valores positivos indicam uma deficiéncia de heterozigotos, e valores negativos indicam um excesso
de heterozigotos em relacdo ao esperado EHW. Para os peixes da Bacia do Leste (BLQ), a endogamia
foi corroborada com o alto valor significativo de Fis e baixo indice MAF, que indicam ocorréncia de
homogeneizacdo e baixa variabilidade genética. Esse padrao também foi visto em todas as outras

populacdes selvagem desse estudo.

No caso das Rhamdias, o fato de serem peixes ndo migradores pode explicar, em partes, os
altos indices de heterozigosidade esperada, valor alto de Fis em BLQ e indices MAF mais baixos, uma
vez que individuos ndo migradores sdo mais propensos aos efeitos do “gargalo-de-garrafa” e deriva

genética (Hartl, 2020). A conexdo entre a baixa dispersao de algumas espécies de peixes neotropicais
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e baixa variabilidade genética ja foi sugerida por varios autores (Zawadzki et al., 2005; Sofia et al.,

2008; Philippsen et al., 2009; Ferreira et al., 2015; Rautenberg et al., 2022).

A baixa variabilidade pode ser explicada também pela a¢do antrépica, uma vez que algumas
regioes coletadas incluem areas densamente urbanizadas inclusive com barramentos, como é o caso
do Rio Iguacu (Paranad) e Rio Sapucai-Mirim (Sdo Paulo), rios sujeitos a varias formas de interferéncia
antrépica em longos trechos. Os individuos caracterizados como R. voulezi e R. branneri (Ribolli et al.
2017) na regido do lguacu, apresentaram indices de diversidade semelhantes aos encontrados para
individuos do complexo R. quelen selvagens de outras regides, indicando deficiéncia de
heterozigotos. A interferéncia humana pode causar perdas irreversiveis na variagcdo genética nativa,
acumulo de mutagdes levemente deletérias, depressao endogamica e incapacidade das popula¢des

de responder as mudancas ambientais (Frankham, 2010; Templeton, 2011).

Embora ndo haja pesquisas comparativas utilizando ddRad em para o género Rhamdia,
eventos de gargalos ja foram descritos para espécies de bagres migradores resultantes da
interferéncia humana: Coronel et al. (2004) relataram evidéncias de reducdo histérica em uma
populacdo de P. reticulatum (P. fasciatum) da Amazonia boliviana, Huergo et al. (2011) descreveram
um evento de gargalo para Brachyplatystoma capapretum e Do Prado et al., (2018) descreveram em

P corruscans e P. reticulatum, devido a construcdo de barragens.

A auséncia de fluxo génico vivenciada por espécies nao-migradoras é elucidada pelo alto
valor do indice Fst pairwise encontrado nesse estudo, parametro utilizado para avaliar a
diferenciacdo total entre grupos, que pode estar relacionado a reducdo da heterozigosidade em

razao da deriva genética e do aumento do endocruzamento.

A maior diferenciacdo dentro do complexo Rhamdia quelen é entre SMQ x UFQ. De fato, a
populacdo de Sdo Paulo (SMQ) é diferenciada dos outros grupos (assim como Corientes — SQARG)
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quando analisamos o grafico de componentes; esses peixes podem estar cruzando entre si,
mantendo a diversidade, porém se diferenciando dos demais. Em Sao Paulo, a regido onde os peixes
foram coletados faz parte do complexo de rios tributdrios ao Rio Grande, onde ha grande quantidade
de PCHs e projetos de reintroduc¢do de espécies. Quando feito de maneira correta, o repovoamento
pode aumentar a densidade e automanutencdo de populagdes naturais (Heggenes et al., 2006),

portanto o repovoamento, nesse caso, pode ter ajudado esse grupo a diferenciar dos demais.

Grupo - Rhamdias de cultivo

Em geral, os estoques cultivados tém a tendéncia de mostrar variabilidade genética reduzida ao
longo das geracdes devido a selecdo artificial e um nimero reduzido de reprodutores na populacao
base inicial (Li et al., 2017; Aguiar et al., 2018; Zhang et al., 2018), isso ocorre porque o cultivo busca
selecionar alelos de interesse. Neste estudo, os valores de heterozigosidade esperada foram maiores
gue a heterozigosidade observada em todos os locais amostrados, e os valores de Fis ndo foram
significativos, exceto para Comercial Toledo (CTQ), que mostrou um indice baixo de endogamia,

mesmo com valores de MAF igualmente baixos e diferencga relativamente grande entre Ho e He.

A populagdo amostral CTQ que se diferenciou dos demais tanto nas analises de
componentes principais, quanto de estruturacao genética. Toledo estd localizado no estado do
Parand, que ocupa o segundo lugar em produc¢do de pescado no sul do pais, tendo um modelo de
producdo definido no qual a pratica do cruzamento entre individuos sem monitoramento genético
correto € comum (Peixe BR, 2022). O indicio de endogamia nesse local remete ao fato de muitas
pisciculturas utilizarem individuos de outras fazendas para montar seu banco de reprodutores,
muitas vezes sem o conhecimento genético e ecoldgico adequado, podendo levar a hibridizacdo

entre espécies, o que altera a dindmica genética local (Steyer et al., 2018; Nobile et al., 2020). Essa
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dinamica pode ser evidenciada também pela baixa estruturacdo genética entre os individuos desse
estudo e pelo grafico DAPC, onde temos a diferenciacao de um grupo genético, formado pelas
pisciculturas EPAGRI (EPQ), Gaspar (GQ), Ilhota (ILQ) e Panama (PQ), todas localizadas no estado de

Santa Catarina.

Em estudo anterior Virmond et al., (2018) compararam a diversidade genética de R. quelen
entre a piscicultura Gaspar e a piscicultura da EPAGRI, através de cinco marcadores microssatélites.
Eles encontraram indices de endogamia (Fis) com valores negativos, evidenciando que nao houve
cruzamentos consanguineos entre as subpopulac¢des. O valor de divergéncia genética (Fst) foi baixo,
indicando baixo nivel de divergéncia genética nas populag¢des e a andlise AMOVA demonstrou que a
maior variabilidade genética se encontra dentro das populagdes, sugerindo que o manejo
reprodutivo adotado se mostrou adequado, uma vez que garantiu a manuteng¢do da variabilidade
genética das populagbes. Na realidade, a mistura de linhagens diferentes pode elevar a diversidade
genética e ndo apenas o controle de cultivo. De fato, tal resultado foi diferente do encontrado no
presente estudo; apesar dos individuos da EPAGRI apresentaram Ho ligeiramente menor ao He,
mostrando que ha um certo padrao uniforme de variabilidade, o MAF se mostrou baixo e o valor
negativo de Fis ndo se mostrou significativo. A populacdo de Gaspar também teve indice Fis
negativo/ndo significativo, porém sua heterozigosidade esperada foi maior que a observada,
indicando baixa variabilidade genética dentro da populacdo. O mesmo padrdo se nota nas

pisciculturas que foram agrupadas no mesmo cluster da EPAGRI e Gaspar.

A similaridade genética entre esses grupos de cultivo da EPAGRI, pode ser justificada pela
troca de individuos (linhagens) entre essas pisciculturas, porém, é importante avaliar como a
diversidade genética pode ser mantida quando se considera a possibilidade de ocorréncia de

gargalos, devido a falta de variabilidade apresentada nas pisciculturas. Espécies de cultivo com baixa
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diversidade genética, devido a potenciais eventos de deriva, podem ser potencialmente
contaminadoras ndo sé de outras pisciculturas, mas de ambientes selvagens (Vaini et al., 2014; Do
Prado et al., 2017; Scaranto et al., 2018), uma vez que pode diminuir o poder adaptativo dos
individuos locais ao longo dos anos. Além disso, o fato de se utilizar muitos marcadores SNPs para
calcular os indices de diversidade tornam os dados muito mais confidveis, uma vez que eles sdo
capazes de revelar polimorfismos ocultos ndo detectados por outros marcadores (Liu e Cordes, 2004;

Lemopoulos et al., 2019).

O complexo Rhamdia quelen e a diversidade

O cruzamento natural entre individuos de espécies diferentes ocorre mais frequentemente
em peixes e pode estar associado ao surgimento de novas linhagens evolutivas, especiacdo e fluxo
génico (Burke e Arnold, 2001; Abbot et al., 2013). Porém, a atividade humana, como introducao de
espécies exdticas, alteracdo de habitat e contato com hibridos artificiais vindos do cultivo, tém
alterado a dindmica genética dos ambientes selvagens (Brennan et al., 2014; Hasselman et al., 2014;
Hasshimoto et al.,, 2014) e é considerada uma ameaca a biodiversidade genética e ecoldgica

(Allendorf et al., 2010; Do Prado et al., 2017).

No complexo Rhamdia a delimitacdao das espécies é limitada devido a alta semelhanca
morfolégica e possivel hibridizacdo entre elas. Esse € um dos motivos de Ribolli et al. (2021) sugerir
qgue R. guelen se trata de um complexo de espécies, que necessita, urgentemente, de revisao
taxondmica. As dificuldades associadas a identificacdo e separacdo de diferentes linhagens de uma
espécie ou mesmo espécies diferentes morfologicamente semelhantes e utilizadas na aquicultura

tém favorecido a producdo e cultivo desses peixes como uma Unica espécie (Hashimoto et al., 2014 ).
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Como o cultivo de R. quelen é feito deliberadamente sob o nome popular “jundia”, a
comercializagdo e producdo de diferentes espécies linhagens genéticas, sem conhecimento ou
caracterizagdo genética inicial, pode ser um problema, pois resulta em cruzamentos interespecificos,
problemas com a reprodugdo da espécie e a contaminagdo dos estoques silvestres. Quando
observamos o grafico DAPC sem dois dos grupos extremos, notamos que ha uma separacao entre os
clusters, porém tanto os individuos selvagens, quanto os de piscicultura ainda se mantém muito
proximos, sendo corroborado pelos indices de diversidade genética e pelo STRUCTURE. De acordo
com Rios et al., 2017 e Scaranto et al., 2018, individuos do complexo R. quelen podem estar
hibridizando com R. branneri e R. voulezi ndo sé na piscicultura, mas também na natureza, o que

reforca a premissa de cruzamentos interespecificos.

A auséncia de radiacdo adaptativa nessas espécies, que provavelmente evoluiram em um
periodo relativamente curto de tempo (Bermingham e Martin, 1998; Bussing, 1976, 2016; Perdices
et al. 2002), aliado a eventos de vicariancia e geodispersao, hibridizacdo e a auséncia de leis e
regulamentacdes especificas para a produc¢ao do jundia tornam o estudo do género Rhamdia muito
desafiador. Aliado a isso, a soltura de hibridos na natureza tem se tornado frequente e, em alguns
casos, com alta abundancia de individuos soltos (Casimiro et al., 2018). Os registros de hibridos no
ambiente natural concentram-se na regido Sudeste, principalmente na bacia do alto rio Parand e com

membros da familia Pimelodidae (do Prado et al., 2012; Vaini et al., 2014; Yabu et al., 2018).

Nossas analises gendmicas populacionais caracterizaram a diversidade e estruturacao
genética do complexo R. quelen, R. voulezi e R. branneri, de populac¢des selvagens e de cultivo, no sul
do Brasil e norte da Argentina. Os resultados mostraram que os individuos possuem alta diversidade
genética e estruturacdo semelhantes entre os cinco grupos genéticos encontrados. O resultado

confirma nossa hipdtese de semelhancga genética entre os grupos e que troca de individuos entre
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pisciculturas podem ter contribuido para caracterizar a baixa diversidade e indices de estruturacdo

genética semelhantes entre os grupos.

CONCLUSOES

Assim conclui-se que o complexo Rhamdia quelen e as outras espécies aqui estudadas
possuem uma certa distancia genética, porém sao muito relacionados entre si. Corientes, Sao Paulo
e comercial Toledo se diferenciaram dos outros grupos, além de EPAGRI, Ilhota, Gaspar e Panamj,
apesar de possuirem indices de diversidade e endogamia muito parecidos. Muitas vezes a
piscicultura possui endogamia alta, mas produz peixes de qualidade, porém quando temos a
introducdo desses individuos na natureza é possivel que haja contaminacdo genética dos estoques
locais. Dessa maneira, reforcamos a importancia dos estudos para entender e delimitar as espécies

do género, além da revisdao do modelo atual de aquicultura de espécies nativas.

O ndo monitoramento genético dos estoques, entre outras questdes, aumenta o uso
indiscriminado de individuos hibridizados e com baixa variabilidade genética no cultivo e isso se
reflete nas populagdes selvagens, uma vez que a soltura de alevinos através de escape, ou programas

de monitoramento também acabem sendo ndo monitorados.
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