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RESUMO

Pertencente a familia Cichlidae, a subfamilia Cichlinae e a tribo Cichlasomatini, a espécie
Cichlasoma portalegrense esta distribuida na bacia hidrografica do Rio Tramandai e nas bacias
associadas a Laguna dos Patos, localizadas no Estado do Rio Grande do Sul (RS). Dentro dessas
bacias a espécie € encontrada em corpos d'dgua I€nticos e 16ticos. O objetivo deste estudo foi usar
marcadores mitocondriais e morfometria geométrica para investigar os niveis de diversidade,
estrutura genética e diferencas de forma entre as populacdes de C. portalegrense. Para isso,
amplificamos fragmentos dos marcadores Citocromo b (Cyt-b), Citocromo C oxidase subunidade
I (COI) e D-Loop para 101, 101 e 100 espécimes respectivamente, amostrados em nove
localidades. Apés, os amplicons foram sequenciados e foram realizadas as andlises filogenéticas
para os marcadores individualmente e para os trés marcadores concatenados. As variagdes de
forma foram analisadas para 114 espécimes (74 fémeas) e (40 machos) coletados em 12
localidades por meio dos métodos morfométricos geométricos. Nosso resultados indicaram que 1)
a amostra exibiu altos valores relativos de diversidade haplotipica com baixa divergéncia de
nucleotideos entre os haplotipos; 2) o padrdo espaco temporal de diversidade € do tipo estrelado,
com haplétipos Gnicos na maioria das populagdes (Cyt-B e COI, principalmente); 3) as populagdes
sdo geneticamente similares, resultando em uma politomia sem exibicdo de monofilia reciproca;
4) a despeito da similaridade genética, detectamos estruturacdo significativa, tanto entre
populacdes como entre bacias hidrograficas, principalmente no marcador D-loop que exibiu
diferencas fixadas entre as populacdes ao norte do estudrio da Laguna dos Patos e a populacdo ao
sul (Hermenegildo); 5) indicios de diferenciacdo na forma, mas sem agrupamento claro das
populacdes do norte e do sul, como encontrado no cendrio para os marcadores neutros. Embora
nao seja possivel indicar relagdo direta entre a geocronologia da génese da planicie costeira do Rio
Grande do Sul com as diferencas genéticas das populacdes analisadas, as populacdes mais
diferenciadas sdo aquelas do norte e sul que ocupam os terrenos mais recentes da barreira

pleistocénica III e da barreira holocénica IV.

Palavras chaves: evolucao molecular; genética de populacdes; bacias hidrogréficas.



ABSTRACT

Belonging to the Cichlidae family, the Cichlinae subfamily and the Cichlasomatini tribe,
the species Cichlasoma portalegrense is distributed in the hydrographic basin of the Tramandai
River and in the basins associated with the Patos Lagoon, located in the state of Rio Grande do Sul
(RS). Within these basins the species is found in both lentic and lotic water bodies. The objective
of this study was to use mitochondrial markers and geometric morphometry to investigate the
levels of diversity, genetic structure and shape differences among populations of C. portalegrense.
To do this, we amplified fragments of the markers Cytochrome b (Cyt-b), Cytochrome C oxidase
subunit I (COI) and D-Loop for 101, 101 and 100 specimens respectively, sampled from nine
localities. Afterwards, the amplicons were sequenced and phylogenetic analyses were performed
for the markers individually and for the three concatenated markers. Shape variations were
analyzed for 114 specimens (74 females) and (40 males) collected from 12 localities using
geometric morphometric methods. Our results indicated that 1) the sample exhibited high relative
haplotype diversity values with low nucleotide divergence among haplotypes; 2) the spatio-
temporal pattern of diversity is star-like, with unique haplotypes in most populations (Cyt-B and
COI, mainly); 3) the populations are genetically similar, resulting in a polytomy without exhibiting
reciprocal monophyly; 4) in spite of the genetic similarity, we detected significant structuring, both
between populations and between watersheds, especially for the marker D-loop that exhibited
fixed differences between the populations north of the Laguna dos Patos estuary and the population
to the south (Hermenegildo); 5) evidence of differentiation in form, but no clear grouping of
northern and southern populations, as found in the scenario for the neutral markers. Although it is
not possible to indicate a direct relation between the geochronology of the genesis of the coastal
plain of Rio Grande do Sul with the genetic differences of the populations analyzed, the most
differentiated populations are those from the north and south that occupy the most recent terrains

of the Pleistocene III barrier and the Holocene IV barrier.

Key words: molecular evolution; population genetics; hydrographic basin.



APRESENTACAO

Esta dissertacdo segue o modelo proposto pelo Programa de P6s Graduacio e estd organizada em
trés partes. A primeira abrange uma introdugdo geral, contendo assuntos sobre diversidade
genética, estrutura populacional, marcadores moleculares, morfometria geométrica, Planicie
Costeira do Rio Grande (PCRS), bacias hidrogréficas litoraneas, familia Cichlidae, subfamilia
Cichlinae, tribos da subfamilia Cichlinae e sobre Cichlasoma portalegrense. A segunda parte
apresenta o manuscrito em formato de artigo, com resumo, introducdo, material e métodos,
resultados, discussdo e referéncias utilizadas. A terceira contém as consideragdes
finais/perspectivas e anexos.

A escrita do manuscrito segue as normas de formatacdo da revista Hydrobiologia.

[https://www.springer.com/journal/10750/submission-guidelines]
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INTRODUCAO GERAL

Diversidade genética, estrutura populacional e marcadores genéticos

Os estudos sobre a diversidade e a estruturagdo genética t€ém sido de extrema importancia
para a conservagao e o entendimento dos processos evolutivos histéricos ou recorrentes em
diversos grupos animais, incluindo Actinopterygii (Ramos-Fregonezi et al., 2017). Isso € assim,
porque a andlise da diversidade genética pode fornecer informagdes sobre como as espécies vem
evoluindo ao longo do tempo e sobre como as populagdes estdo estruturadas (Allendorf et al.,
2013; Turchetto-Zolet et al., 2013). Com o entendimento desses fatores € possivel avaliar se as
espécies estudadas correm algum risco de extin¢do; caso corram, as informagdes sobre sua
diversidade genética e estrutura populacional sdo uteis no processo de tomada de decisdo de quais
dreas e acoes sdo prioritdrias para a conservacao dessas espécies (Frankham, 2010; Beheregaray
et al., 2017; Garcez et al., 2018).

A diversidade genética € a quantidade de variagdo existente entre sequéncias de DNA de
diferentes individuos de uma espécie em particular (Turchetto-Zolet et al., 2013; Romiguier et al.,
2014; Svardal et al., 2020). Existem inimeros determinantes dessa diversidade, entre eles,
mutacdo, recombinagdo, fluxo génico, tamanho populacional efetivo, habitats especificos da
espécie, hibridizacdo, competicdo, historia de vida, mudangas geoldgicas e climaticas (Romiguier
et al., 2014; Manel et al., 2020; Svardal et al., 2020). A perda dessa diversidade pode ocorrer, por
exemplo, através da reducdo no nimero de individuos de uma espécie que sucede de eventos
naturais (por exemplo, morte natural e predacao) e antropicos (por exemplo, fragmentacio e perda
dos habitats naturais) (Frankham, 2005, 2010). Esses eventos isolados ou somados podem reduzir
a capacidade de adaptacao dos organismos ao meio em que vivem e afetar negativamente a sua
sobrevivéncia (Frankham, 2005, 2010). Portanto, quanto maior for a populacdo de uma espécie,
maior seré sua diversidade genética e chance de persistir ao longo do tempo. Isto ocorre devido ao
fato de quanto mais numerosa é uma populacdo de uma espécie, maior serd a chance de certos
individuos possuirem caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas ou moleculares que os tornam
resistentes as mudancgas que estdo ocorrendo no ambiente (Frankham, 2005).

Por outro lado, a forma como a variabilidade genética esta distribuida no espago constitui
a estrutura genética de uma espécie. Essa estrutura € moldada pela interagdo do organismo com o
ambiente, pelos mecanismos de isolamento geogréfico, fluxo génico e unido dos gametas. Com
efeito, a estrutura da populagdo compreende o sistema de acasalamentos e o tamanho da populagao,

a quantidade e o padrdo de troca genética com outra populacio, e as classes de idade dos individuos
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na populacdo (Templeton, 2006; Freeland et al., 2011; Allendorf et al., 2013). A estrutura genética
da populacdo pode também ser afetada pela heterogeneidade ambiental. Além disso,
condicionantes fisicas de compartimentacdo dos ambientes, como barreiras geograficas, cadeias
de montanhas e descontinuidade de bacias hidrograficas, geram segmentacdes fisicas que dividem
as populacdes e influenciam na dispersao e no fluxo génico dos individuos, processo conhecido
como vicariancia. A auséncia do fluxo génico entre as populacdes da mesma espécie, promovida
pela existéncia das barreiras fisicas, pode gerar a diferenciacdo genética (Stevens et al., 2006;
Clark et al., 2008; Zhu et al., 2010). As diferencas causadas pela auséncia da troca genética entre
as populagdes, ao longo do tempo, podem se somar e produzir barreiras reprodutivas que acabam
por impedir a reproducio entre individuos das popula¢des divergentes (Wu & Ting, 2004; Ridley,
2006). As barreiras fisicas, e as barreiras ecoldgicas (importantes na diferenciacdo da especia¢ao
simpatrica, como evidenciado para os ciclideos africanos (Chakrabarty, 2004; Gavrilets & Losos,
2009; Ronco et al., 2021; Salzburger, 2018; Svardal et al., 2020)), ndo sdo as unicas causas de
divergéncia genética entre as populacdes de uma espécie, a distancia geogréafica também € um
fator que pode ser responsdvel por esse processo. Mesmo que o ambiente seja continuo, as
populagdes ainda podem se diferenciar espacialmente (Slatkin, 1993). A diferenciacdo genética
pode ser causada pela reducdo do fluxo génico, devido a distancia em que as populagdes se
encontram no habitat, e é contrabalanceada pela capacidade de dispersdo dos individuos. Quando
isso acontece, esse padrao € chamado de isolamento por distancia. O fluxo génico leva a
homogeneizacdo genética das populagdes geograficamente proximas, enquanto que as mais
distantes vao se diferenciando progressivamente (Manel et al., 2003; Ridley, 20006).
Filogeografia é um termo proposto por John Avise et al. (1987). E uma disciplina que busca
compreender como os processos histéricos microevolutivos e macroevolutivos resultam em
diferenciacdo intra e inter-especifica, respectivamente, € contribuem para a atual distribui¢io
espacial e temporal das espécies (Avise et al. 2000). Para isso, a filogeografia integra diferentes
areas do conhecimento, como histdria, geografia, filogenia, biogeografia e genética de populacgdes.
Todas essas dreas ajudam a compreender como tais processos evolutivos e histéricos levaram a
formacdo da biodiversidade atual. A maioria dos estudos filogeograficos utilizam informacdes
presentes nas sequéncias de DNA das espécies para testar suas hipoteses (Avise et al. 2000). O uso
do DNA para solucionar questdes filogenéticas e demogréficas s6 foi vidvel devido ao avanco de
ferramentas de andlise estatistica e molecular (Schlotterer, 2004). O progresso nessas areas nos
possibilita usar distintos marcadores genéticos para avaliar a diversidade genética, estrutura

populacional e historia demografica das espécies.
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Os marcadores moleculares sdo trechos de DNA que indicam as diferengas entre as
sequéncias de DNA dos individuos de uma espécie ou entre espécies. Eles sdo muito utilizados
por bidlogos evolucionistas que buscam compreender as similaridades, as relacdes filogenéticas e
a distancia genética entre as espécies (Schlotterer, 2000; Thuesen et al., 2008; Diamante et al.,
2017). Os marcadores mitocondriais tém sido tradicionalmente utilizados em estudos evolutivos
(Brown et al., 1979; Brown, 2008; Thuesen et al., 2008; Diamante et al., 2017). Essa utiliza¢ao
estd relacionada, por exemplo, o menor tamanho efetivo do DNA mitocondrial com relacdo ao
DNA nuclear ocasiona no menor tempo de coalescéncia, e justamente por ter esse menor tempo,
eles sdo fixados mais rapidamente dentro das populagdes. Dessa forma, é atingido o equilibrio
deriva-migragdo de forma mais répida. Além disso, o DNA mitocondrial contém uma grande
quantidade de cpias de DNA mitocondrial (DNAmt, Fig. 1) presente nas mitocondrias das células
eucaridticas em comparacdo com o DNA nuclear, apresenta heranca considerada exclusivamente
materna, auséncia de recombinacdo, maior taxa de mutagdes em comparacao com o DNA nuclear
e estrutura e organizacdo bem conservadas (Brown et al., 1979; Avise et al., 1984; Meyer, 1993;
Lee et al., 1995; Hebert et al., 2003; Freeland, 2005; Brown, 2008).

Nesse contexto, o marcador mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI) € um
marcador taxondmico por que apresenta a variabilidade intra-especifica menor do que a inter-
especifica, isto é, uma lacuna entre espécies (Alves-Silva & Dergam, 2015). O DNA barcode € um
método que faz uso de uma sequéncia padrdo de aproximadamente 600 pares de bases da
extremidade 5° do marcador COI para identificacdo e revelacdo de novas espécies (Hebert et al.,
2003, 2004). Como consequéncia, o marcador € muito aplicado em estudos que envolvem analises
filogenéticas e filogeogréficas (Ledn-Romero et al., 2012; Pédiz-Medina & Huete-Pérez, 2012;
Mejiaet al., 2015; Souza et al., 2017). Atualmente, esse € um método que atua como complementar
aos estudos morfoldgicos, pois muitos taxonomistas fazem uso do método tradicional de Carl
Linnaeus, técnica conhecida por usar exclusivamente caracteres morfoldgicos para identificar uma
nova espécie. No entanto, sabemos hoje, que esse método tradicional ndo pode ser aplicado para
todas as entidades bioldgicas. Existem algumas limitagdes como, por exemplo, a plasticidade
fenotipica, os diferentes estidgios de desenvolvimento ontogenético e espécies morfologicamente
idénticas e geneticamente distintas, conhecidas como espécies cripticas (Hebert et al., 2003;
Ridley, 2006).Todos esses fatores quando nao levados em consideracdo podem gerar equivocos
na identificacdo de linhagens divergentes no nivel especifico (Ridley, 2006).

Por sua vez, o marcador mitocondrial citocromo b (Cyt-b) € usado como marcador genético

para compreender as relagdes evolutivas em vérios niveis taxondmicos, bem como dentro de

21



espécies (Farias et al., 2001). Portanto, esse marcador também tem auxiliado os taxonomistas na
identificacdo e revelacdo de novas espécies (Cantatore et al., 1994; Lydeard & Roe, 1997). Outro
marcador mitocondrial muito utilizado em estudos genéticos, principalmente em estudos de
diversidade e estrutura genética de peixes, ¢ o D-Loop (Thuesen et al., 2008; Diamante et al.,
2017). Essa regido do DNAmt é conhecida como regido controladora, é ndo-codificadora (Fig. 1)

e contém uma maior taxa de substituicdo de bases quando comparada a outras regides do DNAmt
(Meyer, 1993; Brown, 2008).
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Figura 1: DNA mitocondrial, com as localizagdes das regides, Cyt-b, COI e D-Loop (Brown, 2008). (Retirado de Fish

mitochondrial genomics: sequence, inheritance and functional variation).

Portanto, marcadores genéticos sdo importantes para uma ampla gama de estudos,
principalmente filogenéticos, filogeograficos e biogeogrificos de diversas espécies de peixes,
aves, roedores, entre outros (Schldtterer, 2004). Geralmente, esses estudos t€m como objetivos,
por exemplo, identificar novas espécies, avaliar a diversidade criptica das espécies, estabelecer
meios para a conservagao das espécies, estimar o tempo de divergéncia entre linhagens, determinar
a historia evolutiva, compreender a relagdo da paisagem com a estruturagdo e diversidade genética
dentro e entre as populagdes das espécies (Beheregaray et al., 2002, 2017; Hebert et al., 2003,

2004; Frankham, 2010; Alves-Silva & Dergam, 2015; Ramos-Fregonezi et al., 2017; Garcez et al.,
2018).
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Morfometria

O estudo da forma das espécies surgiu muito antes do estudo molecular, muitos
pesquisadores utilizavam da forma para descrever e para diferenciar as espécies. Nomes
conhecidos na Biologia como Charles Robert Darwin e Jean Baptiste de Lamarck faziam uso das
formas das espécies para compreender quais eram as suas relacdes com o ambiente e para
descrever as suas teorias. H4d muito tempo se discute sobre a forma das espécies, mas s6 no século
XVIII o termo morfologia (referente ao estudo da forma orgéanica) foi proposto por Johan
Wolfgang von Goethe (1749-1832) (Kardong, 1995). A varia¢do da forma dos organismos estd
relacionada a processos microevolutitvos, que ocorrem abaixo do nivel de espécie, como a sele¢ao
natural, deriva genética e surgimento de isolamento reprodutivo, bem como, a macroevolutitvos,
que acontecem no nivel da espécie ou acima desse nivel, sendo um conjunto de processos
microevolutitvos somados a milhares de anos (Ridley, 2006).

Em 1965 o termo Morfometria (Morfo = biologia + Metria = estatistica/matemadtica) foi
proposto por R. Blackith. Esse termo visa investigar a variagdo na forma e tamanho das espécies
(Marcus et al., 1996; Monteiro e Reis, 1999). A definicdo de forma utilizada em morfometria foi
proposta por Kendall (1997) como todas as informagdes geométricas que permanecem quando os
efeitos de localizacdo (translacdo), escala e rotacdo sdo filtradas de um objeto (Fig. 2). Hoje em
dia muitos pesquisadores evolutivos buscam integrar seus estudos moleculares com o0s
morfométricos (por exemplo, Berbel-Filho et al., 2016; Garcez et al., 2018). Essa unido tem
auxiliado os pesquisadores a compreender mais sobre 0s processos evolutivos das espécies.

Existem dois métodos de medida da variacao morfoldgica mais difundidos na academia, a
morfometria cldssica ou tradicional e a morfometria geométrica ou andlise estatistica de formas.
A morfometria cldssica faz uso de medidas lineares (Fig. 3A), sendo que essas medidas sdao
limitadas ao comprimento, profundidade e largura da estrutura ou parte de um organismo. Por ndo
transmitir informagdes sobre a estrutura geométrica, as medidas lineares sao uteis para analisar o
tamanho das estruturas ou partes de um organismo, mas nio sdo apropriadas para compreender a
variacdo de sua forma. Por outro lado, a morfometria geométrica tem sido uma ferramenta analitica
util para obter as medidas de forma de um organismo. Essa ferramenta foi desenvolvida como uma
alternativa ao método linear e faz uso de dados obtidos a partir das coordenadas cartesianas
constituindo “Marcos anatomicos” (Fig. 3B) para descrever a forma de uma espécie (Zelditch et

al., 2004).
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Figura 2: Alteragdes que ndo modificam a forma: A) Translacdo. B) Rotagcdo. C) Escala. (Zelditch et al., 2004).

(Retirado de Geometric Morfometrics for Biologists: A primer).

A)

Figura 3: A) Medidas morfométricas tradicionais da forma do corpo externo. B) Medidas morfométricas geométricas
da forma do corpo, com 16 marcos anatdomicos selecionados (Zelditch et al., 2004). (Retirado de Geometric

Morfometrics for Biologists: A primer).

Planicie costeira do Rio Grande do Sul (PCRS) e bacias hidrograficas litoraneas
A planicie costeira do Rio Grande do Sul (PCRS) € uma ampla area de 620 km de extensao
e até, aproximadamente, 100 km de largura, que preservou parcialmente os processos de sua

formacdo. No Brasil, representa a regiao mais vasta de planicie continua (Tomazelli & Villwock,
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2000). A PCRS ¢ formada por um sistema deposicional de Leques Aluviais e quatro sistemas
deposicionais do tipo “Laguna-Barreira” (Fig. 4) (Tomazelli & Villwock, 2005).

A origem dos sistemas “Laguna-Barreira” estd relacionada com as oscilagdes no nivel do
mar causadas pelas fases glaciais e interglaciais. Esses fendmenos foram responsdveis por
formarem os depdsitos de sedimentos que deram origem aos sistemas atuais (Tomazelli &
Villwock, 2005). O sistema de Leques Aluviais se situa na parte mais interna da PCRS e
provavelmente comecou a ser implantado no fim do periodo Neogeno. Os sedimentos deste
sistema se originaram das rochas do Escudo Sul-Riograndense (ESRG) do Periodo Pré-Cambriano
e das rochas sedimentares e vulcinicas da bacia geoldgica do Parand da Era Paleozoica e
Mesozoica, sendo retrabalhados a partir dos processos de transgressdo/regressdo marinha
(Tomazelli & Villwock, 2000, 2005). O sistema de Leques é dividido em dois subsistemas: (1)
mantido por um sistema de rochas magmaticas e metamérficas do ESRG, compreendendo a
acumulagdo dos sedimentos na margem oeste da PCRS e (2) mantido por um complexo de rochas
sedimentares e magmadticas da bacia do Parand, abrangendo a regido norte da PCRS (Tomazelli &
Villwock, 2000).

Por outro lado, os quatros sistemas deposicionais “Laguna-Barreira” se originaram no
periodo Quaterndrio, possibilitando a expansdao da PCRS em direcdo ao leste (Fig. 4) (Tomazelli
& Villwock, 1991, 2000, 2005). Esses sistemas se originaram de quatro eventos de
transgressao/regressdo marinha. O primeiro episddio resultou no sistema deposicional Laguna-
Barreira I, mais antigo, com cerca de 400 mil anos, a formacdo desse sistema encontra-se
preservado proximo a Barra do Ribeiro e Tapes, sendo interrompida pela Laguna dos Patos, tendo
continuidade da capital do estado do RS, Porto Alegre, até Osério (Fig. 5) (Tomazelli & Villwock,
2005).

A ocorréncia de um segundo evento deu origem a formagdo do sistema deposicional
Laguna-Barreira II, hd aproximadamente 325 mil anos, correspondendo ao primeiro isolamento
da Lagoa Mirim, sistema que permanece preservado desde o Chui até Pelotas (Fig. 5). O terceiro
evento gerou o sistema deposicional Laguna-Barreira III, sistema responsdvel por implantar
definitivamente a Laguna dos Patos e por reforcar o isolamento da regido sul da Lagoa Mirim do
oceano Atlantico, ocorrido hé cerca de 125 mil anos (Fig. 5). Dessa forma, os sistemas “Laguna-
Barreira” (I-III) tiveram a sua génese durante o Pleistoceno do periodo Quaterndrio. Por fim, temos
o ultimo processo de transgressao/regressao marinha que formou o sistema deposicional do tipo
Laguna-Barreira IV, o mais recente, com cerca de 5 mil anos (Tomazelli & Villwock, 2005). A

formacdo do sistema IV foi de suma importancia para a origem dos ambientes aquaticos
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continentais da PCRS, pois foi responsavel por isolar a Lagoa Mirim (Tomazelli & Villwock,
2005) e os corpos lagunares do litoral norte do oceano Atlantico (Schwarzbold & Schifer, 1984),
além de formar a Lagoa do Peixe e a Lagoa Mangueira. A ultima € originada por dois sistemas
deposicionais, ao oeste compreende o sistema tipo Il e ao leste o sistema tipo IV (Fig. 5)

(Tomazelli & Villwock, 1991, 2000, 2005).

Sistema Laguna-Barreira Pleistocénicos Sistema Laguna-Barreira Holocénico

()

@ Nivel do Mar

Sistemade
Leques Aluviais

100 Km -

Figura 4: Formacdo dos sistemas deposicionais da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul (modificado de Tomazelli
& Villwock, 2005). (Retirado de Mapeamento Geoldgico de Planicies Costeiras: o Exemplo da Costa do Rio Grande
do Sul).

Portanto, as regressdes e transgressoes marinhas que deram origem as barreiras fisicas da
PCRS, também formaram e moldaram os principais corpos d’dgua que se encontram na PCRS,
além de serem responsaveis por alterar as relagdes entre os ambientes, como as lagunas, estudrios,
lagoas, dreas imidas e drenagens (Tomazelli & Villwock, 2005). A PCRS possui corpos d’agua
que fazem parte de seis bacias hidrogréficas litoraneas localizadas na regido leste e sul do estado
do RS (FEPAM, 2020), a bacia hidrografica do Rio Mampituba, a do Rio Tramandai, a do Litoral
Médio, a do Rio Camaqud, a do Rio Jaguardo e a do Rio Piratini-Sdo Gongalo-Mangueira
(FEPAM, 2020). Dessa forma, os principais corpos d’agua dessas bacias hidrogréficas que se
encontram na PCRS tiveram a sua gé€nese influenciada pela evolu¢do e dinamica das barreiras que

constituem a PCRS (Tomazelli & Villwock, 1991, 2000, 2005).
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Figura 5: Mapa geologico da PCRS, mostrando as relagdes das bacias hidrograficas com os sistemas do tipo “Laguna-
Barreira” adaptado de Tomazelli & Villwock (2005). (Retirado do Atlas Socioambiental: municipios de Mostardas,
Tavares, Sdo José do Norte e Santa Vitéria do Palmar).

As bacias hidrograficas sdo importantes para a manuten¢do da diversidade de espécies
aqudticas (Lévéque et al., 2008). Sendo isoladas umas das outras, bacias vizinhas podem
apresentar conexoes tempordrias, visto que, devido a longos periodos de precipitagdo de chuva,
pode haver um aumento nos niveis de d4gua dos rios, gerando encontros entre os habitats (Ramos-
Fregonezi et al. 2017). Esse contato passageiro atua sobre a distribuicdo dos peixes, que sao
capazes de se deslocar através de conexdes diretas (ver também, Dagosta & Pinna, 2017). Contudo,

para Cnesterodon decemmaculatus, esses ambientes foram aceitos como barreiras impedindo a
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dispersdo, visto que, as principais linhagens evolutivas de C. decemmaculatus estio estreitamente

associadas as bacias hidrogréficas (Ramos-Fregonezi et al., 2017).

Familia Cichlidae

Os peixes Percomorpha da ordem Cichliformes compreendem duas espécies vélidas da
familia Pholidichyidae e 1.760 — 1.731 espécies vélidas de Cichlidae (Nelson et al., 2016; Fricke
et al., 2020). Os ciclideos tém sido estudados por muitos pesquisadores que buscam, através de
dados moleculares, morfoldgicos e ecolégicos, compreender a histdria evolutiva do tdxon, sua
atual distribuicdo e diversificacao (Farias et al., 1999, 2001; Kullander, 2003; Sparks, 2004; Sparks
& Smith, 2004; Smith et al., 2008; Lépez-fernandez et al., 2010; McMahan et al., 2013; Burress,
2015; Svardal et al., 2020).

Os ciclideos sdo amplamente distribuidos, principalmente nos ambientes dulcicolas da
Africa continental, das Américas, Madagascar, Seychelles, India, Sri Lanka e em poucos locais do
Oriente Médio (Kullander, 2003; Sparks, 2004; Sparks & Smith, 2004; Smith et al., 2008). Os
estudos moleculares e morfoldgicos de Sparks (2004), Sparks & Smith (2004) (Fig.6) e Smith et
al. (2008) recuperaram quatro subfamilias de Cichlidae): Etroplinae, com dois géneros apenas,
Paretroplus de Madagascar e Etroplus da India e Sri Lanka. Essa subfamilia é um grupo
monofilético de 16 espécies e irmdo de todas as outras subfamilias (Fricke et al., 2020);
Ptychochrominae ¢ monofilética e grupo irmao das subfamilias neotropicais e africanas, estando
suas 16 espécies vélidas distribuidas em Madagascar (Sparks & Smith 2004; Fricke et al., 2020);
Pseudocrenilabrinae sdo ciclideos da Africa e Oriente Médio possuindo 1.127 espécies; e, por
ultimo, com 567 espécies validas, Cichlinae da América Central e do Sul, México, e Texas nos
Estados Unidos (Farias et al., 1999; Sparks, 2004; Sparks & Smith, 2004; Fricke et al., 2020).

A origem e a distribui¢do atual dos ciclideos € explicada por trés hipdteses concorrentes:
(1) origem gondwanica, com uma linhagem ancestral vivendo nas dguas doces do supercontinente
e que divergiu por vicariancia devido a fragmentacdo das placas (2) uma dispesdo oceanica de
longa distancia mais recente ou (3) multiplas invasdes independentes a partir de um ancestral
marinho desconhecido (Chakrabarty, 2004; Sparks & Smith, 2005; Matschiner et al., 2020).
Independentemente de sua origem, colonizaram na sua area de distribui¢do ambientes tdo
diferentes como rios e lagos, tanto pequenos quanto grandes, dguas doces até salobras, corredeiras,
pequenos riachos, crateras e lagos alcalinos (Barlow, 2008; Svardal et al., 2020).

Sao considerados modelos evolutivos chave nos estudos de radiacdao adaptativa, isto &, a

evolucdo relativamente rdpida de uma multitude de espécies a partir de uma ou poucas linhagens
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ancestrais; essas linhagens divergiram fenotipicamente ao se adaptarem a nichos ecoldgicos
distintos (Gavrilets & Losos, 2009; Ronco et al., 2021). A variabilidade excepcional dos ciclideos
se expressa no nimero de espécies descritas até o momento e, principalmente, no nimero estimado
de 3.000 a 4.000 (ver a revisdao de Salzburger, 2018). Essas espécies podem ser identificadas por
uma combinacio de caracteres morfoldgicos tinicos (Fig. 7) como, por exemplo, apenas uma tnica
narina de cada lado do focinho, linha lateral interrompida, nadadeira dorsal e anal com espinhos
(7—25 e 3—15, respectivamente) e raios moles (3—15 e 4—30, respectivamente); eles também
possuem um aparato mandibular peculiar, que inclui uma mandibula faringea que € independente
da mandibula oral (Nelson et al., 2016; Salzburger, 2018).

Contudo, a diversidade dos ciclideos ndo se expressa somente em termos taxondmicos. Ela
se estende a forma (com corpos indo de alongados até discoides), ao tamanho (de poucos
centimetros até 3 m de comprimento) e as nadadeiras, que podem ser tanto baixas como altas.
Muito da diversidade ecoldgica dos ciclideos também esta relacionada as modificagdes do aparato
mandibular oral, especializado para captacdo de recursos, enquanto a morfologia da mandibula
faringea se especializou no processamento do alimento. Essa inovacdo chave aparentemente
aumentou o repertdrio trofico possivel, contribuindo com a diversificacdo e especializacdo,
resultando em diferentes dietas interespecificas (Conith & Albertson, 2021; Ronco & Salzburger,
2021). Por causa de seus padrdes de coloracdo muitas vezes conspicuos e variados, eles sdo muito
populares entre os aquaristas. Sao conhecidos também por apresentar mimetismo e camuflagem
(Maan & Sefc, 2013; Boileau et al., 2015).

Aspectos da histéria de vida dos ciclideos também se relacionam com a sua diversidade.
Existem desde espécies territoriais até aquelas que formam cardume, sendo que todos os ciclideos
apresentam algum tipo de cuidado parental com ou sem incubacdo de ovos e/ou larvas (Barlow,
2008; Alonso et al., 2011). Quando ha incubagdo na cavidade oral, os ovos fertilizados e os recém-
nascidos sdo carregados pela fémea e, nesse caso, os peixes sdo geralmente poligamos (Fishelson,
2003; Kocher, 2004; Nelson et al., 2016). Quando a incubacao é no substrato, os ovos fertilizados
sdo depositados no substrato (Fishelson, 2003; Nelson, 2016) e o cuidado é feito pelos pais,
geralmente monogamicos (Nelson, 2016). No entanto, existem espécies de ciclideos que
combinam os dois tipos de cuidado, ou seja, os ovos fertilizados sdo depositados em substrato,
mas assim que os ovos eclodem os recém-nascidos sdo incubados na boca dos pais. O tipo de
cuidado parental com incubagdo bucal ou oral surgiu de forma independente em varios grupos de
linhagens africanas, mas ndo é muito conhecido entre as linhagens de ciclideos neotropicais

(Nelson, 2016).
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Figura 6: Cladograma demostrando as relagdes filogenéticas das subfamilias da familia Cichlidae (modificado de

Sparks & Smith, 2004). (Retirado de Phylogeny and biogeography of cichlid fishes (Teleostei: Perciformes:
Cichlidae)).
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Figura 7: Caracteristicas fenotipicas dos ciclideos (adaptado de Malabarba et al., 2013). (Retirado do Guia de

identificag@o dos peixes da bacia do Rio Tramandai).

Subfamilia Cichlinae

Segundo os estudos de Sparks & Smith, (2004) e Smith et al. (2008), a subfamilia Cichlinae
€ monofilética. Cichlinae possui 79 géneros descritos e 567 espécies distribuidas em 7 tribos (Fig.
8), Cichlini, Retroculini, Astronotini, Chaetobranchinini, Geophagini, Cichlasomatini e Heroini.
As trés dltimas sao as mais diversas, com 18 gé€neros e 250 espécies, 11 géneros e 70 espécies, e
30 géneros e 150 espécies, respectivamente (Lopez-Fernandez et al., 2005a, 2005b, 2010; Smith
et al., 2008; Fricke et al., 2020). Portanto, as principais tribos da subfamilia Cichlinae (Smith et
al., 2008) estdo distribuidas em varios ecossistemas dulcicolas da América do Sul e sul do Panama
(Geophagini e Cichlasomatini) e da América do Sul, América Central e do Norte (Heroini) (Lopez-
fernandez et al., 2010; Steele & Lopez-Fernandez, 2014). Alguns estudos demonstraram as
relacOes filogenéticas entre as tribos de Cichlinae. Smith et al. (2008), usando marcadores
mitocondriais (16s, COI, Cyt-b, ND4) e nucleares (4C4, H3, M27, S7, RAG2), encontraram
Cichlini e Retroculini como o grupo irmao das outras cincos tribos (Fig. 8). Farias et al. (1999)
usando o marcador mitocondrial (16S) recuperaram a tribo Retroculini como grupo irmao das
demais tribos (Fig. 9). Ainda em Smith et al. (2008) a tribo Astronotini foi recuperada como grupo
irmao das quatro tribos (Chaetobranchini, Cichlasomatini, Geophagini e Heroini) e as tribos
Geophagini e Chaetobranchini constituem o grupo irmao de Cichlasomatini e Heroini (Fig. 9).

Os ciclineos neotropicais apresentam inumeras variagdes em suas caracteristicas,
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morfoldgicas (Smith et al., 2008; Steele & Lopez-Fernandez, 2014) e ecoldgicas (Burress, 2015).
Com cuidado parental, seus ovos sdo depositados em um substrato, e protegidos pelos pais por
durante dias ou semanas (Kullander, 2003). Além disso, os pais protegem seus filhotes mesmo
depois dos ovos eclodirem, ou seja, os recém-nascidos que nadam livremente continuam sendo
vigiados por algum tempo (Kullander, 2003). Com relacio aos sexos, a maioria das espécies de
ciclideo que vivem nas regides neotropicais possui dimorfismo sexual (Kullander, 2003). Com
isso, os sexos podem diferir quanto a coloracdo e ao tamanho, com desvio de tamanho em favor
dos machos. No entanto, a ecologia, a distribuicao e a histéria de vida sdo fatores que influenciam
no tamanho e formato do corpo das espécies (Steele & Lopez-Fernandez, 2014). Por causa disso,
os ciclideos neotropicais apresentam uma grande variedade de tamanhos do corpo (Steele &
Loépez-Fernandez, 2014) com a média em torno de 10 a 20 cm (Kullander, 2003).

Segundo Kullander (2003) o cuidado parental e a forma corporal, somados a outros
caracteres morfoldgicos, sdo usados para identificar a subfamilia. Conter apenas uma tnica narina
em cada lado da cabeca, com a linha lateral frequentemente dividida em duas, uma superior
anterior que termina abaixo do final da base da nadadeira dorsal e uma inferior posterior que corre
ao longo do meio do pedunculo caudal, sdo caracteres utilizados para identificar os Cichlinae.
Além disso, nos ciclideos neotropicais encontramos cerca de 7 a 24 espinhos na nadadeira dorsal
(normalmente com 13 a 16), na nadadeira anal sdo encontrados em torno de 2 a 12 espinhos (em
geral com 3 e raramente com 5) (Kullander, 2003). Em sua édrea de distribui¢do ocuparam nichos
tréficos especializados sendo insetivoros, piscivoros, detritivoros, peneiradores de substrato e
frugivoros (Kullander, 2003; Lopez-Fernandez et al., 2013). Essas diferentes adaptacoes
evolutivas permitem que os Cichlinae neotropicais sejam muito diversificados (Steele & Lopez-
Fernandez, 2014) e ocupem varios ecossistemas de dguas doces, sendo encontrados em ambientes
lénticos, como lagunas, lagoas, e dreas imidas e ambientes 16ticos, como rios e riachos (Kullander,
2003; Sparks & Smith, 2004; Lopez-Fernandez et al., 2010; McMahan et al., 2013). Portanto, essas
caracteristicas tornam a subfamilia Cichlinae (Sparks & Smith, 2004), assim como sua familia, um
modelo ideal para estudos evolutivos (Sparks & Smith, 2004; Smith et al., 2008; Lépez-Fernandez,
2010).
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Evolution of the Neotropical Assemblage).
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Cichlasoma portalegrense (Hensel, 1870)

Cichlasoma foi remodelado pela exclusdo de vdrias espécies e realocacdo dessas em
géneros da tribo Heroini ( Ritan & Kullander, 2006; McMahan et al., 2013). Atualmente
Cichlasoma é restrito a 16 espécies de tamanho pequeno a médio, exclusivas da América do Sul e
de distribuicdo aparentemente alopdtrica (ver alguns exemplos na Tabela 1). Pertencente a
subfamilia Cichlinae e a tribo Cichlasomatini (Fig. 10) (Ri¢an & Kullander, 2006), C.
portalegrense é popularmente conhecido como Acaréd (Kullander, 2003), Acara-do-lodo ou Card
(Fishbase, 2020). Algumas caracteristicas s@o usadas para o reconhecimento da espécie em campo,
como a presenga de trés espinhos na nadadeira anal, uma mancha escura logo abaixo da linha
lateral e faixas verticais escuras nas laterais do corpo. Adicionalmente, na nadadeira caudal e na
parte posterior das nadadeiras dorsal e anal apresenta pequenas manchas claras circulares ou
alongadas e mancha escura na parte final e superior no pedunculo caudal (Malabarba et al., 2013)
(Fig. 11). Consequentemente, essas caracteristicas sdo uteis também para distinguir a espécie de
Australoheros acaroides (Schindler et al., 2010), espécie coletada sintopicamente com C.
portalegrense em muitos corpos d’agua. Embora as espécies de Cichlasoma apresentem
distribuicdes ndo sobrepostas, o que torna a sua classificacdo inicial facilitada, a introducao de
espécies em locais que ndo correspondem a sua distribui¢do nativa € comum. Por exemplo, pelo
menos oito espécies aldctones foram registradas no Rio Una, afluente do Rio Paraiba do Sul na

regido do Vale do Paraiba do Sul Paulista, entre elas C. portalegrense (Honorio & Martins, 2018).
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Tabela 1: Género Cichlasoma, nimero de espécies e distribuicdo geografica.

Género Cichlasoma (Swainson, 1839)

Espécie

Distribuicdo geografica/América do Sul

Cichlasoma portalegrense (Hensel, 1870)
Cichlasoma paranaense (Kullander, 1983)
Cichlasoma araguaiense (Kullander, 1983)
Cichlasoma boliviense (Kullander, 1983)
Cichlasoma pusillum (Kullander, 1983)
Cichlasoma sanctifranciscense (Kullander, 1983)
Cichlasoma orientale (Kullander, 1983)
Cichlasoma taenia (Bennett, 1831)

Cichlasoma dimerus (Heckel, 1840)

Cichlasoma zarskei (Ottoni, 2011)

Cichlasoma bimaculatum (Linnaeus, 1758)

Cichlasoma orinocense (Kullander, 1983)

Cichlasoma amazonarum (Kullander, 1983)

Bacias hidrogréficas associadas a Laguna dos Patos e bacia hidrogréfica do rio Tramandai no Rio Grande do Sul, Brasil.

Bacia hidrografica do Rio Parand, drenagem do alto Rio Parand acima de Guaira, Brasil.

Bacia hidrografica do Rio Amazonas, nas bacias hidrograficas do Rio Tocantins e alto Xingu, Brasil.

Bacia hidrografica do Rio Amazonas, na drenagem Madre de Dios, no Peru, e bacias hidrograficas dos rios Mamoré e Guaporé.
Bacia hidrogréfica dos rios Parand e Acaray, Paraguai.

Bacias hidrogréfica dos rios Sdo Francisco, Parnaiba e Capivara, Brasil.

Rios da costa atlantica do Ceara, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba, Brasil.

Trinidad e nordeste da Venezuela.

Bacias hidrograficas do Rio Parand, do Rio Paraguai no Brasil, Bolivia e Paraguai, e do Rio Parana da Argentina.

Bacia hidrografica do Rio Maranhao, norte do Brasil.

Bacia hidrogréfica do Rio Orinoco, no Caroni no Rio Venezuela; Guianas, do Rio Essequibo ao Rio Sinnamary; bacia do Rio
Amazonas, na bacia do alto Rio Branco.

Bacia hidrogréfica do Rio Orinoco, em afluentes da margem esquerda do Rio Orinoco, desde o Rio Meta na Colombia até cerca
de Ciudad Bolivar na Venezuela.

Bacia hidrogréfica do Rio Amazonas, desde as drenagens dos rios Ucayali, Huallaga, Amazonas e Yavari no Peru, ao longo do

Rio Amazonas-Solimdes na Colombia e Brasil até a foz; também na Guiana Francesa e no Amapd, Brasil.
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Figura 10: Cladograma demostrando a posi¢io de Cichlasoma portalegrense dentro das tribos (modificado de Ri¢an
& Kullander, 2006). (Retirado de Character-and tree-based delimitation of species in the ‘Cichlasoma’ facetum group

(Teleostei, Cichlidae) with the description of a new genus).

Figura 11: Espécime de Cichlasoma portalegrense, modificado de Malabarba et al., 2013. (Retirado do Guia de

identificacdo dos peixes da bacia do Rio Tramandaf).

Durante 20 anos, um peixe ciclideo invasor das dguas da Florida, América do Norte, foi
mal identificado como sendo C. bimaculatus. Depois da sua introdu¢d@o nos anos 1960, o C.
bimaculatus, estabelecido ao sul, expandiu sua distribuic@o para a regido oeste e central da Florida
ou essa expansao foi uma segunda introdu¢do, da mesma ou outra espécie de ciclideo. A identidade
do ciclideo da Florida central e do oeste foi disputada por trés espécies: C. portalegrense, C.

bimaculatum e C. dimerus (Robins et al., 2020). Embora filogeneticamente relacionadas e
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morfologicamente semelhantes, diferencas no nimero de dentes na mandibula inferior (C.
portalegrense contém cerca de 11-15 e C. dimerus 16-24 (Fig. 12)) e diferencas no padriao de
coloracdo na nadadeira caudal foram determinantes na identificagdo dos espécimes como sendo
C. dimerus (Robins et al., 2020). Cichlassoma bimaculatum é nativo da Venezuela, Guiana,
Suriname, oeste da Guiana Francesa, e norte do Brasil, e a espécie ja se distribui por toda a
Peninsula do sul da Flérida. Por sua vez, C. dimerus (Fig. 13), encontrando-se distribuida na
América do Sul, nas bacias hidrogrificas do Rio Parand, do Rio Paraguai no Brasil, Bolivia e

Paraguai, e do Rio Parand da Argentina (Fishbase, 2020).

Figura 12: Tomografia computadorizada da mandibula inferior de Cichlasoma dimerus, mostrando 18 dentes. O ponto
amarelo superior marca a posi¢do do dente nimero 1 (mandibula inferior esquerda). O ponto amarelo inferior marca
a posi¢do do dente nimero 18, modificado de Robins et al. (2020). (Retirado de Identification of acara (Cichlidae:

Cichlasoma) established in Florida, USA).
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Figura 13: Espécime de Cichlasoma dimerus, modificado de Robins et al., 2020. (Retirado de Identification of acara

(Cichlidae: Cichlasoma) established in Florida, USA).

Cichlasoma portalegrense esta distribuida em ambientes limnicos da bacia hidrografica do
Rio Tramandai e das bacias hidrogréficas associadas a Laguna dos Patos (também conhecidas
como bacias litoraneas), localizadas no extremo sul do Brasil (Kullander, 2003; Malabarba et al.,
2013; FEPAM 2020). Dentro dessas bacias hidrogréficas, a espécie tem sido encontrada na regido
geomorfoldgica da PCRS, tanto em ambientes I€nticos, com vegetacdo densa, em dreas alagadas
permanentemente e dreas Umidas, em que sdo abundantes (Maltchik et al., 2010), como em
ambientes 16ticos, geralmente em regides arenosas ou lodosas (Malabarba et al., 2013). Tipica dos
lagos rasos da cidade de Porto Alegre (Malabarba et al., 2013), é uma espécie de dgua doce que
suporta intervalo de pH de 6,5 a 7,0 e tem alcance de 3 a 10 metros de profundidade, com uma
faixa de distribuicao ecoldgica tropical de 16° C a 24°C e com tamanho méximo de 10,3 cm de
comprimento padrdo (CP) (Kullander, 2003; Malabarba et al., 2013). Seus ovos sdo colocados em
substratos sélidos e fertilizados externamente pelos machos. E uma espécie onivora bentonica,
ingerindo insetos e peixes em sua alimentacdo (Hartz, 1997; Malabarba et al., 2013; de Souza
Santos et al., 2020).

Cichlasoma portalegrense é pouco estudada e mesmo sendo uma espécie de ampla
distribuicao nos corpos d’agua da PCRS (Kullander, 2003; Malabarba et al., 2013), informacdes
sobre a sua histéria de vida, diversidade e estrutura genética sdo inexistentes. Neste sentido, a
caracterizacdo genética de populacdes dessa espécie € inédita, e representa um primeiro esfor¢o
de compreender a histdria evolutiva, a distribuicao geogréfica, e a estruturacdo genética, além de
elucidar questdes taxondmicas, demogréficas e conservacionistas relacionadas a C. portalegrense

ao longo da quase totalidade da sua distribuigao.
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OBJETIVO GERAL

Investigar as variacdes morfoldgicas e os niveis de diversidade e estrutura genética dentro
e entre populacdes de C. portalegrense provenientes da regido geomorfologica da Planicie
Costeira das bacias hidrograficas do Rio Tramandai, do Rio Camaqua, Piratini - Sdo Gongalo —

Mangueira e do Baixo Jacui, procurando reconstruir a histdria evolutiva dessa espécie.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
I.  Determinar os niveis de diversidade genética dentro das populagdes;
II.  Determinar se existem diferencas nos niveis de diversidade genética das populacdes
da Planicie Costeira do RS de diferentes bacias hidrograficas;
IlI.  Detectar a presenca de diversidade criptica;
IV.  Analisar a estruturagdo genética dessa espécie entre bacias hidrograficas;
V. Analisar a variacdo morfoldgica entre os as populacdes;
VI.  Analisar se a diversificagdo genética e morfométrica desta espécie estd relacionada

com um possivel histérico de colonizacido da PCRS.

HIPOTESE
A distribuicao espacial da diversidade (estruturagdo) genética desta espécie foi moldada
pelos processos histéricos geoclimdticos responsdveis pela formagao dos sistemas deposicionais

da PCRS.
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Resumo Cichlasoma portalegrense (Cichliformes: Cichlidae) € um peixe neotropical das
bacias hidrogréificas do Rio Tramandai e bacias associadas a Laguna dos Patos, extremo sul do
Brasil. Aqui, nds investigamos os niveis de diversidade, estrutura genética, histéria demografica e
diferenciagdo morfométrica de C. portalegrense da quase totalidade da sua distribui¢do. Para tanto,
utilizamos os locos mitocondriais Cyt-b, COI e D-Loop de espécimes de nove localidades.
Testamos, também, se existe diferenciagdo da forma capturada por 11 marcos anatdomicos de
espécimes de 12 localidades através de morfometria geométrica. 1) a amostra exibiu altos valores
relativos de diversidade haplotipica com baixa divergéncia de nucleotideos entre os haplétipos; 2)
o padrao espago temporal de diversidade € do tipo estrelado, com haplétipos tinicos na maioria das
populacdes (Cyt-B e COI, principalmente); 3) as populacdes sdo geneticamente similares,
resultando em uma politomia sem exibicdo de monofilia reciproca; 4) apesar da similaridade
genética, detectamos estruturacdo significativa, tanto entre populacdes como entre bacias
hidrogréficas, principalmente no marcador D-loop que exibiu diferencas fixadas entre as
populacdes ao norte do estudrio da Laguna dos Patos e a populacdo ao sul (Hermenegildo); 5)
indicios de diferenciacdo na forma, mas sem agrupamento claro das popula¢des do norte e do sul,
como encontrado no cendrio para os marcadores neutros. Essas observacdes favorecem a hipotese
da colonizagdo recente desses corpos d’agua, corroborando com a ideia de que estas populagdes,
podem estar a pouco tempo se diferenciando. Embora nao seja possivel indicar rela¢do direta entre
a geocronologia da génese da planicie costeira do Rio Grande do Sul com as diferencas genéticas
das populacdes analisadas, as populagdes mais diferenciadas sao aquelas do norte e sul que ocupam

os terrenos mais recentes da barreira pleistocénica III e da barreira holocénica IV.

Palavras chaves: Regido Neotropical. Cichlasomatini. Filogenia molecular. Marcadores

mitocondriais. Morfometria geométrica. Bacias hidrograficas.
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Introducao

Pertencente a ordem Cichliformes, a familia Cichlidae contém 1.731 espécies vélidas
(Fricke et al., 2021) que estdo amplamente distribuidas em uma variedade de ambientes aquaticos,
principalmente nas dguas doces da Africa continental, Américas, Madagascar, Seychelles, India,
Sri Lanka e em poucos locais do Oriente Médio (Kullander, 2003; Sparks, 2004; Sparks & Smith,
2004; Smith et al., 2008; McMahan et al., 2013; Svardal et al., 2020). Os ciclideos sdo uma das
mais diversas familias de vertebrados e muitos tragos fenotipicos que contribuem com essa
variabilidade sdo adaptativos. Essa miriade de formas dos ciclideos contrasta com os baixos
valores de diversidade genética estimados para a familia e o alto grau de compartilhamento dessa
diversidade pelas espécies (Kullander, 2003; Kocher, 2004; Lépez-Ferndndez et al., 2013; Steele
& Lopez-Ferndndez, 2014; Salzburger, 2018; Svardal et al., 2020).

Traco intrinseco especifico da linhagem, como dicromatismo sexual, e extrinseco, como
maior incidéncia de luz nas dguas claras de lagos profundos, predizem parcialmente o padrao de
diversificacao dos ciclideos africanos (Wagner et al., 2012). De fato, selecdo sexual, especiacdo
ecologica e fluxo génico parecem orientar a radiacdo adaptativa desses peixes. Uma faceta das
radiacOes adaptativas dos ciclideos dos lagos africanos € a coexisténcia espacial de espécies irmas
(Gittenberger, 1991; Seehausen, 2015). Segundo Burress et al., (2018) os lagos profundos e
estaveis possuem comunidades reunidas por especiacdo. No entanto, o padrdo simpétrico de
diferenciagdo dos ciclideos africanos difere daquele observado, de modo geral, para os ciclideos
neotropicais (Gittenberger, 1991; Seehausen, 2015).

As radiacdes ndo adaptativas, por outro lado, resultam no rdpido surgimento de espécies
geograficamente isoladas ou com distribui¢io parapétrica (Gittenberger, 1991; Seehausen, 2015);
padrdo frequentemente exibido por espécies congenéricas de ciclideos neotropicais (Malabarba et
al., 2015; Ottoni, 2011). As assembleias de ciclideos de rios neotropicais, podem ser vistos como
uma consequéncia da coocorréncia de linhagens diferenciadas em alopatria (Burress et al., 2018).
A dispersdo resultante de alteragdes na conectividade de rios e na configuracdo das bacias
hidrograficas também pode explicar a simpatria de espécies nao relacionadas (Burress et al., 2018).
E provdvel que esse processo também dirija a diferenciacio em ambientes costeiros. Rios e lagoas
sdo elementos da paisagem muito distintos. Contudo, ambos impdem limitacOes a migracdo de
peixes de dgua-doce. O isolamento imposto a esses ambientes tem potencial de causar divergéncia

e de alterar os niveis de diversidade genética das populacdes, resultando em diferenciacao nao
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6bvia, como vista em espécies cripticas (Beheregaray et al., 2002; Montes et al., 2008; Carvajal-
Vallejos et al., 2010; Ramos-Fregonezi et al., 2017; Souza et al., 2017; Barbosa et al., 2020).
Dentre os ciclideos americanos, a subfamilia Cichlinae compreende 79 géneros e 567
espécies (Fricke et al., 2021) de distribuicdo restrita a regido neotropical (Sparks e Smith, 2004).
Os ciclineos apresentam intimeras variagdes em suas caracteristicas, morfolégicas (Smith et al.,
2008; Steele & Lopez-Fernandez, 2014) e ecoldgicas (Burress, 2015). Essas diferentes adaptagdes
evolutivas permitem que os ciclineos sejam muito diversificados (Steele & Loépez-Ferndndez,
2014) e ocupem vdrios ecossistemas de dguas doces, sendo encontrados em ambiente 1€nticos,
como lagunas, lagoas, e dreas imidas e ambientes l6ticos, como rios e riachos (Kullander, 2003;
Sparks & Smith, 2004; Lopez-Fernandez et al., 2010; McMahan et al., 2013). Nesse contexto,
essas caracteristicas tornam a subfamilia Cichlinae (Sparks & Smith, 2004), assim como 0s
ciclideos em geral, um modelo ideal para estudos evolutivos (Kocher, 2004; Sparks & Smith,
2004; Smith et al., 2008; Lopez-Fernandez et al., 2010; Salzburger, 2018; Svardal et al., 2020).
Inserido na subfamilia Cichlinae e tribo Cichlasomatini (Ri¢an & Kullander, 2006), o
género Cichlasoma compreende atualmente 16 espécies exclusivas da América do Sul. Dentre
essas espécies esta o Cichlasoma portalegrense, popularmente conhecido como Acara (Kullander,
2003), Acarid-do-lodo ou Cara (Fishbase, 2021). Essa espécie estd amplamente distribuida em
ambientes de d4gua doce da Planicie costeira do Rio Grande do Sul (PCRS), extremo sul do Brasil
(Kullander, 2003; Malabarba et al., 2013). A PCRS € uma regido geomorfolégica formada por um
sistema deposicional de Leques Aluviais e quatro sistemas deposicionais do tipo “Laguna-
Barreira”. Os sistemas ‘“Laguna-Barreira I-IV” se originaram de quatro eventos de
transgressao/regressdo marinha, surgido por volta de 400 mil, 325 mil, 125 mil e 5 mil anos,
respectivamente (Tomazelli & Villwock, 1991, 2000, 2005). Nessa regido sdo encontrados varios
ambientes limnicos, como, lagunas, lagoas, inimeros banhados, dreas umidas intermitentes e
permanentes ( Tomazelli & Villwock, 1991, 2000, 2005; Burger & Ramos, 2006; Maltchik et al.,
2010; Malabarba et al., 2013) sendo estes habitats favordveis para a ocorréncia da espécie.
Espécies que vivem em regides costeiras sdo excelentes modelos para avaliar o potencial
efeito das oscilacdes climéticas sobre os processos de diferenciacao bioldgica (ver, Hewitt, 1996;
Beheregaray et al., 2002; Montes et al., 2008). Adicionalmente € possivel avaliar se, a despeito da
génese recente em termos geomorfologicos e por exibir heterogeneidade ambiental, a PCRS tem
potencial de diferenciar populacdes ou mesmo gerar diversidade criptica (Beheregaray et al., 2002;
Montes et al., 2008; Garcez et al., 2018; Barbosa et al., 2020). Por exemplo, o estudo de

Beheregararay et al. (2002) com o complexo de peixes de dgua doce, Odontesthes perugiae apoiou
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uma radiacdo “moldada cronologicamente pelas mudangas do nivel do mar no Pleistoceno e
Holoceno™. Ja Montes et al. (2008) em seu estudo com Deltamys kempi, demonstram claramente
que na Planicie Costeira a espécie se dividiu em dois grupos, um ocupando uma pequena por¢ao
ao norte desta regido e o outro se distribuindo amplamente ao sul. Nesse processo, os fenomenos
de formagdo geoldgica na dindmica laguna-barreira alteraram o ambiente natural, juntamente com
a ocorréncia de sucessivos rearranjos cromossomicos, foram certamente os fatores fundamentais
na configuracdo da diversificacdo de D. kempi.

Portanto, ndo hd informagdes sobre o quanto a dindmica e a formacao da PCRS podem ter
influenciado na evoluc@o do C. portalegrense. Até o momento investigacdes moleculares da
espécie se limitaram a poucos espécimes, em um estudo sobre as relacdes filogenéticas dentro de
Cichlasomatini (Musilové et al., 2008). Com isso, este estudo abordou a primeira caracteriza¢ao
genética e morfométrica de C. portalegrense ao longo da quase totalidade de sua distribui¢do
conhecida, na regido costeira das bacias hidrogréficas associadas a Laguna dos Patos e na bacia
hidrogrifica do rio Tramandai. Para isso, nés usamos marcadores mitocondriais para (1)
investigar os niveis de diversidade genética dentro/entre as populagdes dos diferentes locais e
bacias hidrogrificas amostradas; (2) avaliar a estruturacdo populacional dentro/entre as
populacdes dos diferentes locais e bacias; (3) analisar se a diversificagdo espacial desta espécie
estd relacionada com um possivel histérico de colonizagdo da PCRS; e utilizamos métodos
morfométricos geométricos para (4) testar as diferencas de forma entre as populacdes dos
diferentes locais. Assim, hipotetizamos que a distribui¢do espacial da diversidade genética do C.
portalegrense, associada a possivel diferenciagdo morfolégica, foi moldada pelos processos

histéricos geoclimaticos formadores dos sistemas deposicionais da PCRS.

Material e métodos

Area de estudo

N6s investigamos a diversidade mitocondrial e morfolégica de C. portalegrense da bacia
hidrografica do rio Tramandai e das bacias associadas a Laguna dos Patos (Fig. 1; Tabela 1S). As
amostragens aconteceram exclusivamente na PCRS, com excecdo de um ponto de coleta
localizado em uma 4drea de transicao entre essa unidade geomorfoldgica e a Depressdao Central. A
PCRS ¢ delimitada ao norte pelas escarpas da Serra Geral, ao noroeste pela Depressao Central, ao

oeste e sul pelo escudo Sul-Riograndense e a leste pelo oceano Atlantico.
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A bacia hidrografica do Rio Tramandai (Fig. 1) abriga cerca de um quarto da diversidade
de peixes do RS nas suas trés sub-regides (Malabarba & Isaia, 1992; Bertaco et al., 2016) . Na sub-
regido da planicie costeira, ao norte da PCRS, essa bacia hidrografica apresenta um corddo de
lagoas interligadas, onde podemos encontrar a foz do Rio Maquiné na lagoa dos Quadros (119
km?) e a foz do rio Trés Forquilhas na lagoa Itapeva (95 km2). A lagoa Tramandai (12 km?), lagoas
menores isoladas, o Rio Tramandai, dreas de banhado e de inundacdo temporaria também fazem
parte da bacia hidrografica do Rio Tramandai (Schwarzbold & Schifer, 1984; Malabarba & Isaia,
1992; Malabarba et al., 2013; Bertaco et al., 2016). Nessa regido obtivemos a amostragem mais
setentrional da espécie que foi coletada em um banhado atrds das dunas costeiras no Balneério
Yara, Municipio de Torres, a dois quilometros da Lagoa Itapeva; de um canal rico em vegetacao
entre as Lagoas da Pinguela e Lagoa do Peixoto no municipio de Osério; e de um sangradouro,
um corrego de dgua-doce que atravessa a faixa de dunas em direcao a praia, no Balneario Jardim
do Eden no municipio de Tramandai.

Diferente da bacia hidrogréfica do Rio Tramandai que possui apenas 2.980 km?, o sistema
da Laguna dos Patos compreende uma vasta drea da PCRS. Possui trés grandes lagoas, a Laguna
dos Patos (9.280 Km?), Lagoa Mirim (3.520 km?) e Lagoa Mangueira (com 802 km?), assim como,
lagoas menores, rios, arroios, banhados e dreas umidas. Seus principais afluentes sao o Rio Jaculi,
o Rio Taquari-Antas, o Rio Camaqua e o Rio Jaguardo. Esses corpos d’agua principais
caracterizam dreas de drenagem que subdividem o sistema da Laguna dos Patos nas bacias
hidrograficas do Rio Camaqua, do Baixo Jacui e do Rio Piratini, Sao Gongalo e Mangueira. Ao
Sul (32°S) um ecossistema estuarino de 1.000 km? € a unica conexdo de todo o sistema Laguna
dos Patos com o Oceano Atlantico (Schwarzbold & Schifer, 1984; Malabarba, 1989; Seeliger e
Odebrecht, 2010; Bertaco et al., 2016).

No sistema da Laguna dos Patos, coletamos em 9 locais distribuidos por trés bacias
hidrogréficas e seis municipios. No municipio de Eldorado do sul, coletamos em dois pequenos
acudes na Estacdo Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(EEA/UFRGS). Na EEA/UFRGS ha intimeros agudes, banhados, dreas imidas e arroios cujas
dguas sdo drenadas para o Rio Jacui a cerca de 25 Km da EEA/UFRGS. A dois quildmetros do rio
Camaqua, no municipio de Cristal, amostramos em um agude. Esse rio contém um delta lagunar
cercado de dreas umidas, vegetacao de restinga e mata riparia que abriga muitas espécies (Marinho,
2015). No municipio de Sao Lourengo do Sul, coletamos no Arroio Vituva Tereza, localizado no

km 471 da BR-116/RS (Ceolin, 2015).
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Nas proximidades do estudrio da Laguna dos Patos, amostramos ambientes 1€nticos no
Arraial e Ilha dos Marinheiros, e 16tico, no Arroio Bolaxa. Os ambientes lénticos apresentam
diferentes graus de conexdo com a Laguna dos Patos. A localidade Arraial fica a dois quilometros
da Laguna dos Patos e a Lagoa del Rey, pocas e canais da Ilha dos Marinheiros t€ém o regime
hidrolégico afetado pela quantidade de chuvas ao longo das estagdes do ano, o que promove tanto
isolamento como conexdes tempordrias com os ambientes alagados préximos e consequentemente
com as dguas estuarinas (Quintela et al., 2009, 2018). O Arroio Bolaxa, localizado a
aproximadamente trés quildmetros da APA da Lagoa Verde, também conhecida como APA da
Lagoa do Bolaxa. Essa lagoa contém uma drea com cerca de dois quilometros e estd conectada ao
Arroio Bolaxa e diretamente ao Saco da Mangueira (anexo ao canal de desembocadura da Lagoa
dos Patos), assim podendo ser influenciada por dguas estuarinas (SEMA, 2022).

Coletamos na Lagoa Caiuba, que compreende cerca de 13 km comprimento e dois de
largura, localizada dentro do Sistema Hidroldgico do Taim, regido formada por indmeras areas
alagdveis, banhado e lagoas. De acordo com Mider et al. (2017), esses ambientes, cobertos por
uma vegetacdo do tipo graminea e herbacea, servem de abrigo para inimeras espécies locais e
como refugio para espécies de aves migratérias. No municipio Arroio Grande, coletamos na
entrada da prainha, a aproximadamente dois quilometros da margem oeste da segunda maior lagoa
do estado e a terceira maior da América do Sul, Mirim (com cerca 180 km de extensdo e
profundidade média de 6 m) (Beltrame & Tucci, 1998; Santos et al., 2004). No municipio de Santa
Vitéria do Palmar, amostramos em um arroio em direcdo a praia de Hermenegildo. Ao norte desse
ponto estd a Lagoa Mangueira, cerca de 20km de distancia, ao oeste o Banhado do Salies ou
Banhados do Saco do Jacaré (encostado na margem leste da Lagoa Mirim). Segundo Mider et al.
(2017), esse banhado contém uma area de aproximadamente 27 km? que se encontra conectado a
outros banhados adjacentes, formando uma regido rica em alimentos e abrigos para as diversas

espécies locais e migratorias.

Amostragem e identificacdo dos espécimes

No estudo foram analisados 142 espécimes de C. portalegrense coletados em 12 localidades
(Fig. 1; Tabela 1S) com o auxilio de rede de arrasto de praia (10 x 2,5 m, malha de 5 mm), puca
(60 cm de comprimento, 40 de largura, malha Smm) e covo (70 cm de comprimento, 30 de
diametro) e identificados através de suas caracteristicas morfoldgicas (Kullander, 2003; Malabarba

et al., 2013). Apds a coleta, os individuos foram levados para o laboratorio de Genética da
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Universidade Federal do Rio Grande (FURG), onde foram eutanasiados em solucao de eugenol na
concentracdo de 300 mg/L. Apds as amostras do tecido muscular foram extraidas, preservadas em
etanol (95%) e mantidas sob a temperatura de -20° C. Cada espécime foi fotografado (camera,
Nikon® D90), identificado, fixado por 72 horas em formol 10% e, posteriormente, conservado em
etanol 70%. Todos os individuos capturados foram depositados na colecdo de peixes do
Laboratério de Genética da Universidade Federal de Rio Grande (FURG). As amostragens foram
realizadas sob a licenca (Nimero: 76068-1) fornecida pelo Instituto Chico Mendes (ICMBio /
SISBIO) e a eutanésia e andlises laboratoriais foram aprovadas pelo comité de ética da FURG, sob

o nimero do registro (23116.001839/2020-15, Pq006/2020) (veja anexo).

Manipulacido do DNA e analises

Para as anélises moleculares, usamos 101 espécimes amostrados em nove localidades (Fig.
1; Tabela de apoio 1S). O DNA de cada espécime foi extraido a partir de aproximadamente 20 mg
de tecido muscular usando dois protocolos, a base de cloreto de sédio (Medrano et al., 1990) e a
base de acetato de potdssio (modificado de Pasqualim et al., 2015). Amplificamos o marcador
mitocondrial ~ Citocromo b (Cyt-b), usando 0s primers FishCytBF_Mod
(ACCACCGTTGTTATTCAACTACAAAAAC) e PortaCytB 2 R
(GACTTTAACCTTCGGCGTCC); o marcador citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI) foi
amplificado utilizando-se os primers Fish F1 Mod (TCAACYAAYCACAAAGACATYGGCAC)
e Fish R1 Mod (TATACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA); e para o marcador D-Loop,
utilizou-se os primers LloopMod (AKCRYCGGTCTTGTAAACCG) e HloopMod
(CCTGAARTAGGAACCAGATG). Os primers forward e reverse para os marcadores Cyt-b, COI
e D-Loop foram desenhados a partir da sequéncia do DNA mitocondrial de C. dimerus (GenBank:
KR150876.1). Para a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do Cyt-b foram utilizados 100 ng de
DNA em reacdes de 20 pL, contendo 1 x tampao, 2,5 mM de MgCl2, 0,25 mM de DNTP, 0,15
uM de primer forward, 0,15 uM de primers reverse e 0,2 uLL Tag DNA polimerase (5 U/uL). No
entanto, para o marcador COI foram usados 100 ng de DNA em reacdes de 20 pL, contendo 1 x
tampao, 3,75 mM de MgCl2, 0,25 mM de dNTP, 0,15 uM de primer forward, 0,15 uM de primers
reverse € 0,2 uLL Taq DNA polimerase (5 U/uL) e para a PCR do D-Loop foram utilizadas as
mesmas condi¢des do marcador COI.

Amplificamos fragmentos dos marcadores Cyt-b, COI e D-Loop por PCR com as seguintes

condi¢Oes: para o Cyt-b usamos um estagio inicial desnaturacdo 95°C por 5 s, seguido de 35 ciclos
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de desnaturacdo a 95°C por 40 s, anelamento a 50°C por 40 s, extensdo a 72°C por 60 s € um
estdgio final de extensdo em 72°C por 10 min. Para o COI e D-Loop utilizamos as seguintes
condig¢des: um estdgio inicial de desnaturagdo a 95°C por 5 s, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo
a 95°C por 40 s, anelamento a 55°C por 40 s, extensdo a 72°C por 90 s e um estdgio final de
extensdo em 72°C por 10 min. Para verificar se a amplificagdo foi bem sucedida, os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%), corados com brometo de etidio.
Ap6s, os fragmentos amplificados foram purificados com uma solucdo de PEG 8000 20% e
sequenciados. O sequenciamento foi realizado em um sequenciador automatico Perkin-Elmer ABI
Prism 377 pela MACROGEN (Seul, Coreia).

Todos os eletroferogramas foram inspecionados e montados com o uso do programa
MEGA 10.0 (Kumar et al., 2018). A identidade das sequéncias adquiridas foi confirmada pelo
uso do BLASTN, junto ao NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os alinhamentos das sequéncias
foram realizados com o uso do algoritmo de alinhamento multiplo de sequéncias (ClustalW) por
meio do software MEGA 10.0. Apds alinhar todas as sequéncias, analisamos os sitios polimorficos
e corrigimos manualmente quando preciso. O programa DnaSP 6.0 (Rozas et al., 2017) foi
utilizado para calcular os indices de diversidade genética dentro das populacdes de forma
individual e em conjunto para os marcadores Cyt-b, COI e D-Loop como diversidade nucleotidica
() e haplotipica (Hd), do nimero de diferengas nucleotidicas entre os haploétipos (k), e nimero
médio de hapldtipos distintos (H). Ainda no mesmo software foi realizado os testes de neutralidade
de Tajima (1989a) e Fu (1997). Para avaliar a presenca de diversidade criptica, foi utilizado o
método de DNA-Barcode ou cddigo de barras. As distancias par-a-par foram calculadas para as
sequéncias dos marcadores (Cyt-b, COI e D-Loop) usando o modelo de substituicdo Kimura-2-
parametros (K2P) (Kimura, 1980), no software MEGA 10.0. As relacdes evolutivas entre os
haplétipos foram inferidas para o Cyt-b, COI e D-Loop de forma individual e em conjunto (rede
concatenada) a partir das redes de haplotipos geradas por Median-joining no programa Network
10.2 (Bandelt et al., 1999). Medidas de diferenciacdo genética (indice de fixacdo - FST) entre
populacdes foram obtidas para o Cyt-b, COI e D-Loop de forma individual e em conjunto através
do software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) para analisar a estruturacdo populacional.
No mesmo software se executou o teste de Mantel para avaliar a correlacdo entre as distancias
genéticas (FST) e geograficas. O desenho da AMOVA avaliou duas configuragdes, usando-se
1000 permutacdes, através do software Arlequin: nove populacdes independentes e uma
configuragdo onde quatro bacias hidrograficas agrupam as nove localidades. As darvores

filogenéticas de cada marcador e matriz concatenada foram obtidas através das anélises Bayesianas
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(AB) empregadas no MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012) utilizando o melhor modelo de
substituicdo de nucleotideos, conforme selecionado pelo critério de informagdo de Akaike (AIC)
(Akaike, 1974), implementado no jModeltest 2.1.10 (Posada, 2008). Os modelos selecionados para
Cyt-b, COI, D-Loop e matriz concatenada foram HKY+I, GTR+G, HKY e GTR+],
respectivamente. O método “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC) na AB foi executado com
10.000.000 de geragdes, amostrando arvores a cada 1.000 e descartando 25% dos resultados. As
arvores obtidas para os trés marcadores individualmente e para o conjunto de dados concatenados

foram visualizadas e editadas em FigTree 1.4.3 (Rambaut & Drummond, 2009).

Analise de morfometria

Para as andlises morfométricas foram utilizados 112 espécimes, 74 fémeas e 40 machos
procedentes de 12 populacdes (Fig. 1S; Tabela 1S). O tamanho padrdo das fémeas variou de
3,83cm a 13,54cm (tamanho=7,99+2,34cm), enquanto o tamanho padrdo dos machos variou de
4,13cm a 15,45cm (tamanho=[8,48+3,25]cm) (Fig. 2S). Devido a aparente auséncia de dimorfismo
sexual e auséncia de gibosidade cefdlica (caracter sexual secunddrio ocorrente em machos de
Cichlidae) as anélises foram realizadas se desconsiderando o sexo. O programa TPSUtil 1.64
(Rohlf, 2013) foi utilizado para criar arquivos.tps a partir das imagens dos espécimes. Esse arquivo
foi inserido no software TPSDig2 versdo 2.31 (Rohlf, 2015) e foram feitas as marcagdes dos 11
marcos anatdmicos assim selecionados (pontos azuis) (Fig. 2). No programa RStudio (R Core
Team, 2021) executamos as andlises morfométricas geométricas, usando os pacotes Geomorph
(Adams & Otérola-Castillo, 2013; Adams et al., 2017), Morpho, “vegan”, “car”, “RRPP” e
MASS (Venables & Ripley, 2002) e para visualizacao grafica foi utilizado o “ggplot2”.

Primeiro realizamos uma Anélise Generalizada de Procrustes (AGP) (Rohlf & Sclice,
1990) para obter as coordenadas da forma e minimizar as diferencas na translocacdo, escala e
rotacao entre os marcos anatdmicos (Zelditch et al., 2012). Apds, obtivemos os valores do tamanho
do centroide da AGP e realizamos o teste de Shapiro-Wilk para analisar a distribuicdo de
normalidade dos valores do tamanho do centroide.

Para remover efeitos alométricos causados pela diferenca ontogenética dos espécimes foi
utilizado uma regressao das coordenadas de Procrustes (varidvel forma, obtida na AGP) e tamanho
do centroide (variavel tamanho). Uma andalise multivariada foi realizada com a matriz de
covariancia calculada a partir dos resultados dos residuos da regressao (Stange et al., 2016). Para

identificar agrupamentos e a variagdo maxima da forma entre os espécimes realizamos a Anélise
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de Componentes Principais (ACP), seguida de uma Andlise Multivariada de Variancia

(MANOVA).

Resultados

Analises moleculares

Diversidade e estrutura genética

A diversidade genética para cada um dos trés marcadores e nove localidades diferentes podem ser
encontradas na Tabela 1. Considerando os trés marcadores, 12 sitios varidveis de 881 pb da
sequéncia de Cyt-b produziram 11 hapldtipos tunicos presentes em 101 espécimes (Fig. 3); os 599
pb de COI mostraram 9 sitios varidveis em 10 haplotipos de 101 espécimes (Fig. 4); e dois sitios
varidveis de 429 pb do D-Loop resultaram em 3 haplétipos distribuidos por 100 espécimes (Fig.
5). A diversidade de haplétipos foi heterogénea entre os marcadores, com valores de 0,792 + 0,029
(Cyt-b), 0,272 £ 0,058 (COI) e 0,504 £ 0,019 (D-Loop), resultando em uma diversidade global de
0,891+0,014 (Tabela 1). Nenhuma localidade apresentou desvios significativos da neutralidade
para qualquer dos marcadores (Tabela 1), com excecao a populacdo de Hmg, (em relacdo ao teste
Fs de Fu= -3.14 p < 0.01), com os dados de sequéncias concatenados. Como 100 individuos
apresentaram sequéncias para os trés marcadores mitocondriais, arranjamos 300 sequéncias em
uma matriz mitocondrial concatenada composta por 1.909 pb, com 23 sitios varidveis distribuidos
entre 21 haplétipos (Fig. 6).

Bya, AVT e Hmg ndo mostraram variacao intrapopulacional em Cyt-b, enquanto o restante
das populacdes apresentou de dois (LdP, e MGB) a quatro (IdM) haplétipos. LdP, IdM e EdS
exibiram os maiores valores de Hd, m e K, sendo que, na primeira, amostramos apenas dois
individuos com haplétipos diferentes (Tabela 1). A distancia média para-a-par variou de 0,057%
(comparagdes entre os espécimes da LdP e Bya, AVT e Hmg) a 0,219% (comparacao entre ArB e
BJE) (Tabela 2, abaixo da diagonal). Encontramos divergéncia genética em 15 de 36 comparagdes
par-a-par com valores significativos de FST variando de 0,21 a 0,66. ArB e Hmg foram as
populacdes com mais comparagdes com valores significativos de divergéncia (Tabela 2, acima da
diagonal). De fato, para esse marcador, 49.06 % da variacdo genética estd distribuida entre as
populacdes e 50,94 % dentro delas (Tabela 9) nao existindo correlacdo significativa entre

divergéncia genética e distancia geografica entre populacdes. A rede haplotipica gerada resultou
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em um haplétipo H1 compartilhado entre as populacoes (exceto BJE) e fixado em trés delas: Hmg,
Bya e AVT. Haplétipos exclusivos estdo presentes em EdS (H2 e H3), BJE (HS5, H6, H7), MGB
(H8) e IdM (H10). Além de dois haplétipos compartilhados somente por IdM e ArB (H9 e H11)
(Fig. 3).

O marcador COI apresentou de dois a seis haplétipos nos locais BJE, IdM, ArB e Hmg,
sendo invaridvel dentro do restante das populacdes. Hmg apresentou os maiores valores de
diversidade (Hd 0,447, = 0,00127 ¢ K 0,75789) (ver Tabela 1). A distancia média exibida pelo
COI variou de 0,016% (comparagdes entre os espécimes de BJE e EdS, Bya, LdP, MGB e AVT)
a 0,118% (comparacdo entre Hmg e ArB) (Tabela 3, abaixo da diagonal). Os poucos indices FST
par-a-par significativos t€ém valores de 0,12 (na comparacido entre I[dM e Hmg) a 0,21 (na
comparacdo entre EdS e IdM), sendo que a variacdo apresentada por esse marcador se encontra
majoritariamente dentro das populacdes (Tabela 9). A rede de haplotipos revelou a predominéancia
de um haplétipo H1 presente em todas as localidades e fixado em cinco delas (EdS, Bya, LdP,
MGB e AVT). IdM e ArB compartilham um haplétipo de menor frequéncia (H4). Os oito
haplétipos restantes sdo exclusivos de uma localidade (IdM, ArB, BJE e Hmg (Fig. 4)).

O D-Loop se mostrou invaridvel dentro de seis das nove populacdes estudadas. Nas
populagdes varidveis o Hd foi de 0,233 no ArB, 0,529 na IdM e 1,0 no AVT. A distancia média
do D-Loop variou de 0,029% (nas comparacdes entre os espécimes de Hmg e ArB) a 0,351% (na
comparagdo entre Hmg e AVT) (Tabela 4, abaixo da diagonal). Dezesseis comparacdes de
populagdes par-a-par mostraram divergéncia significativa variando de 0,26 (na comparagdo entre
Ilhas dos Marinheiros ¢ ArB) a 1,0 (na comparacdo entre Hmg e EdS, Bya, LdP, BJE, MGB)
(Tabela 4, acima da diagonal). A divergéncia genética se mostrou significativamente
correlacionada com a distancia geografica entre pares de populagdes (r = 0.42; p < 0.02). O FST
especifico de populagdes (FST = 0,75), sem a subdivisdo em bacias hidrograficas, também se
mostrou significativo, evidenciando divergéncia marcante entre as populacdes (Tabela 9). A rede
de haplétipos apresentou um haplétipo (H1) compartilhado por todas as localidades, exceto Hmg.
No sul da PCRS, Hmg possui um haplétipo tnico, H3, fixado e compartilhado com IdM e ArB. O
haplétipo H2 € exclusivo do AVT (Fig. 5).

Nas andlises Bayesianas C. portalegrense foi recuperado como uma linhagem
monofilética, com suportes (probabilidade posterior [PP]) de 0,60 (Cyt-b), 0,99 (COI) e 1,00 (D-
Loop). As arvores geradas para cada marcador apresentaram marcante politomia, resultante da
baixa variabilidade haplotipica (Fig. 7, 8 € 9). Na arvore de Cyt-b, dentro da politomia, destacam-

se sete agrupamentos de sequéncias. Cinco desses agrupamentos sao restritos a localidades unicas,
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enquanto outros dois sdo compartilhados por IdM e ArB (regiao sul da PCRS) (Fig. 7.). A filogenia
recuperada para o marcador COI é representada por uma grande politomia (Fig. 8).

Para o marcador D-Loop, a filogenia recuperada foi dividida em dois agrupamentos que
apresentam altos valores de probabilidades (Fig. 9). O primeiro s € representado por espécimes de
EdS, Bya, LdP, BJE, MGB, AVT, IdM e ArB, regides localizadas nas por¢des norte, sul e oeste
da PCRS, e Depressao Central adjacente. O segundo abrange apenas a regido sul da PCRS (IdM,
ArB e Hmg) (Fig. 9).

Dados Concatenados

A filogenia obtida pela Analise Bayesiana (Fig. 10) revelou um clado com alto suporte
(PP=1.00), um clado (PP=0.90) que compreende uma politomia contendo sequéncias de espécimes
de ArB e IdM e um clado (PP=0.61) composto por uma politomia contendo sequéncias de
espécimes de todas as localidades amostradas (nessa politomia sdo observados agrupamentos de
sequéncias (PP variando de 0.81 a 0.99)). A rede haplotipica revelou dois haplogrupos. Um
haplogrupo € formado pelo haplétipo (H1) compartilhado por EdS, Bya, LdP, MGB e AVT, um
haplotipo (H12) compartilhado entre ArB e IdM, e 11 haplétipos de ocorréncia restrita a uma
localidade, distribuidos em IdM, BJE, EdS, LdP, AVT e MGB. Um segundo haplogrupo
apresentou distribuicdo restrita as localidades da porcdo sul da PCRS (IdM, ArB e Hmg). Neste
haplogrupo, um haplétipo (H15) foi compartilhado entre essas trés localidades, outro (H14) foi
compartilhado por IdM e ArB, cinco haplétipos ocorreram exclusivamente em Hmg e um
haplétipo ocorreu exclusivamente no ArB (Fig. 6). A AMOVA dos dados concatenados mostrou
estruturacdo significativa no nivel de localidades (FST = 0,41695 e FST especifico de populacdo
igual a 0,398), ndo correlacionada com as distancias geograficas. A divergéncia no nivel de bacias

hidrogréficas, contudo, foi nao significativa (FCT = 0,123) (Tabela 9 e 10).

Estimativas de diversidade nas bacias hidrogrdficas

Para o Cyt-b, a riqueza por bacia hidrogréfica variou de dois (Camaqua) a cinco haplétipos
(Tramandai) sendo que as estimativas de diversidade e os testes de neutralidade podem ser
visualizados na Tabela 5. A distincia média entre as bacias variou de 0,118% a 0,192% (Tabela 6,
abaixo da diagonal). Os valores de FST variaram entre 0,13 a 0,40 e foram significativos para

todas as comparacdes par-a-par entre as bacias hidrograficas, revelando estruturacio genética entre

60



estas (Tabela 6, acima da diagonal). No entanto, a AMOVA revelou que ndo existe divergéncia
entre bacias hidrogréficas (FCT nao significativo; Tabela 10)

COI se mostrou invaridvel no tnico local amostrado na bacia hidrogréfica do Baixo Jacui
e na bacia do Camaqua. Mesmo nas bacias do Tramandai e Piratini-Sao Gongalo-Mangueira, onde
ha de trés a cinco haplétipos, os indices de diversidade sao baixos com valores de diversidade
haplotipica (Hd) menores do que 0,5 (Tabela 5). A distancia média entre as bacias hidrogréficas
variou de 0 a 0,068% (Tabela 7, abaixo da diagonal). Com relacdo aos valores de FST, ndo
encontramos casos de estrutura genética significativa para nenhuma comparacio entre as bacias
hidrograficas (Tabela 7, acima da diagonal). A AMOVA corroborou com os resultados de FST,
pois revelou que nao ha divergéncia entre bacias hidrogréficas.

D-Loop mostrou-se invaridvel nas bacias do norte (Tramandai e Baixo Jacui). Em
Camaqua e Piratini-Sao Gong¢alo-Mangueira apresentou apenas dois haplétipos e valores de Hd de
0,33 (Tabela 5). A distancia média entre as bacias hidrograficas variou de 0 a 0,224% (Tabela 8,
abaixo da diagonal). Os valores de FST variaram entre 0,65 a 0,73 e foram significativos nas
comparagdes par-a-par entre a bacia hidrogrifica do Rio Piratini-Sdo Gongalo-Mangueira e as
bacias hidrograficas do Baixo Jacui, Rio Tramandai e Rio Camaqua (Tabela 8, acima da diagonal).
A AMOVA sugere estruturacdo genética significativa, tanto devida a subdivisdo em bacias
hidrograficas (FCT = 0,615) como por causa do efeito conjunto da subdivisdo em bacias
hidrograficas e subdivisdao em populagdes dentro de bacias hidrogréficas (FST= 0,789) (Tabela
10).

Analises morfométricas

Os resultados da MANOVA indicaram diferenca significativa na forma do corpo entre as
populagdes amostradas (F= 4,9074; Wilks= 0,2758; P= <0.001). A PC1 (que explicou 25,89% da
variacdo total), PC2 (que explicou 17,89% da variacdo total) e PC3 (que explicou 11,73% da
variacdo total) foram os principais componentes informativos, e responderam por 55,18% da
variagdo total. Esses eixos da PCA estdo relacionados principalmente a posicdo dos olhos, tamanho
da cabeca, comprimento do corpo e comprimento do pedunculo caudal. Os resultados da PCA
(Fig. 11) mostram que dentre as populagdes estudadas, poucas foram agrupadas ao logo dos eixos
de PC1, PC2 e PC3. IdM esta distribuido no eixo negativo da PC1; MBG estd no negativo da PC2
e PC3; BJE esta distribuido quase totalmente no negativo PC2; BY A est4 no positivo PC1.
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Os espécimes distribuidos no eixo negativo do PC1 tendem a apresentar pedinculo caudal mais
longo, corpo mais alongado quando comparado com os espécimes do eixo positivo. Para o PC2 os
espécimes que se encontram ao longo do eixo negativo a apresentam o peddnculo caudal mais
longo e corpo mais alongado quando comparado com os espécimes do eixo positivo. Para o PC3,
o espécime distribuido no eixo negativo contém o pediinculo caudal mais curto e corpo menos

alongado quando comparado com os espécimes do eixo positivo (Fig.11).

Discussao

As populagdes de C. portalegrense avaliadas apresentaram um nivel relativamente alto de
diversidade de haplétipos (>0,5) (com exce¢do do marcador COI, em que os valores foram
menores) e um nivel relativamente baixo de diversidade de nucleotideos (<0,5%) ou, ainda, uma
grande diferenca entre esses dois pardmetros, indicando somente pequenas diferengas entre os
haplétipos. Isso fica evidente no padrao espago temporal de distribuicdo da variabilidade que
mostra, principalmente, diferencas de um tnico ou dois nucleotideos entre os haplétipos. Cyt-B e
COI exibiram uma rede de hapldtipos com um padrdo estrelado, com haplétipo comum e
compartilhado por todas as populagdes. A unica excegdo € a populacio BJE que apresenta dois
haplétipos do loco Cyt-B exclusivos e derivados do haplétipo comum. A combinacdo de alta
diversidade de haplétipos com baixa diversidade de nucleotideos tem sido conectada a crescimento
populacional posterior a uma fase de baixo tamanho efetivo da populacdo (Grant & Bowen 1998).
A expansdo populacional que segue de sua reducio favorece o surgimento de muta¢des novas
presentes em baixa frequéncia (Fu, 1997; Avise, 2000; Tajima, 1989a, 1989b).

Devido a formagdo recente da planicie costeira, assim como de seus corpos d’agua
(Tomazelli & Villwock, 1991, 2000, 2005), se esperaria detectar sinais de expansdo das
populagdes de C. portalegrense , visto que, esse padrao € também encontrado para outras espécies
de peixes que colonizaram a PCRS. Os peixes anuais ameacados de extin¢do Austrolebias
wolterstorffi e A. nigrofasciatus, por exemplo, apresentaram assinaturas de expansao populacional
recente em algumas populacdes de corpos d’agua do sul da PCRS (ambas as espécies) e da regido
costeira do Uruguai (apenas A. wolterstorffi) (Garcez et al. 2018; Barbosa et al., 2020). No entanto,
as populacdes aqui estudadas aparentemente ndo se desviam da neutralidade, ou seja, elas
apresentam quantidades de variacdo compativeis com tamanhos populacionais histéricos estaveis

e embora algumas mostrem valores negativos nos testes D de Tajima e Fs de Fu, esses valores ndo
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foram significativos. A unica exce¢do € a localidade Hermenegildo, ao sul, cujo teste Fs de Fu
com os dados de sequéncias concatenados, sugere expansdo populacional.

Mesmo se considerando que a amostragem populacional abrange aproximadamente 600
km ao longo da distribui¢do da espécie, as populagdes sdo geneticamente proximas, também um
reflexo da baixa diversidade dos locos estudados. A taxa de um individuo migrante até 10 por
geracdo € suficiente para minimizar a perda de variabilidade dentro das populacdes locais,
permitindo a divergéncia entre populacdes (Mills & Allendorf, 1996). Contudo, a distribuicao
aparentemente alopatrica das populagdes, uma capacidade provavelmente limitada de dispersao de
C. portalegrense, habitos provavelmente sedentarios como exibido pelos demais cards (Koch et
al., 2000), preferéncia por ambientes como lagos e banhados com vegetacdo densa e de fundo
lodoso (Kullander, 2003; Malabarba et al., 2013), assim como, a auséncia de clados
reciprocamente monofiléticos, favorecem a hipdtese de uma colonizacido recente desses corpos
d’4gua, corroborando com a ideia de que estas populacdes, mesmo que aparentemente isoladas,
estdo a pouco tempo se diferenciando. Nossos dados indicam, portanto, que C. portalegrense da
PCRS € uma entidade taxondmica tnica, sem evidéncia de especiacdo criptica. A similaridade
genética dessas populacdes, portanto, pode nao ser o resultado exclusivo de marcante fluxo génico,
mas sim de colonizacdo a partir de uma ou poucas populacdes ancestrais semelhantes.

O marcador D-loop € visto como um marcador de evolugdo répida, adequado para o estudo
de populagdes com divergéncia recente ( Brown et al., 1979; Lee et al., 1995; Renno et al., 2006;
Brown, 2008; Carvajal-Vallejos et al., 2010; Diamante et al., 2017). Neste estudo a rede de
haplétipos para esse marcador diferencia as populacdes ao norte do estudrio da Laguna dos Patos
da populacdo mais meridional, Hmg. A divergéncia dessas populacdes ¢é evidenciada
principalmente por causa de diferencas fixadas entre Hmg e as populagdes ao norte. Enquanto as
populacdes proximas ao estudrio apresentam tanto o haplétipo das populacdes ao norte quanto do
sul. Ainda, a rede indica que apenas a populacdo de Hermenegildo ndo compartilha haplétipos
com as outras populacdes a ndo ser com aquelas da regido sul. Isso sugere um padrao de isolamento
para a populacdo de Hermenegildo, o que foi confirmado pelo teste de Mantel. Por outro lado, para
o Cyt-b foi a populagio do Balnedrio Jardim do Eden que nio compartilhou haplétipos com as
demais.

A rede de haplétipos das sequéncias concatenadas evidéncia mais claramente essa divisao,
separando os haplétipos em dois haplogrupos. Nesses dois haplogrupos € evidente a divergéncia
de duas populacdes principalmente: ao norte BJE e ao sul Hmg. Apesar das distancias genéticas

baixas indicarem a existéncia de um unico tdxon, as populacdes do sul, Hmg, IdM e ArB e a
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populacdo do norte da PCRS, BJE sao as mais divergentes em relagao ao restante das populagdes.
Esses resultados corroboram com os resultados obtidos por Beheregaray et al. (2002) que apontam
relacdo entre a diferenciacdo genética e a compartimentacdo geogréfica. Nesse estudo,
Beheregaray e colaboradores utilizaram a regido controle (D-Loop) para avaliar a estrutura
genética e as relagdes evolutivas dos morfotipos de ambientes 1€nticos e 16ticos do complexo de
espécies de dgua doce Odontesthes perugiae no sistema de drenagem no Sul e no Norte da PCRS.
Desse modo, foi constatado pelos autores que o grupo perugiae ¢ monofilético, representado por
um minimo de trés espécies alopatricas (O. sp. A, O. sp. B e O. sp. C) e duas simpatricas (O.
mirinensis € O. perugiae) com acentuada estrutura populacional. As espécies alopdtricas sdo
endémicas pra drenagem ao Norte do PCRS do sistema Tramandai (Beheregaray et al., 2002). Por
outro lado, as espécies simpdtricas apresentam uma distribui¢cdo ao longo da drenagem Sul do
sistema da Laguna dos Patos. No mesmo trabalho, os autores também encontraram divergéncia
substancial entre as populagdes representadas por diferentes morfotipos, com homogeneidade
genética para as amostras com o mesmo morfotipo, mostrando relacionamento entre a genética
populacional e a geografia local.

Arvores filogenéticas (com marcante politomia) condizentes com a redes de haplétipos
foram obtidas para os trés marcadores. O presenca de um unico haplétipo entre a maioria das
localidades sugere o compartilhamento de polimorfismos ancestrais (Tajima, 1983). Esse padrao
também pode ser visto nas arvores filogenéticas adquiridas para os marcadores aqui analisados.
Assim, podemos sugerir que a espécie colonizou recentemente a regido, o que nao € incomum em
peixes (ver, Beheregaray et al. (2002)), como o caso extremo das espécies de Odontesthes da bacia
do rio Tramandai que divergiram hd aproximadamente 5.000 anos). Com isso, sugerimos que a
dinamica e evolug@o da PCRS estd relacionada em parte ao surgimento das diferenciacdes genética
nas populacdes C. portalegrense que sdao observadas. Como o marcador D-Loop apresenta
evolucdo rapida (Meyer, 1993; Brown, 2008), ele foi ttil na detec¢do dessas diferencas para a
populacdo de C. portalegrense presente no Hermenegildo.

Quando realizamos as mesmas andlises considerando as bacias hidrogréficas, diferenciacao
significativa par-a-par € observada em relac@o a variacdo em Cyt-B entre todas as quatro bacias.
Isso contrasta com a divergéncia revelada pelo D-loop onde apenas Piratini Sdo-Gongalo-
Mangueira se diferencia das bacias hidrogrificas restantes. Estrutura genética entre bacias
hidrograficas também foi significante na anélise de variincia, como revelado pelo D-Loop. Porém
parte da variancia, tanto para o D-loop como em Cyt-b, se distribuiram entre locais ou ainda entre

locais dentro de bacias. Dessa forma, tanto o isolamento em bacias como em locais € importante.
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Esse padrao é semelhante aquele encontrado por Berbel-Filho et al. (2016) na avaliacdo da
variacdo genética e fenotipica de C. orientale e Crenicichla menezesi em cinco bacias isoladas do
semi-drido do nordeste do Brasil. Ambas as espécies tém a forma do corpo influenciada pelo
isolamento em bacias hidrograficas e, no caso de C. orientale, pelo ambiente, se l6tico ou 1éntico.
Em C. orientale quase 80 % da variacdo genética estd distribuida entre as bacias, existindo um
pequeno efeito de localidade também. Nesse caso a rede de hapldtipos mostrou divergéncia de
sequéncias entre as bacias hidrogréificas Paraiba do Norte, Piranhas-Ac¢u e S@o Francisco em
relacdo as bacias Jaguaribe e Apodi-Mossoro. Ja Crenicichla menezesi apresentou apenas trés
haplétipos, com um haplétipo mais frequente compartilhado por todas as populacoes.

Os resultados de andlise morfométrica apontam que as diferencas indicadas nos grids da
morfogeo, sendo indicadores das formas corporais independente do sexo, foram bem acentuadas
principalmente em relacdo ao alongamento do corpo e algumas populacdes se destacaram na PCA
como as populacdes da Ilha dos Marinheiros (negativo PCA1) e Balnedrio Yara (positivo PCA1).
Porém, ndo existe agrupamento claro das populacdes do norte e do sul, como encontrado no
cendrio para os marcadores neutros. Essa diferenciacdo fenotipica pode estar associada a
diferenciacdo genética encontrada nas distintas populacdes, ou pode estar relacionada as
caracteristicas/pressdao do meio, o que justificaria essa diferenciacdo morfométrica analisada.
Assim como encontrado em Berbel-Filho et al. (2016), em que os resultados sugeriram que a
variacdo da forma atual das populagdes de C. orientale e C. menezesi no nordeste do Brasil pode
ser influenciada pelos regimes de fluxo de dgua, por isolamento em localidades ou por isolamento
em bacias hidrogréficas.

A andlise dos resultados refor¢ca as relagdes entre estruturacdo genética e a
compartimentacdo de bacias. Mesmo com esse indicativo, quanto da hipdtese inicial, ndo foi
possivel identificar um padrdo de diferenciacdo genética relacionado a evolucdo geoldgica da
planicie costeira do RS a partir da analise empregada e do recorte amostral disponivel (temporal e
espacialmente). Mesmo considerando as limitagdes da anélise, aponta-se existir estrutura genética
relacionada a divis@o espacial por bacias hidrograficas, embora ndo seja possivel indicar relagio
direta entre a geocronologia da PCRS e formacdo dos Sistemas Laguna-barreira e as diferencas

genéticas das populacdes analisadas.
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TABELAS

Tabela 1 Estimativas de diversidade genética e testes de neutralidade realizados para cada sitio usando os marcadores Cyt-b, COI e D-Loop.

Marcadores moleculares Bacias hidrograficas Locais N H Hd/sd w/sd K D Tajima FS e de FU
Baixo Jacui Eldorado do Sul (EdS) 15 3 0,629+0,086 0,00117+£0,00031 1,02857  0,34155 0,989
Tramandai Balnedrio Yara (Bya) 3 1 0 0 0 - -
Lagoa da Pinguela (LdP) 2 2 1,000+0,500  0,00114+0,00057 1,00000 - -
Balnedrio Jardim do Eden (BJE) 21 3 0,452+40,105 0,00097+£0,00024 0,85714  0,07336 0,917
Cyt-b Camaqua Museu General Bento Gongalves (MGB) 4 2 0,500+0,265 0,00170%0,00090 1,50000 -0,75445 1,716
Arroio Vidva Tereza (AVT) 2 1 0 0 0 - -
Piratini-Sdo Gongalo-Mangueira Ilha dos Marinheiros (IdM) 18 4 0,784+0,040 0,00145+0,00011 1,27451 1,27889 0,439
Arroio Bolaxa (ArB) 16 3 0,433+0,138 0,00072+0,00025 0,63333 0,12996 0,062
Hermenegildo (Hmg) 20 1 0 0 0 — —
TOTAL 101 11 0,792+ 0,029 0,00136+£0,00011 1,19683 -1,27990 -4,031
Baixo Jacui Eldorado do Sul (EdS) 15 1 0 0 0 - -
Tramandai Balnedrio Yara (Bya) 3 1 0 0 0 - -
Lagoa da Pinguela (LdP) 2 1 0 0 0 - -
Balnedrio Jardim do Eden (BJE) 21 3  0,186+0,110 0,00032+0,00019 0,19048  -1,51414 -1,920
COIl Camaqua Museu General Bento Gongalves (MGB) 4 1 0 0 0 - -
Arroio Vituva Tereza (AVT) 2 1 0 0 0 - -
Piratini-Sdo Gongalo-Mangueira Ilha dos Marinheiros (IdM) 18 2 0,425+0,099 0,00071+0,00017 0,42484  0,86950 1,039
Arroio Bolaxa (ArB) 16 3 0,342+0,140  0,00102+0,00055 0,60833 -1,4972 -0,014
Hermenegildo (Hmg) 20 6  0,447+0,137 0,00127+0,00045 0,75789  -1,41437 -3,148
TOTAL 101 10 0,272+0,058 0,00064+0,00017 0,38535 -1,93852 -10,125
Baixo Jacui Eldorado do Sul (EdS) 15 1 0 0 0 - -
Tramandai Balnedrio Yara (Bya) 3 1 0 0 0 - -
Lagoa da Pinguela (LdP) 2 1 0 0 0 — —
Balnedrio Jardim do Eden (BJE) 21 1 0 0 0 - -
D-LOOP Camaqua Museu General Bento Gongalves (MGB) 4 1 0 0 0 - -
Arroio Vitva Tereza (AVT) 2 2 1,000+0,500 0,00233+0,00117 1,00000 — —
Piratini-Sao Gongalo-Mangueira Ilha dos Marinheiros (IdM) 17 2 0,529+0,045 0,00123+0,00010 0,52941 1,52627 1,389
Arroio Bolaxa (ArB) 16 2 0,23340,126  0,00054+0,00029 0,23333 -0,44832 0,083
Hermenegildo (Hmg) 20 1 0 0 0 — —
TOTAL 100 3 0,504+0,019 0,00119+0,00006 0,51212  0,50076 0,816
Diversidade global 100 21 0,891+£0,014 0,00109+0,00007 2,07354  -1,57316 -11,227




N, nimero de individuos; H, nimero de haplétipos; Hd, diversidade de haplétipos; m, diversidade de nucleotideos; Sd, desvio padrao; K, diferencas de nucleotideos entre haplétipos.

Testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu (sem valor significativo).

Tabela 2 indices de fixagdo par-a-par (FST) (acima da diagonal) e distincias médias par-a-par (abaixo da diagonal) obtidos nas comparacdes entre os locais de coleta utilizando o

marcador Cyt-b. Valores significativos (p < 0,05) sdo indicados por um “*”.

Eldorado Balnedrio Lagoada Balnedrio Jardim Museu General Arroio Ilha dos Arroio
Grupos do Sul Yara Pinguela do Eden Bento Goncalves  Vitva Tereza Marinheiros Bolaxa Hermenegildo
Eldorado do Sul 0 0,13462 0,21375 0,49420* 0,22967 0,04762 0,29223* 0,50622*  0,40299*
Balnedrio Yara 0,00091 0 0,25000 0,38656* -0,09091 0,00000 0,00847 0,45552*  0,00000
Lagoa da Pinguela 0,00148 0,00057 0 0,43043 -0,06024 0,00000 0,09467 0,49512*  0,82533
Balnedrio Jardim do Eden 0,00210 0,00119 0,00176 0 0,41339* 0,33754 0,43780* 0,60699*  0,58436%*
Museu General Bento Gongalves 0,00176 0,00085 0,00142 0,00202 0 -0,26316 0,14344 0,45299*  0,43396
Arroio Viuva Tereza 0,00091 0,00000 0,00057 0,00119 0,00085 0 -0,09346 0,40914 0,00000
Ilha dos Marinheiros 0,00186 0,00095 0,00152 0,00214 0,00180 0,00095 0 0,21453*  0,24916%*
Arroio Bolaxa 0,00191 0,00099 0,00156 0,00219 0,00185 0,00099 0,00139 0 0,66809*
Hermenegildo 0,00091 0,00000 0,00057 0,00119 0,00085 0,00000 0,00095 0,00099 0

Tabela 3 indices de fixacio par-a-par (FST) (acima da diagonal) e distincias médias par-a-par (abaixo da diagonal) obtidos nas comparacdes entre os locais de coleta utilizando o

marcador COI. Valores significativos (p < 0,05) s@o indicados por um “*”.

Eldorado Balnedrio  Lagoa da Balnedrio Jardim Museu General Arroio Ilha dos Arroio
Grupos do Sul Yara Pinguela do Eden Bento Goncalves  Vitva Tereza Marinheiros Bolaxa Hermenegildo
Eldorado do Sul 0 0,00000 0,00000 -0,01695 0,00000 0,00000 0,21265* 0,02183 0,03226
Balnedrio Yara 0,00000 0 0,00000 -0,19658 0,00000 0,00000 0,00847 -0,17230  -0,15385
Lagoa da Pinguela 0,00000 0,00000 0 -0,33122 0,00000 0,00000 -0,09346 -0,30430  -0,28114
Balnedrio Jardim do Eden 0,00016 0,00016 0,00016 0 -0,13821 -0,33122 0,18195* 0,03026 0,03510
Museu General Bento Gongalves 0,00000 0,00000 0,00000 0,00016 0 0,00000 0,05740 -0,11397  -0,09756
Arroio Vitva Tereza 0,00000 0,00000 0,00000 0,00016 0,00000 0 -0,09346 -0,30430  -0,28114
Ilha dos Marinheiros 0,00046 0,00046 0,00046 0,00062 0,00046 0,00046 0 0,00951 0,12456*
Arroio Bolaxa 0,00052 0,00052 0,00052 0,00068 0,00052 0,00052 0,00087 0 0,03105
Hermenegildo 0,00067 0,00067 0,00067 0,00082 0,00067 0,00067 0,00113 0,00118 0
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Tabela 4 indices de fixacio par-a-par (FST) (acima da diagonal) e distincias médias par-a-par (abaixo da diagonal) obtidos nas comparacdes entre os locais de coleta utilizando o

marcador D-Loop. Valores significativos (p < 0,05) sdo indicados por um

233

Eldorado Balnedrio Lagoada Balnedrio Jardim Museu General Arroio Ilha dos Arroio
Grupos do Sul Yara Pinguela do Eden Bento Goncalves ~ Vitiva Tereza Marinheiros Bolaxa Hermenegildo
Eldorado do Sul 0 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,77612 0,41913%* 0,86262* 1,00000%*
Balnedrio Yara 0,00000 0 0,00000 0,00000 0,00000 0,25000 0,21538 0,77880%* 1,00000%*
Lagoa da Pinguela 0,00000 0,00000 0 0,00000 0,00000 0,00000 0,14165 0,76296* 1,00000%*
Balnedrio Jardim do Eden 0,00000 0,00000 0,00000 0 0,00000 0,83267 0,47033%* 0,88374* 1,00000%*
Museu General Bento Gongalves 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0 0,38462 0,25502 0,79085* 1,00000*
Arroio Viuva Tereza 0,00117 0,00117 0,00117 0,00117 0,00117 0 0,36178 0,76905*  0,96113*
Ilha dos Marinheiros 0,00110 0,00110 0,00110 0,00110 0,00110 0,00227 0 0,26626*  0,52464*
Arroio Bolaxa 0,00204 0,00204 0,00204 0,00204 0,00204 0,00321 0,00122 0 0,08720
Hermenegildo 0,00234 0,00234 0,00234 0,00234 0,00234 0,00351 0,00124 0,00029 0

Tabela 5 Estimativas de diversidade genética e testes de neutralidade realizados para cada bacia hidrografica utilizando os marcadores Cyt-b, COI e D-Loop.

Marcadores moleculares Bacias hidrogréficas N H Hd/sd 7/sd K D Tajima FS e de FU
Baixo Jacui 15 3 0,629+0,086 0,00117+0,00031 1,02857 0,34155 0,989
Cyt-b Tramandai 26 5 0,628+0,087 0,00110+0,00018 0,96923 -0,20135 -0,873
Camaqua 6 2 0,333£0,215 0,00114+0,00073 1,00000 -1,23311 1,609
Piratini-Sdo Gong¢alo-Mangueira 54 4 0,674+0,039 0,00095+0,00010 0,84067 0,56237 0,478
Baixo Jacui 151 0 0 0 - —
Tramandai 26 3 0,151+£0,093 0,00026+0,00016 0,15385 -1,51314 -2,176
Camaqua 6 1 0 0 0 - -
COlI Piratini-Sdo Gong¢alo-Mangueira 54 8 0,412+0,080 0,00105+0,00027 0,63033 -1,72393 0,998
Baixo Jacui 151 0 0 0 - —
Tramandai 26 1 0 0 0 - —
Camaqua 6 2 0,333£0,215 0,00078+0,00050 0,33333 -0,93302 -0,003
D-Loop Piratini-Sdo Gongalo-Mangueira 53 2 0,335+0,066 0,00078+0,00015 0,33527 0,69017 1,173

N, numero de individuos; H, nimero de haplétipos; Hd, diversidade de haplétipos; m, diversidade de nucleotideos; Sd, desvio padrao; K, diferencas de nucleotideos entre haplotipos.

Testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu (sem valor significativo).
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Tabela 6 indices de fixagdo par-a-par (FST) (acima da diagonal) e distincias médias par-a-par (abaixo da diagonal) obtidos nas comparagdes entre bacias hidrograficas usando o

AT 33

marcador Cyt-b. Valores significativos (p < 0,05) sdo indicados por um “*”,

Bacias hidrogréficas Baixo Jacui Tramandai Camaqua Piratini Sao-Gongalo-Mangueira
Baixo Jacui 0 0,40938* 0,21774%* 0,31626*

Tramandai 0,00192 0 0,28544%* 0,37003*

Camaqua 0,00148 0,00156 0 0,13092%*
Piratini-Sdo-Gongalo-Mangueira 0,00152 0,00162 0,00118 0

Tabela 7 indices de fixacdo par-a-par (FST) (acima da diagonal) e distincias médias par-a-par (abaixo da diagonal) obtidos nas comparacdes entre bacias hidrograficas usando o

marcador COL. Valores significativos (p < 0,05) sdo indicados por um “*”.

Bacias hidrogréficas Baixo Jacui Tramandai Camaqua Piratini Sdo-Gongalo-Mangueira
Baixo Jacuf 0 -0,02308 0,00000 0,00552

Tramandai 0,00013 0 -0,08635 0,02437

Camaqua 0,00000 0,00013 0 -0,05365
Piratini-Sdo-Gongalo-Mangueira 0,00056 0,00068 0,00056 0

Tabela 8 Indices de fixacdo par-a-par (FST) (acima da diagonal) e distncias médias par-a-par (abaixo da diagonal) obtidos nas comparacdes entre bacias hidrograficas usando o

ko

marcador D-Loop. Valores significativos (p < 0,05) sdo indicados por um

Bacias hidrograficas Baixo Jacui Tramandai Camaqua Piratini Sdo-Gong¢alo-Mangueira
Baixo Jacuf 0 0,00000 0,16667 0,70011*

Tramandai 0,00000 0 0,28440 0,73297*

Camaqua 0,00039 0,00039 0 0,65086*
Piratini-Sdo-Gongalo-Mangueira 0,00185 0,00185 0,00224 0
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Tabela 9 Andlise de varidncia molecular (AMOVA) realizada para os locais usando as sequéncias dos marcadores Cyt-b, COI, D-Loop e dados concatenados.

(d.f.) Porcentagem de variacdo %

Origem da variacao

Entre locais
Dentro dos locais
Indice de fixacdo
FST

COI Cyt-b D-Loop Concatenado
(8)2,22 (8) 49,06 (8) 75,01 (8) 39,83
(92) 97,78 (92) 50,94  (91) 24,99 91) 60,17
0,02217(ns)  0,4906***  (,75010* 0,39829%***

ns: ndo significativo; ***: p-value < 0.001; *: p-value < 0.05.

Tabela 10 Andlise de varidncia molecular (AMOVA) realizada para bacias hidrograficas usando as sequéncias dos marcadores Cyt-b, COI, D-Loop e dados concatenados.

(d.f.) Porcentagem de variacdo %

Origem da variacdo COI Cyt-b D-Loop Concatenado
Entre bacias hidrograficas (3)5,77 (3) 0,99 (3) 61,57 (3) 12,33
Entre locais dentro de bacias hidrograficas 5)-2,11 (5) 48,20 (5) 17,31 (5) 29,36
Dentro dos locais (92) 96,35 (92) 50,81 91) 21,12 91) 58,30
Indices de fixagdo

FCT 0,05766(ns) 0,00985(ns)  0,61572*** 0, 12334(ns)
FST 0,03655(ns) 0,49190***  (0,78880***  (,41696%**
FSC -0,02240(mns)  0,48684***  (45042* 0,33493%*:*

ns: ndo significativo; ***: p-value < 0.001; *: p-value < 0.05.
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Fig. 1 Localizagdo dos pontos amostrados. 1: Balnedrio Yara= Bya (Barreira IV); 2: Lagoa da Pinguela= LdP (Barreira IV); 3: Balnedrio Jardim do Eden= BJE (Barreira 1V); 4:
Eldorado do Sul= EdS (Depressao Periférica); 5: Museu General Bento Goncalves= MGB (Leques Aluvias); 6: Arroio Vidva Tereza= AVT (Leques Aluvias); 7: Arraial= Arr
(Barreira IV); 8: Ilha dos Marinheiros= IdM (Barreira IV); 9: Arroio Bolaxa= ArB (Barreira IV); 10: Lagoa Caitiba= Cab (Barreira III); 11: Arroio Grande= ArG (Sistema lagunar

pleistocénico e holocénico); 12: Hermenegildo= Hmg (Barreira III).
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Fig. 2 Marcos anatdémicos (pontos azuis). 1: margem anterior do maxilar superior; 2: margem mais anterior dos olhos; 3: margem mais posterior dos olhos; 4: extremidade anterior
da abertura branquial; 5: origem anterior da nadadeira dorsal; 6: margem posterior da base da nadadeira dorsal; 7: margem dorsal da base da barbatana caudal; 8: margem ventral

da base da nadadeira caudal; 9: margem posterior da base da nadadeira anal; 10: origem anterior da nadadeira anal; 11: extremidade posterior da abertura branquial.
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Fig. 3 Rede de haplétipos das 101 sequéncias Cyt-b (881 pb) amostradas para a espécie Cichlasoma portalegrense. O tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia do

haplétipo. Os tragos correspondem as diferengas mutacionais entre haplétipos. As cores referem-se as localizagdes, indicadas na legenda a direita.
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Fig. 4 Rede de haplétipos das 101 sequéncias COI (599 pb) amostradas para a espécie Cichlasoma portalegrense. O tamanho dos circulos € proporcional a frequéncia do haplétipo.

Os tracos correspondem as diferencas mutacionais entre haplotipos. As cores referem-se as localizagdes, indicadas na legenda a esquerda.
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Fig. 5 Rede de haplétipos das 100 sequéncias D-Loop (429 pb) amostradas para a espécie Cichlasoma portalegrense. O tamanho dos circulos € proporcional a frequéncia do

haplétipo. Os tracos correspondem as diferencas mutacionais entre haplotipos. As cores referem-se as localizagdes, indicadas na legenda a direita.
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Fig. 6 Rede de haplétipos das 300 sequéncias concatenadas (1909 pb) amostradas para a espécie Cichlasoma portalegrense. O tamanho dos circulos € proporcional a frequéncia do

haplétipo. Os tracos correspondem as diferencas mutacionais entre haplétipos. As cores referem-se as localizagdes, indicadas na legenda a direita.
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Fig. 7 Arvore filogenética obtida por Andlise Bayesiana usando o marcador Cyt-b. Os valores ao lado de cada
agrupamento representam valores de suporte, dados por valores de probabilidades posteriores. As cores referem-se as
localizacOes. Esta drvore foi enraizada com sequéncias Cyt-b de Cichlasoma dimerus (KR150876.1), Cichlasoma

orientale (KF894814.1), Cichlasoma bimaculatum (AF145128.1) e Cichlasoma amazonarum (AF370669.1).
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Fig. 8 Arvore filogenética obtida por Anilise Bayesiana usando o marcador COIL Os valores ao lado de cada
agrupamento representam valores de suporte, dados por valores de probabilidades posteriores. As cores referem-se as
localizacOes. Esta drvore foi enraizada com sequéncias COI de Cichlasoma dimerus (KR150876.1), Cichlasoma
paranaense (JN988803.1), Cichlasoma orientale (KF938524.1), Cichlasoma bimaculatum (AY263863.1) e
Cichlasoma amazonarum (MH973440.1).
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Fig. 9 Arvore filogenética obtida por Analise Bayesiana usando o marcador D-Loop. Os valores ao lado de cada
agrupamento representam valores de suporte, dados por valores de probabilidades posteriores. As cores referem-se as

localizacOes. Esta drvore foi enraizada com a sequéncia D-Loop de Cichlasoma dimerus (KR150876.1).
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Fig. 10 Arvore filogenética obtida por Analise Bayesiana utilizando sequéncias concatenadas de Cyt-b, COI e D-
Loop. Os valores ao lado de cada agrupamento representam valores de suporte, dados por valores de probabilidade
posteriores. As cores referem-se as localizacdes. Esta drvore foi enraizada com sequéncias Cyt-b, COI e D-Loop de

Cichlasoma dimerus (KR150876.1).
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Fig. 11 Andlise dos componentes principais da forma corporal independente do sexo, mostrando PC1 versus PC2 versus PC3. Para cada PC, a mudanga de forma dos valores

extremos de PC da forma média é representada por meio dos gréficos de peixes distorcidos na grade de deformacao.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1S Numero de individuos utilizados para andlise molecular (Mol) e morfométrica (Mor), apenas molecular ou apenas morfométrica. Numero de individuos coletados para cada

populacdo da espécie Cichlasoma portalegrense (N = nimero de individuos).

Andlises  Apenas Apenas

Espécie Bacias hidrogrifica Populacoes Mol/Mor Mol Mor N Coordenadas Habitat
Tramandai Balnedrio Yara 3 - - 3 29°24'29.30"S 49°47'13.13"W  Léntico
Lagoa da Pinguela 2 - - 2 29°51'19.31"S 50°1324.25"W  Léntico

Balnedrio Jardim do Eden 18 3 4 25 30° 5'36.25"S 50°10'23.09"W  Lético
Baixo Jacui Eldorado do Sul 10 5 4 19 30°5.00227.87"S  51°40'36.64"W  Léntico
Camaqua Museu General Bento Gongalves 4 - - 4 30°58'55.23"S 52°12.30"W Léntico

Arroio Vitva Tereza 2 - - 2 31°21724.64"S 52°429.34"W Lético
C. portalegrense Piratini-Sao Gongalo-Mangueira  Arraial - - 15 15 32°0'33.89"S 52°1525.76"W  Léntico
Ilha dos Marinheiros 6 12 2 20 31°59°54"S 52°6’10"W Léntico

Arroio Bolaxa 14 2 - 16 32°9'44.44"S 52°11'15.93"W  Lético
Lagoa Caiuba - - 2 2 32°21'59.83"S 52°29'17.52"W  Lgéntico
Arroio Grande - - 3 3 32°20'18.73"S 52°4920.20"W  Leéntico

Hermenegildo 14 6 11 31 33°39'14.55"S 53°16'44.39"W__ Lético

Total 73 28 41 142 - - -
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Distribuicao por Sexo dos Individuos Amostrados
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Fig. 1S Frequéncia de machos e fémeas de Cichlasoma portalegrense para cada local de coleta.
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Fig. 2S Tamanho médio, desvio-padrdo, mdximo e minimo para os espécimes de Cichlasoma portalegrense. Medidas

em centimetros (cm).
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo € o passo inicial para a compreensdao da diversidade, estrutura genética e
variacdo da forma de Cichlasoma portalegrense. Aqui, unimos as informacdes obtidas através das
andlises com marcadores mitocondriais e morfometria geométrica para refor¢ar o entendimento
dos processos evolutivos da espécie. Destaco que os resultados moleculares dos marcadores Cyt-
b, COI e D-Loop revelaram padrdes distintos para as diferentes populacdes e bacias hidrogréficas
amostradas. Para as andlises morfométricas, aponto que as diferengas de forma foram bem
acentuadas, principalmente em relagdo ao alongamento do corpo. Assim, essas mudancas
fenotipicas podem estar associadas a variacdo genética ou plasticidade encontrada nas distintas
populacdes, ou relacionadas as caracteristicas/pressao do meio.

As andlises do COI sugeriram baixa diferenciacdo genética entre as populacdes e bacias,
padrdao que resultou na auséncia de diversidade criptica e presenca de uma Unica unidade
taxondmica. Diferente do encontrado para os marcadores Cyt-b e D-Loop, que indicaram maior
diversidade genética. Para o Cyt-b, a andlise de variancia molecular (AMOVA), apontou que a
variacdo genética estd distribuida dentro e entre as populagdes, ndo entre bacias. Esse padrdo
mostrou que pode estar havendo uma reducao do fluxo génico entre os individuos dos diferentes
locais, sugerindo assim. No entanto, para o D-Loop, a mesma andlise, revelou que a variacao foi
significativa para os diferentes locais e bacias e AMOVA da matriz concatenada reafirmou que o
1solamento € entre os diferentes locais. Com isso, tanto o isolamento em bacias como em locais €
importante.

Desta forma torna-se importante uma maior compressao sobre a histdria de vida da espécie,
para assim entender melhor como 0s processos naturais e antrépicos (por exemplo, fragmentacao
e perda dos habitats naturais) estdo atuando na sua diversidade e estruturacdo genética.

Neste sentido, as perspectivas futuras deste estudo sdo:

- Aumento de amostragem para os locais (Balnedrio Yara, Lagoa da Pinguela, Museu
General Bento Gongalves e Arroio Vidva Tereza), que foram representados por poucos individuos.

- Amostrar a bacia do Litoral Médio

- Realizar andlises com marcador nuclear

- Realizar andlises moleculares e morfométricas para os diferentes regimes de fluxo de

dgua (ambientes 1€nticos e 16ticos).
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ANEXOS

PARECER DE AUTORIZACAO DO CEUA - FURG

CERTIFICADO N° P023/2020

Certificamos que o projeto intitulado “Diversidade genélica e estrutura populacional do Cichlasohmg——

portalegrense (Perciformes, Cichlidae) da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul’, protocolo n®
23116.001839/2020-15, sob a responsabilidade de Adriana Gava - que envolve a produgso,
manutengdo e/ou utilizagao de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela
COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
(CEUA-FURG), em reuniéo de 27 de maio de 2020 (Ata 006/2020).

A CEUA lembra aos pesquisadores que qualquer alteragio no protocolo experimental ou na
equipe deve ser encaminhada & comiss&o para avaliagéo e aprovaggo. Um relatério final deve ser
enviado a CEUA no término da vigéncia do seu projeto.

"PqO06/2020

~Tamires Pereira Pintado
Cichlasoma portalegrense. 5
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Icmid. Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 76068-1 | Data da Emissao: 18/11/2020 22:59:24 | Data da Revalidagao*: 18/11/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: TAMIRES PEREIRA PINTADO —[CPF: 028.521.090-42

Titulo do Projeto: Diversidade genética e estrutura populacional de Cichlasoma portalegrense (Cichliformes, Cichlidae) da Planicie Costeira
do Rio Grande do Sul

Nome da Instituigao: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ? FURG ‘ CNPJ: 94.877.586/0001-10

Cronograma de atividades

# |Descricdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Extragdo de DNA 12/2020 05/2021

2 | Andlise de dados 01/2021 06/2021

3 | Amplificagéo, purificagdo e sequenciamento 12/2020 07/2021

4 | Coleta dos individuos 11/2020 04/2021

Equipe

# |Nome Fungédo CPF Nacionalidade
1 | Adriana Gava Orientadora 568.433.790-00 Brasileira

2 | Yan Gongalves Gowert Pesquisador associado 030.441.380-19 Brasileira

Observagodes e ressalvas

1 O pesquisador somente podera realizar atividade de campo apds o término do estado de emergéncia devido 4 COVID-19, assim declarado por ato da autoridade competente

2 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAOQ, o pesquisador titular desta izagdo devera contactar a inis 40 da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedigdes, as condigbes para realizagdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

3 O titular de autorizag3o ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagdo vigente, ou quando da inadequagio, omisso ou

falsa descricdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedi¢o do ato, podera, decisdo il . ter a aL o ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

4 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugéo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que especifica esta
Autorizagéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportives. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambito do ensino superior.

5 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliguem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difusao ou & pesquisa, estao sujeitas a autorizagéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

6 O titular de licenga ou autorizagao e 0s membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta & instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura gue ndo comprometa a viabilidade de populagdes do grupo

taxondmico de interesse em condigao in situ.

7 Esta autorizagdo NAQ exime o pesquisador titular € 0s membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagéo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arrendatario, posseiro ou morador de érea dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagdo

fundiéria encontra-se em curso.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Atraves do codigo de autenticagéo abaixo, qualquer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet (www.icmbio.gov. br/sisbio).

Cadigo de autenticagdo: 0760680120201118 Pagina 1/4
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 76068-1 | Data da Emissao: 18/11/2020 22:59:24 Data da Revalidagao*: 18/11/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: TAMIRES PEREIRA PINTADO —[CPF: 028.521.090-42

Titulo do Projeto; Diversidade genética e estrutura populacional de Cichlasoma portalegrense (Cichliformes, Cichlidae) da Planicie Costeira
do Rio Grande do Sul

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ? FURG ‘ CNPJ: 94.877.586/0001-10

Observagdes e ressalvas

8 Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ac conhecimento tradicional iado ao iménio genético, para fins de pesquisa cientifica, biopr 30 & desenvolvi légico. Veja
maiores informagoes em www.mma.gov.br/cgen.
Outras ressalvas
1 1. A capacidade atual do alojamento compartiihado do Parque Nacional da Lagoa do Peixe / ICMBio € de cinco pessoas. Caso PARNA da Lagoa do Peixe
haja interesse em usa-lo, solicita-se que o pesquisador faga o contato prévio com a sede da UC para agendamento e
instrugdes através do e-mail
(parna-lagoadopeixe.rs@icmbio.gov.br)
2. Quando houver saidas de campo durante a noite, solicita-se que seja avisada a Brigada Militar de Mostardas/RS para que a
equipe nao seja abordada por suspeita de abigeato. Assim como também a equipe do Parque Nacional da Lagoa do Peixe
devido as atividades de fiscalizagdo noturnas.
2 Para agendamento da coleta na UC, contatar a equipe pelo email taim. i i0.gov.br ou esec.taim il..com ou ainda | ESEC do Taim
telefone (53) 3503-3151.
Locais onde as atividades de campo serao executadas
# |Descrigdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo
1 | Parque Nacional da Lagoa do Peixe RS Pampa Nao Dentro de UC Federal
2 |Parque Estadual do Camaqua Rio Grande-RS Pampa Nao Dentro de UC Estadual
3 | Parque Estadual de Itapeva Torres-RS Pampa Nao Dentro de UC Estadual
4 | Diversas Tramandai-RS Pampa Nao Fora de UC Federal
5 |Diversas Camaqua-RS Pampa Nao Fora de UC Federal
6 |Bolaxa Rio Grande-RS Pampa Nao Fora de UC Federal
7 |llha dos Marinheiros Rio Grande-RS Pampa Nao Fora de UC Federal
8 |Hermenegildo Santa Vitéria do Palmar-RS | Pampa Nao Fora de UC Federal
9 |Estagéo Ecoldgica do Taim RS Pampa Nao Dentro de UC Federal
10 | Reflgio de Vida Silvestre Banhado dos Rio Grande-RS Pampa Nao Dentro de UC Estadual
Pachecos

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 76068-1 | Data da Emissao: 18/11/2020 22:59:24 Data da Revalidagao*: 18/11/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: TAMIRES PEREIRA PINTADO TCPF: 028.521.090-42

Titulo do Projeto: Diversidade genética e estrutura populacional de Cichlasoma portalegrense (Cichliformes, Cichlidae) da Planicie Costeira
do Rio Grande do Sul

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ? FURG ‘ CNPJ: 94.877.586/0001-10
Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade

1 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Fora de UC Federal

2 |Coletaltransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Dentro de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
1 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Cichlasoma portalegrense 20

A quantidade prevista s¢ é obrigatéria para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in sifu". Essa quantidade abrange uma porgao
territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservagao Federal ou um Municipio.

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais

1 | Método de captura/coleta (Peixes) Armadilha (covo, manzua, potes para polvos, substrato especifico,
manilha e variagdes), Rede de arrasto de praia: cerco de praia
(tragao manual), Puga

Destino do material biolégico coletado

# |Nome local destino Tipo destino

1 | UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ? FURG Laboratério

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticacédo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 0760680120201118 Pagina 3/4
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 76068-1 | Data da Emissao: 18/11/2020 22:59:24 | Data da Revalidagao*: 18/11/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséio.

Dados do titular

Nome: TAMIRES PEREIRA PINTADO ICPF: 028.521.090-42

Titulo do Projeto: Diversidade genética e estrutura populacional de Cichlasoma portalegrense (Cichliformes, Cichlidae) da Planicie Costeira
do Rio Grande do Sul

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ? FURG ICNPJ: 94.877.586/0001-10

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplado

na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material bioldgico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigao cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegao
biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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