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“Todos modelos estdo errados, mas alguns sdo tteis”

George E.P. Box

"As nuvens ndo sdo esferas, as montanhas ndo sdo cones,
os litorais ndo sdo circulos e as cascas de drvore ndo sdo lisas, nem os raios viajam em linha reta."

Benoit B. Mandelbrot.
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Resumo

Este trabalho propoe um modelo conceitual da distribuicdo fractal da variabilidade genética em
organismos exibindo subpopula¢ées mistas, mas com filopatria a distintos sitios reprodutivos
segregados. Eu argumento que isso surgiria sob a influéncia de atributos fisicos da paisagem que
seguem aproximadamente uma disposicao geral fractal, devido a pistas ou restricbes de rotas
migratorias. Esta hipdtese é indutivamente derivada a partir de uma observagao empirica fortuita e
notavel, no contexto de uma espécie de peixe migratorio Neotropical. Aqui eu apresento o caso de
um padrdo fractal aparente da estrutura populacional genética hierarquica na curimba Prochilodus
lineatus, um peixe potamodromo amplamente distribuido e de longo alcance migratério. Os
objetivos originais desta investigacdo sdo testar a presenca de estoques mistos, os efeitos do
isolamento por barragens e de peixamentos sobre a diversidade genética desta espécie. O trecho
superior do rio Grande, MG, Brasil, extremamente fragmentado, dentro da megadiversa bacia
continental do rio da Prata é focado. Eu utilizo o sequenciamento de nova-geracao, para gerar ~483
milhdes de leituras curtas pareadas (43 bilhdes de bases de DNA), usadas para a primeira montagem
de novo do genoma (1,4 Gb) deste peixe. Um painel in silico de 37.476 loci microssatélites é
apresentado e livremente disponibilizado. Quinze microssatélites validados empiricamente sao
aplicados neste estudo. Dois estoques principais, geneticamente admisturados, sao identificados, por
meio de estimativa de maxima verossimilhanca e desdobrados reiteradamente com mais duas etapas
iguais, em uma analise hierarquica da estrutura genética. Esta revela, consistentemente, dois novos
grupos internos, a partir dos agrupamentos previamente definidos (2°). Este padrdo estratificado e
autossimilar de estoques admisturados do canal principal do rio pode muito bem ser atribuido a
existéncia de diferentes areas de reproducao bem definidas, aninhadas em escalas diferenciais
através da bacia, organizadas de acordo com a geometria fractal (rio principal, tributarios de 1% e 2°
ordem). Isso implicaria em comportamento de homing para essa espécie, uma possibilidade ja
aventada e um tema comum em peixes migratdrios. Os possiveis efeitos genéticos de peixamentos e
das represas também sdo discutidos, revelando o potencial isolamento de estoques de peixes a
montante do ultimo trecho livre do rio Grande, MG, em uma area ja considerada prioritaria para a
conservacao de peixes migratérios. Essas descobertas beneficiardo pesquisadores e gestores
ambientais no enfrentamento de questdes desafiadoras, pois apontam para o papel potencial de
tributarios de diferentes ordens como abrigo reprodutivo populagdes geneticamente diversas. Esses
resultados tém implicacdes potenciais para o gerenciamento de pesca de aguas interiores e para a
conservacao de varios peixes migratorios Neotropicais negligenciados da América do Sul.
Possivelmente, este padrdo fractal da diversidade genética podera ser confirmado em outros peixes,
organismos migratdrios aquaticos e ndo-aquaticos, que mostrem uma mistura temporaria, mas com
locais de reproducao independentes e bem definidos.

Palavras-chave: Alto rio Grande MG, Bioinformatica, Microssatélites, Genética de populagoes,
Gendmica, Sequenciamento por sintese,
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Abstract

This work purposes a conceptual model for the fractal distribution of the genetic variability in
organisms exhibiting mixed subpopulations, but with distinct segregated philopatric breeding
grounds. I argue this would arise under the influence of physical landscape attributes that roughly
follow a general fractal disposition, due to migratory cues or route restrictions. This hypothesis was
inductively derived from a fortuitous and remarkable empirical observation, in the context of a
Neotropical migratory fish species. Here, I present the case for a an apparent fractal pattern of the
hierarchical genetic population structure in curimba Prochilodus lineatus, a widespread and long-
range potamodromous fish. The original aims of this investigation is to test for the presence of
mixed stocks, the effects of isolation by dams and broodstocking over the genetic diversity for this
species. The upper segment of the extremely fragmented Grande River, MG, Brazil, from the
megadiverse continental La Plata Basin is focused. Next-generation sequencing was used,
delivering ~483 million paired-end short-reads (43 billion DNA bases) and employed in the first de
novo genome assembly (1.4 Gb) for this fish. An in silico panel of 37,476 microsatellite loci is
disclosed and hereby made freely available. Fifteen empirically validated microsatellites are
employed for this study. Two main co-occurring genetically admixed stocks were identified by
maximum likelihood estimation and iteratively unfolded with two more equal steps, through a
hierarchical analysis of genetic structure. It consistently unveils two newly defined internal groups,
from the previously resolved clusters (2%). This stratified, auto-similar pattern of mixed stocks from
the main river channel may very well be attributed to the existence of different, well defined
breeding grounds, nested within differential scales throughout this basin, arranged according to
fractal geometry (main river, 1* and 2™ order tributaries). This would imply in homing behavior for
this species, a possibility already raised a common theme in migratory fishes. The possible genetic
effects of broodstock release and dams are also discussed, revealing potential isolation of fish
stocks upstream the last free-flowing stretch of the Grande River, MG, in an area already deemed a
priority for conservation of migratory fishes. These findings will benefit researchers and
environmental managers in tackling challenging issues, as they point to the potential role of
tributaries of different orders in harboring the spawning of genetically diverse fish populations.
These results have potential implications for inland fisheries management and the conservation of
several overlooked Neotropical migratory fishes from South America. Possibly this fractal pattern
of genetic diversity can be verified in other migratory fishes and maybe other non-aquatic migratory
organisms showing a temporary mixture but independent, well defined breeding sites.

Key words: Bioinformatics, Genomics, Microsatellites, Population genetics, Sequencing by
synthesis, Upper Grande River MG
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Introducao

Fractais

A geometria fractal foi descrita como sendo a ponte entre o simples e o complexo e sua
analise foi considerada “uma rebelido contra o calculo” (3Blue1Brown, 2017). O estudo de fractais
foi motivado tanto pela abordagem de problemas puramente matematicos, como definir o perimetro
de uma forma simples e autorrepetitiva sob recursdo (e.g. Figura 1), quanto por problemas
aplicados, como na comparacdo de formas com curvas extremamente irregulares ou interrompidas
(ou seja, ndo-continuas, fraturadas), através de uma medida de seu grau contido de aspereza

(rugosidade), por exemplo, nos litorais da Gra-Bretanha ou da Noruega (Figura 2).

Figura 1: O floco de neve de Koch, um exemplo de fractal simples que surge da projecdo da curva
angular fundamental, autocontida em um tridngulo equildtero, como um padrdo recorrente
(autossimilaridade), aumentando-se reiteradamente a aspereza de seus limites em um terco, a cada
passo iterativo. Observe que, a medida com a qual as iteracOes continuam ad nauseam, o perimetro
tendera a uma medicao linear infinita. A curva fechada, porém, contera uma érea estritamente finita
(Fonte: Wikicommons, 2025, sob licenca Creative Commons BY-SA 3.0).

Em seu estudo original de objetos fractais, Benoit B. Mandelbrot (o “B.” significa “Benofit
B. Mandelbrot”) argumenta sobre as limitacdes de uma definicdo geral, precisa e simples para
fractais, mas estabelece que o principal atributo de um objeto fractal estaria em sua

dimensionalidade fractal D ou fractalidade (Mandelbrot, 1975, p. 1). Por exemplo, considerando
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dimensdes algébricas, poderiamos dizer que uma dada sequéncia de DNA tem 1 dimensdo, a
estrutura secundaria planar em forma de trevo de um RNA de transferéncia (tRNA) tem 2
dimensdes e que sua estrutura topolégica espacial em forma de L invertido tem 3 dimensoes. As
formas fractais, no entanto, manifestam dimensoes que ndo sao medidas por nimeros inteiros, mas
por numeros reais (dimensoes de Housedorff), que expressam a frequéncia de autossimilaridade e
irregularidades da forma, através das escalas, uma medida de seu grau de aspereza. E importante
notar que o uso de escalas diferentes produzira medidas alternativas para o mesmo objeto (“a

arbitrariedade dos resultados da medida” - Mandelbrot, 1983, p. 26) .

25

Great Britain

Log (N)

05

0 05 15 2

1
Log (r)

- log(N)
~ Tlog(n)

Figura 2: Dimensdo fractal D. a) A medida do niimero de “partes” N usadas para se medir o litoral
da Gra-Bretanha depende da escala de ampliacdo da régua r usada. b) O litoral da Noruega tem um
valor D mais alto (~1,52), quando comparado ao da Gra-Bretanha (Imagem: ESA - Copernicus
Sentinel-1). c) A dimensdo fractal D € igual a inclinacdo da curva (a taxa com a qual o perimetro
muda de acordo com o fator de magnificacdo r, da escala utilizada) — Modificado de
fractalfoundation.org.

A Figura 2 mostra que o uso de fatores de ampliacdo (magnificacdo) r cada vez maiores
(inversamente proporcional a escala de comprimento decrescente das respectivas réguas) resulta em
valores mais e mais altos da medida N do perimetro. Neste contexto, podemos definir a dimensao

fractal D como log(N)/log(r). A dimensao fractal D do perimetro da Gra-Bretanha é ~1,21 , préximo
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a dimensao fractal D do floco de neve de Koch da Figura 1, que é de aproximadamente 1,2618

(Mandelbrot, 1983, p. 36).

O valor D, portanto, fornece um indice estatistico racional do nivel de detalhes e
complexidade em um determinado padrdao. Como entendemos, do ponto de vista estatistico, por
aumento de precisdo, a minimizagdo gradual entre os limites superiores e inferiores do erro de uma
medida, ndo podemos dizer que o incremento reiterado de magnificacdo implicara em aumento da
precisdo, uma vez que a medida obtida com o uso de réguas cada vez menores ird, necessariamente,
implicar em um aumento incremental dos valores de N computados. Ou seja, o valor da medida s6
aumenta com a ampliacdo, mas ndo a precisao, pois ndo ha convergéncia em torno de um valor. Isso

é denominado paradoxo do litoral (Richardson, 1961).

Aqui, porém, definirei uma forma fractal simplesmente como sendo composta de padrdes
aproximadamente repetitivos (autossimilaridade), através de escalas diferenciais, com énfase na
paisagem geografica natural. Este tema esta presente de forma nitida nos principais componentes do
meio abidtico, como nas cadeias de montanhas, limites de habitats, bacias hidrogréficas, etc., além

de litorais (Mandelbrot, 1983; Xu et al., 1993; Andronache et al., 2019).

Estruturas fractais também sdo prevalentes na natureza viva, desde possiveis arranjos de
proteinas (Sendker et al., 2024), ou na ultraestrutura do DNA (Bancaud et al., 2012; Anitas, 2022) e
arranjos celulares (e.g. Legget et al., 2019), até na morfologia geral de arvores brénquicas, sistemas
vasculares, penas de aves e inimeros outros exemplos (e.g. Bassingthwaighth, 1994; Meyer et al.,

2020).
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Peixes migratorios de agua doce Neotropicais:
Prochilodus lineatus

A fauna de peixes de 4gua doce Neotropical estd entre os grupos mais diversos de
vertebrados nao-marinhos (Tagliacollo et al., 2024). A curimba Prochilodus lineatus Valenciennes
1836 (Characiformes: Prochilodontidae), também conhecida como sabdlo, curimbatd, curimata,
grumatad, grumata, papa-terra (entre outros nomes comuns), € uma das espécies migratorias de agua
doce mais importantes para a pesca continental na América do Sul, representando mais de 50% da
biomassa de pescado em partes da grande bacia do rio da Prata (Castro e Vari, 2003; Bowen,
2022a,b), que retne as bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai. Este enorme sistema hidrico é o
segundo maior do hemisfério ocidental, possivelmente o quinto maior do mundo e alcanga cinco
paises: Argentina; Bolivia; Brasil; Paraguai; e Uruguai. Estima-se que cerca de 110 milhdes de
pessoas sejam diretamente beneficiadas pelos seus servicos ambientais (Espindola et al., 2021).
Populacdes de P. lineatus também ocorrem naturalmente na bacia do rio Paraiba do Sul, e 12 outras
espécies congéneres ocupam outras grandes bacias hidrograficas Neotropicais distintas (Melo et al.,
2018), revelando uma historia evolutiva complexa (Santos et al., 2021, Frable et al., 2022).
Prochilodus lineatus também foi registrada como uma espécie invasora, uma questio de
conservacao global cada vez mais preemente (Xu et al.,, 2024), sendo introduzida na China

(Endruweit, 2014) e no Vietna (Kalous et al., 2012).

Prochilodus lineatus apresenta uma boca conspicua e especializada em forma de funil
invertido (Figura 3), uma adaptacdo de seus habitos ili6fagos (i.e. detritivoros - Bowen, 2022b). A
espécie € um exemplo Neotropical representativo da historia de vida potamddroma (i.e. de migracao
exclusiva em agua doce). Sua estratégia reprodutiva foi primeiramente estudada sistematicamente
por Manuel Pereira de Godoy (e.g. Godoy, 1970) e envolve migracdes anuais notoriamente longas
(de centenas a milhares de quilometros), desencadeadas por gatilhos sazonais ambientais. Encontros

de volumosos cardumes acontecem antes do deslocamento massivo de peixes, rio acima,
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denominado de piracema (nome também usado para caracterizar o conjunto de diferentes espécies
de peixes migratorios). A piracema comeca aproximadamente no final da primavera e no inicio do
verdo, por volta de dezembro, durando normalmente até marco (Carolsfeld et al., 2003) sendo,
portanto, um processo sensivel diante das mudangas climaticas em curso (Comte e Olden, 2017;
Alix et al., 2020, Tlosvay et al., 2022).

As subidas migratdrias potencialmente colocam individuos de diferentes subpopulagdes de
reproducdo aleatoria (“demes™”) bem definidas no mesmo estoque local de peixes, ao longo de rotas
compartilhadas (Collins et al., 2013). Os peixes piracema desovam naturalmente ao atingir sitios de
reproducdo a montante (e.g. Riboli et al., 2020). Ovos, larvas e alevinos, entdo, derivam
passivamente a jusante, até alcancar baixadas e lagoas marginais, onde crescem e amadurecem
(Petry et al., 2003). Adultos desovam varios anos consecutivos durante seu ciclo de vida (Carolsfeld

et al., 2003).

> A

Figura 3: A curimba Prochilodus lineatus da bacia do rio da Prata em seu ambiente natural, Bonito,
MS, Brasil (Fotografia gentilmente cedida por André Seale).

Espécies do género Prochilodus estiveram dentre os primeiros peixes migratorios
Neotropicais a ter dominada sua desova ex situ, motivada principalmente pela exploracdo intensiva
da geracdo de energia hidrelétrica e seu impacto direto sobre os peixes de piracema nas regides
afetadas. O principal desafio para a reproducdo ex situ estd na patente auséncia de estimulos

ambientais naturais nas pisciculturas. Isso tem sido normalmente contornado por meio de indugao
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hormonal, relatada desde pelo menos 1946, de acordo com Fenerich-Verani et al. (1984), e usada
para dar suporte a operacoes de soltura de peixes produzidos em piscicultura (peixamentos),
visando neutralizar a diminui¢do da pesca em torno de regides impactadas por represas.

Essas praticas de estocagem artificial de peixes foram amplamente abandonadas em alguns
lugares relevantes (e.g. Minas Gerais), durante a ultima década, em parte devido ao relaxamento
geral das normas orientadas a protecdo ambiental (Zellhuber, 2016), embora ainda falte uma
avaliacdo rigorosa, sistematica e holistica (ou seja, ecoldgica, genética e antropoldgica) dos
potenciais beneficios ou problemas da atividade. Dado seu status historico como o principal alvo
para praticas de piscicultura e peixamentos (e.g. Saraiva e Pompeu, 2016), nos ultimos 50 anos ou
mais, P. lineatus é uma espécie candidata natural a organismo-modelo para a investigacdao dos
impactos de barragens e a eficiéncia de possiveis medidas de mitigacdo, em relacdo aos peixes

migratdrios Neotropicais em geral.

Marcadores moleculares em peixes migratorios
Neotropicais

O uso de marcadores moleculares e citogenéticos para a compreensdo da biologia e variacdo
em peixes migratérios de agua doce Neotropicais tém revelado diferentes niveis de estrutura
genética (Piorski et al., 2008; Oliveira et al., 2009). Alguns estudos apontam a ocorréncia de
isolamento por tempo entre estoques capturados nas mesmas localidades (indicando diferentes
subpopulagdes ao longo do ano, e.g. Braga-Silva e Galetti Jr., 2016; Ribolli et al., 2017) e diversas
classes de marcadores moleculares tém sido aplicadas na elucidacdo da influéncia de barragens e
peixamentos (e.g., Hatanaka et al., 2006; Landinez-Garcia et al., 2020; Pimentel et al., 2020;
Oliveira-Farias et al., 2022; Garcia-Castro e Marquez, 2024), ou para acessar a estrutura e
delimitacdo local ou regional de estoques (e.g., Sivasundar et al., 2001; Collins et al., 2013;
Landinez-Garcia e Marquez, 2018). Alguns estudos com marcadores genéticos apontaram para a

ocorréncia de comportamento reprodutivo de homing (ou seja, reproducado filopatrica, a tendéncia
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de individuos regressarem aos sitios de origem) em espécies de peixes-de-couro da Amazonia,
como Brachyplatystoma rousseauxii (e.g., Batista e Alves-Gomes, 2006; Carvajal-Vallejos et al.,
2014; Barthem et al., 2017) e da bacia do Prata, como Pseudoplatystoma corruscans (Pereira et al.,
2009).

Questdes especificas que merecem uma avaliacdo mais aprofundada na América do Sul
incluem a taxa e a intensidade do isolamento genético por barragens para peixes (e.g. Ruzich et al.,
2019); a eficiéncia de mecanismos de transposi¢ao na sustentagao do fluxo génico (e.g. Wilkes et
al., 2019); se as operacOes de repovoamento contribuem para a sustentabilidade da biomassa
pesqueira (e.g. Osathanunkul e Suwannapoom, 2023); se ha efeitos genéticos relevantes das praticas
de piscicultura, como gargalos ou domesticacdo de estoques (e.g. Howe et al., 2024); se os
peixamentos contribuem para efeitos importantes de introgressdo e alteracdo (e.g. Chang et al.,
2022), ou se estao comprometendo adaptagoes locais (e.g. Shedd et al., 2022), etc.

Para se abordar essas questdes de forma segura e informativa, sdo necessarios planejamento
adequado e consideracdo cuidadosa da complexidade destes sistemas. Também € necessaria a
disponibilidade suficiente de ferramentas praticas e metodoldgicas, como ntumero e variedade
adequados de diferentes marcadores moleculares, além de modelos conceituais/quantitativos
eficientes para a descricdo de fendmenos de genética e ecologia populacional dentro do contexto
dos impactos de geracdo de energia hidrelétrica (e.g. Telles et al., 2011; Baggio et al., 2018; Davis
et al., 2018; Nguyen et al., 2018).

Estratégias de sequenciamento de DNA de segunda e terceira geracao (Shendure et al.,
2017), também conhecidas como sequenciamento de préxima geracdo (NGS), podem ajudar a
promover o desembaraco sistematico dessas questdes desafiadoras e concorrentes. NGS permite,
por exemplo, a caracterizacdio completa do genoma e abordagem de ressequenciamento,
genotipagem de alto rendimento por sequenciamento de milhares de amostras ou criando pequenas

janelas diretas de dados gendmicos, permitindo a deteccdo rapida de uma ampla paleta de diferentes
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classes de marcadores moleculares (Bernos et al., 2020), aplicaveis a investigacdo abrangente da
delimitacdo de estoques naturais (e.g. Layton et al., 2020). Essas informagoes sdo particularmente
Uteis para a piscicultura, gerenciamento da pesca, praticas de gestao ambiental (Allendorf, 2017) e

tomada de decisdes para o desenvolvimento do uso de recursos hidricos.

Microssatélites de DNA

Peixes migratorios sob impacto da producdo hidrelétrica podem se beneficiar de medidas
guiadas pelas informacdes objetivas levantadas por meio da aplicacdo de marcadores moleculares,
como os microssatélites. Esses sdo loci genéticos abundantes e espalhados pelos genomas,
caracterizados por temas de sequéncia de DNA curtas e repetitivas e que desempenham uma
diversidade de papéis funcionais e estruturais nos cromossomos (Srivastava et al., 2019; Lei et al.,
2021).

Como os loci genéticos que carregam essas sequéncias tém a propensao a variar em numero
de repeticOes dentro e entre populacdes (alta taxa de mutacao) e devido a sua relativa facilidade de
uso para registrar polimorfismos genéticos (variacdo do comprimento do fragmento de DNA), os
microssatélites tém sido amplamente aplicados como marcadores moleculares para estudos de
diversidade genética (Schlotterer, 2004; Budowle e Sajantila, 2024).

Um estudo recente de McComish et al. (2024) langou luz sobre a dinamica de mutagdo de
microssatélites de vertebrados, revelando estabilidade evolutiva na distribuicdo da variacdo do
comprimento de fragmentos, de milhares a milhdes de anos, nesses loci. Eles sugerem que, em
termos de mutagdo, alelos mais curtos tendem a se expandir, enquanto alelos mais longos tendem a
diminuir em nimero de repeticoes (possivel selecdo estabilizadora), destacando também a provavel
associacdo da variacdo do comprimento de microssatélites e rapida mudancga fenotipica (McComish
et al., 2024). Isso é importante, pois muitas aplicagoes, como estimar cendrios demograficos e
inferir neutralidade seletiva, podem ser problematicas se assumirmos modelos de mutacdao

imprecisos para microssatélites (Ellegren, 2004; Putman e Carbone, 2016).
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De forma aplicada importante, os marcadores de DNA de microssatélites sao passiveis de
rotinas de genotipagem relativamente simples, adequadas para operagdes diarias de monitoramento
de pisciculturas ou peixes selvagens, o que viabiliza aplicagOes praticas na producdao de peixes para
fins ambientais ou comerciais, que necessitem de informagOes sobre a variacao genética (Wenne,
2023).

Um total de 18 loci microssatélites especificos validados para P. lineatus estdo atualmente
disponiveis, cinco marcadores originalmente descritos em Yazbeck e Kalapothakis (2007) e mais 13
apresentados em Rueda et al. (2011), Isso é um numero limitante para cobrir um genoma
segmentado em pelo menos 27 cromossomos (ha pelo menos nove cromossomos supranumerarios

ja descritos), com 2N=54 (Pauls e Bertollo, 1983; Stornioli et al., 2021).

Admistura

Desde o trabalho seminal de Smouse et al. (1990), cientistas e gestores tém buscado a
aplicacdo da inferéncia estatistica da estrutura genética para caracterizar a presenca de estoques
mistos em amostras de peixes, por meio do uso de marcadores de DNA (Hallerman, 2003;
Valenzuela-Quifionez, 2016). Isso € ttil quando individuos capturados no mesmo momento e local
pertencem a diferentes populagoes de origem ancestral (Pritchard et al., 2000), que podem ser
detectadas analiticamente por meio de modelos da diversidade genética, por meio de inferéncia
Byesiana (Beaumont e Rannala, 2004) ou estimativa de maxima verossimilhanca (Wang, 2003) de
admistura e estrutura genética da populacao.

Estoques mistos de peixes podem seguir um modelo populacional de mistura genética, onde
cada genoma (cada peixe) é originario exclusivamente de uma tnica fonte populacional ancestral
(subpopulagdo), dentre um nimero K de alternativas possiveis, e onde esses diferentes demes nao
compartilham eventos reprodutivos. Isso poderia ser teoricamente esperado em, digamos, uma
amostra populacional de espécimes, de uma dada espécie hipotética de salmao migratorio anadromo

absolutamente filopatrica, amostrados no mar, pouco antes de sua migracdao reprodutiva, em rios
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segregados distintos. Essa amostra de gendtipos de peixes teria individuos cujo genoma descende
exclusivamente de uma das possiveis fontes genéticas ancestrais, porque cada populacao verdadeira
(i.e. subpopulacdo ou deme) estd dentro das diferentes bacias de agua doce isoladas, utilizadas
como sitios de reproducao, e dado seu comportamento de retorno ao sitio natal.

Outra situacdo seria ilustrada pela presenca de estoques mistos que seguem um modelo de
admistura genética (i.e. miscigenacdo). Aqui, o genoma de cada peixe pode conter diferentes
proporcoes de heranca genética ancestral, a partir de demes distintos, onde geracOes anteriores
potencialmente participaram de eventos reprodutivos comuns (Pritchard et al., 2000, Wang, 2022).

O modelo de admistura visa caracterizar grupos de genotipos, a partir da amostra total, que
tendem a um comportamento matematico esperado (equilibrio de Hardy-Weinberg ou EHW) diante
de panmixia - reproducdo aleatoria - com base na maximizacdo da variancia entre os clusters. O
modelo assume auséncia de ligacdo entre os loci. O procedimento, portanto, permite a designacao
de genotipos amostrados a um dos K possiveis agrupamentos genéticos definidos (clusters). O
modelo de admistura, portanto, fornece uma moldura teérica conveniente para a investigacao da
estrutura genética de peixes migratérios Neotropicais, sob o impacto da implementacao de
barragens e décadas de operacOes de peixamento, em grande parte conduzidas sem consideragdes
explicitas sobre questdes genéticas.

Uma ampla discussao e diferentes ferramentas computacionais (e boas praticas de uso) tém
sido apresentadas sobre a inferéncia da estrutura genética de populacdes e admistura, bem como
seus modelos relacionados, desde a implementacdo fundamental de Pritchard et al. (2000) de seu
software STRUCTURE (e.g. Falush et al., 2003; Wang, 2003; Evanno et al., 2005; Falush et al.,
2007; Alexander et al., 2009; Verity and Nichols, 2016; Janes et al., 2017; Lawson et al., 2018; Liu

et al., 2020; Wang, 2022).

20



Estrutura genética populacional em Prochilodus lineatus

Em relacdo a P. lineatus, investigacOes de estrutura genética que aplicaram microssatélites
para verificacdo da admistura foram conduzidas exclusivamente por meio de inferéncia Bayesiana.
O primeiro estudo deste tipo foi apresentado em Rueda et al. (2013), contando com 12 loci e
revelou evidéncias genéticas para estoques distintos, sazonalmente segregados, no mesmo local do
baixo rio Uruguai. Esses autores concluiram que essa espécie deve ser tratada como localmente
exibindo estoques mistos para fins de manejo pesqueiro. Perini et al. (2021) revelaram uma
dindmica genética fonte-dreno de metapopulagdes, envolvendo outro tributario importante, o rio
Pardo, que alimenta o baixo rio Grande, aplicando cinco microssatélites especificos da espécie e
cinco heterélogos (i.e. isolado originalmente em espécie préxima).

Ambos, Ferreira et al. (2017) e Rosa et al. (2022) também combinaram dados de sequéncia
de haplotipos mitocondriais (Alga D), com sete microssatélites, para a investigacdo de
polimorfismos genéticos. Aqueles estudaram peixes da bacia do médio e alto rio Parana e estes,
incluindo um marcador heter6logo, avaliou a estrutura genética temporal de uma localizacao
especifica do rio Mogi-Guagu (bacia do rio Pardo). A mesma quantidade de marcadores foi ainda
aplicada por Ferreira et al. (2023) para investigar a estrutura genética de P. lineatus da bacia do rio
Paranapanema, um importante tributario do alto rio Parand, visando trechos livres de rios ao redor
do canal principal, interrompido por usinas hidrelétricas.

Em comum, esses estudos se referem a regides mais baixas desse sistema intensamente
fragmentado por barragens. Seus resultados apontam para altos niveis de variabilidade genética,
comumente relatando a auséncia de estrutura populacional associada a localidades distintas,
revelando evidéncias de subestruturacao genética local ou temporal, resolvendo dois ou trés clusters
genéticos. O presente trabalho visa a anélises de estrutura populacional genética para P. lineatus do
alto rio Grande, a regido terminal mais alta do flanco oriental da bacia do rio Parand, dentro da vasta

bacia do rio da Prata, por meio de abordagem alternativa ao método Bayesiano.
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Rio Grande, MG e recursos genomicos em Prochilodus

O rio Grande nasce a uma altitude aproximadamente 2.000 m em Minas Gerais e corre por
1.360 km até sua confluéncia com o rio Paranaiba, onde ambos coalescem formando o rio Parana
(um importante componente da megadiversa bacia do rio da Prata - Casemiro et al., 2023). O rio
Grande um exemplo ilustrativo de rio intensamente represado, com 12 grandes barragens, sendo a
usina hidrelétrica de Camargos, a ultima barragem a montante, instalada por volta de 1960. Pouco
abaixo, a jusante, esta a barragem da usina de Itutinga, operacional desde 1955 e que delimita um
reservatorio relativamente pequeno e fechado (sem tributarios), a “fio d’agua”. L4, uma estacdo de
piscicultura ambiental operou ativamente, durante décadas, na producdo de peixes para estocagem,
principalmente de P. lineatus, através da regiao, até o entorno de 2018. Em seguida, mais a jusante,
fica a barragem da usina hidrelétrica do Funil, relativamente nova (construida por volta do ano
2000), sendo esta a tinica com um mecanismo de transposicao de peixes, um elevador (Suzuki et al.,
2011), com eficiéncia possivelmente limitada para a passagem de P. lineatus (observagao pessoal).

O grau com que essas barragens interferem na estrutura genética de peixes migratorios de
agua doce no alto rio Grande e quais eventuais problemas ou beneficios, do ponto de vista genético,
resultam das operagdes de peixamento e transposicdo de peixes ali, ainda permanecem em grande
parte desconhecidos.

Assim, valer-se de tecnologias NGS e disponibilizar recursos genémicos robustos e novos
marcadores moleculares é relevante para facilitar e incrementar estudos ecologicos e iniciativas de
conservacao de peixes migratorios em ecossistemas impactados. Esse é um passo necessario para se
alcancar a pesca sustentavel e o gerenciamento de recursos hidricos na bacia do Prata, intensamente
alterada pela atividade humana (Agostinho et al., 2007), particularmente pela geracao de energia
hidrelétrica, uso da terra, pesca irregular, poluicdo industrial, urbana e rural, além da introducao de

espécies invasoras. (Reis et al., 2016).
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Podemos enumerar nos dedos de uma mao a quantidade de recursos gendomicos disponiveis
atualmente para espécies de peixes do género Prochilodus. A primeira sequéncia completa de DNA
mitocondrial para P. lineatus foi revelada por Carmo et al. (2016), enquanto outros mitogenomas de
outras espécies de congéneres foram apresentados por Chagas et al. (2016) e Santos et al. (2021).
Em relacdo ao genoma nuclear, Stornioli et al. (2021) divulgaram 3,6 Gb (gigabases) de dados
FASTAQ de sequenciamento de DNA de segunda geracao (leituras curtas, associadas a informacdes
de qualidade, base a base), no contexto do mapeamento de DNA satélite para P. lineatus. Mais
recentemente, Yepes-Blandon et al. (2023), por sua vez, depositaram o primeiro rascunho de um
genoma de referéncia de alta contiguidade para Prochilodus magdalenae, uma espécie colombiana,
resultando em uma montagem de novo com ~1,3 Gb (com a mediana do tamanho de fragmentos
obtidos, ou Ns, de 348.313). Ali também foi fornecida a anotagdo para 34.724 genes potenciais
naquela espécie. No entanto, o conjunto de dados de leituras curtas e longas de DNA utilizadas

nesta montagem nao foram disponibilizados em bancos de dados publicos.

Objetivos

O objetivo original deste trabalho foi produzir novos recursos genomicos para Prochilodus
lineatus, um organismo-modelo para peixes migratorios Neotropicais de agua doce, e aplica-los na
analise da diversidade genética de peixes separados pelas trés ultimas barragens a montante do alto

rio Grande, MG, Brasil.

De forma particular e original, visei os seguintes problemas:

» Testar a hipétese da ocorréncia de estoques mistos entre populacoes de P. lineatus

segregadas pelas trés tltimas barragens a montante do alto rio Grande;

» Testar a hip6tese de que as barragens tém isolando geneticamente peixes migratorios

na regiao; e
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» Testar a hipotese de que praticas de peixamentos com peixes de piscicultura
alteraram a diversidade genética em populacdes de peixes aprisionadas entre

barragens.
Para tanto, técnicas NGS foram aplicadas em P. lineatus para:
* Arealizacdao da montagem do genoma deste peixe;

* A busca de novos loci potenciais para o desenvolvimento rapido e de baixo custo de

novos marcadores microssatélites nesta espécie; e

* Disponibilizar publicamente os novos recursos genémicos produzidos em P. lineatus.

Material e Meétodos

Genomica e bioinformatica

Bibliotecas genomicas foram construidas a partir de um tnico espécime, adulto, fémea
coletado na Estacdao da Piscicultura de Itutinga (21°19'20.7"S 44°36'56.9"W) em 2014. Este

individuo é mantido como um voucher no LARGE-UFSJ (www.ufsj.edu.br/large — registro

140000). O DNA gendmico completo foi extraido do tecido muscular com o kit de extracdo Wizard
DNA (Promega) e verificado quanto a integridade e qualidade por eletroforese em gel de agarose.
Um prestador de servico (PS) externo avaliou a pureza da extracdo por espectrofotometria e
quantificou o material por fluorometria. Essa extracdo de DNA gendmica foi empregada pelo PS na
producao de trés bibliotecas genomicas integrais primarias (whole genome shotgun), com selecdo de
fragmentos de 500 pb, submetidos ao sequenciamento-por-sintese (Illumina). Foram geradas
leituras pareadas de DNA (PE) de 90 bases em um equipamento Illumina HiSeq 2000 por PS,
visando uma profundidade (redundancia) de sequenciamento estimada de ~15 vezes (15X) em
relacdo ao genoma modelo de Danio rerio. As leituras PE resultantes foram filtradas para remocao
de sequéncias adaptadoras e quando continham mais de 50% de bases com valor Q<5 na escala
Phred. Os dados de sequencias curtas pareadas foram entdo respectivamente colocados em trés

pares de arquivos FASTQ gémeos, *.fql e *.fq2. O SP realizou uma montagem genémica de novo

24


http://www.ufsj.edu.br/large

(ndo disponibilizada), busca de microssatélites usando SSRIT (Temnykh et al., 2001) e design de
primer com Primer3 (Untergasser et al., 2012).

Verifiquei a qualidade das leituras curtas de DNA resultantes usando FastQC (Andrews,
2010) via MultiQC (Ewels et al., 2016). Subsequéncias de DNA de comprimento k fixo (k-mero),
das leituras curtas FASTQ, foram computadas para os 21-meros com o auxilio do programa
Jellyfish (Marcais e Kingford, 2011), que eu usei para para estimar o tamanho esperado do genoma,
usando um histograma de frequéncia, no ambiente computacional R (versdo 4.4.1 — R Core Team).

Em colaboragdo com o Prof. Rafael Sachetto Oliveira (DECOMP-UFSJ) usamos essas
leituras curtas, junto com um conjunto contigs (fasta) resolvidos pelo SP, para executar uma
montagem gendmica de novo usando MEGAHIT (Li et al., 2015), com k-mero=47 para resolver
novos contigs e, em seguida, submeter os resultados para o modulo SOAPdenovo-fusion do
SOAPdenovo?2 (Luo et al., 2012), para resolver scaffolds. Esta montagem foi processada no cluster
de computacao de alto desempenho Sagarana (CEPAD-ICB-UFMG, Belo Horizonte, Brasil).

A ferramenta de triagem e filtragem de contaminacdo FCS (Astashyn et al., 2024) do
National Center for Biotechnology Information (NCBI — Sayers et al., 2022) foi usada por membros
da equipe do NCBI e por mim para filtrar a montagem mitocondrial, sequéncias de microrganismos
e adaptadores da biblioteca encontrados na sequéncia final no nivel de scaffold. A selecao da
montagem genomica para uso posterior foi baseada principalmente no tamanho e no Ns, da
montagem. As estatisticas de montagem foram obtidas por meio do assemblyStats

(http://gif.biotech.iastate.edu) e sua visualizagdo, pelo assembly-stats 17.02 (Chalis, 2017).

Para mapear as dezenas de milhares de loci potencias de microssatélites preditos pelo SP na
nova montagem do genoma, o0 seguinte ensaio in silico foi executado, com o auxilio do Prof.
Sachetto: realizamos uma busca local BLAST (Altschul et al., 1990) na nova montagem
selecionada, usando as sequéncias de produtos de PCR preditas na busca de microssatélites. Quando

estes tiveram resultados de busca BLAST nulos, usamos as sequéncias de seus pares de primers
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para buscas por algoritmo de Smith-Waterman, usando SWIPE (Rognes, 2011) e retendo resultados
com correspondéncia de ambos, primers direto e reverso, no mesmo contig ou scaffold. Um
mapeamento de alinhamento das sequéncias curtas (SAM) foi feito sobre a nova montagem
genomica com BBmap (Bushnell, 2014) e, em seguida, convertido em um arquivo binario mais

compacto (BAM) com SAMtools (Li et al., 2009).

Desenvolvimento e validacao de marcadores moleculares

A partir da caracterizagdo do painel genomico dos loci microssatélites potenciais de P.
lineatus, candidatos a novos marcadores foram selecionados para desenvolvimento empirico, a
partir da escolha dos 12 primeiros resultados da classificacdo decrescente do tamanho do tema
repetitivo e nimero do nimero de repeticoes resolvidas, a fim de aumentar as chances de encontrar
loci polimorficos (Brandstrom e Ellegren, 2008; Srivastava et al., 2019), além escolha aleatéria de
outros 10 candidatos.

A descricdo dos passos de validacdao empirica e aplicacdao populacional dos novos
microssatélites estdo melhor detalhados em Nascimento (2024). Em suma, 22 pares de primers
candidatos foram testados por duas discentes de pos-graduacdao do LARGE-UFSJ (PGE e PPBiotec-
UFS)J). Inicialmente, foram aplicadas quatro amostras individuais de DNA em reacdes em cadeia da
polimerase (PCR), com volume final de 10 pl, com 10 pmols de cada primer e usando Tag DNA
polimerase (Phoneutria, Belo Horizonte). Os programas foram padronizados para 30 ciclos de
termociclagem.

Os produtos de PCR resultantes foram visualizados apds eletroforese 15 V/cm, em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 10%, corados com brometo de etidio, fotografados sob luz UVB com
referéncia de tamanho de fragmento de DNA (ladder) de 25 pb e usando o software GelAnalyzer.
As amplificacdes que produziram padrdes polimorficos foram entdo analisadas em uma amostra de
20 peixes, para otimizagdo das temperaturas de anelamento e condi¢des de PCR. Os fragmentos de

DNA foram entdo convertidos em classes nominais de alelos (01, 02, 03 e etc.) por meio de uma

26



abordagem de discretizacdo (binning) por analise de histogramas de frequéncia em Excel

(Microsoft).

Genética de populacoes

Foram utilizadas 100 amostras individuais de tecido de P. lineatus (fragmentos de
nadadeiras caudais preservadas em etanol) do banco de DNA do LARGE. Estas foram coletadas
anteriormente em trés locais no ultimo trecho barrado a montante, no alto rio Grande, MG.
Especificamente, foram coletadas amostras de tecidos de peixes a jusante da barragem do Funil, a
montante da barragem de Itutinga e a montante da barragem de Camargos (ver Suzuki et al., 2011
para uma caracterizagdo mais detalhada desses locais). O reservatorio da barragem de Itutinga teve
outros 40 peixes amostrado, mais recentemente, com a ajuda de um casal de pescadores
profissionais. Essas informagOes, juntamente com os locais das amostras populacionais, estdo

resumidas na Tabela 1. Os locais sdo mostrados na Figura 4.

Tabela 1: Amostragem de individuos de Prochilodus lineatus, provenientes das trés ultimas
represas do alto Rio Grande, MG, Brasil.

Amostra ID Local Ano N
Camargos 1-20 21°20'27.1"S 44°36'34.3"W 2013 20
Itutinga 1 21-60 21°17'39.9"S 44°37'24.1"W 2013 40
Itutinga 2 61-100 21°17'30.4"S 44°37'11.4"W 2023 40
Funil 101-140 21°08'39.4"S 45°02'19.1"W 2013 40
Total 140

ID=Identificacdo de individuos; N=Tamanho amostral.
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Figura 4: Localizacdo geografica das amostras populacionais estudadas para curimba Prochilodus
lineatus do alto rio Grande , MG, Brasil.

Um total de 15 loci microssatélites validados apresentados em Nascimento (2024) foram
aplicados nos 140 individuos de P. lineatus. Apés duas rodadas de controle de qualidade visual da
analise de comprimento de fragmentos, os dados foram formatados para genepop. O EHW e o
desequilibrio de ligacao (DL) foram testados por meio dos métodos implementados no genepop
007 (Rousset, 2008), para cada amostra populacional, com opc¢des padrdao para parametros de
Monte Carlo com cadeia de Markov (MCMC). Eles foram analisados sob novos valores de
significancia para testes multiplos. Isso foi feito por meio de corre¢des sequenciais de Bonferroni
(também conhecida como correcdo de Holm-Bonferroni), controlando-se a taxa de descobertas
falsas, a probabilidade de se encontrar, sob a hipétese nula, meramente ao acaso, uma distribuicao
de dados tdo extrema quanto ou pior que aquela observada na amostra (ou seja, significancia). O

programa Microchecker (van Oosterhaut et al., 2004) foi usado para controlar erros de
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genotipagem (gagueira, drop out de alelos e alelos nulos). Visualizagoes e manipulacdo e
conversao de dados e tabelas foram conduzidas principalmente com o auxilio do pacote adegenet
para R (Jombart, 2008), a partir da importagao inicial dos dados genepop.

Outras estimativas basica de diversidade e estrutura genética das amostras populacionais
foram obtidas com GenAlex (Peakall e Smouse, 2012), incluindo heterozigosidades esperada e
observada (Hg e Ho, respectivamente); nimero de alelos (ou riqueza alélica - NA); D de Jost; indice
de fixacdo desenviesado e padronizado, G’ sr; e analise de variancia molecular (AMOVA), cada
uma com 999 permutas aleatérias para avaliar valores de probabilidade. Para D e G”’sr, erros-
padrao (EP) foram calculados por jackknife sobre os loci e intervalos de confianga a 95% (IC)
foram obtidos por bootstrap sobre os loci (Peakall e Smouse, 2012). Uma analise discriminante de
componentes principais (DAPC - Jombart et al., 2010) foi conduzida através do adegenet, por
agrupamento de novo; retendo-se inicialmente 80% da variagao total capturada por componentes
principais (PC) e com k 6timo escolhido de acordo com o critério de informagao Bayesiano (BIC).
Um procedimento de validacdo cruzada, com 100 réplicas, foi executado e usado para avaliar a
confiabilidade da andlise DAPC, com o melhor nimero de PC encontrado. Finalmente, a DAPC
também foi conduzida com informacdes de amostra populacional, com 0 mesmo nimero 6timo de
PC retidos na validagdo cruzada, a fim de registrar visualmente a diversidade genética dentro e

entre os grupos.

Analise hierarquica da estrutura genética populacional

Os dados de polimorfismos de microssatélites também foram meticulosamente processados
com a as etapas e métodos analiticos implementadas no programa PopCluster (Wang, 2022, 2024),
principalmente pela versdo grafica para sistema operacional Windows (Microsoft), devido a
limitagOes de producdo de resultados visuais na versdo de interface de linha de comando (Wang,

2024).
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Optei pela execucdo adicional de um agrupamento exploratdrio (clustering) k-means, além
do modelo nulo inicial de admistura, ou seja um modelo estrito de mistura genética (genomas
individuais oriundos apenas de uma das K populagdes ancestrais possiveis). Os resultados deste
“rascunho” sdo entdo usados para alimentar a estimativa de maxima verossimilhanca (MLE) dos
coeficientes individuais de admistura na amostra (q) - genomas individuais miscigenados — com
base nas frequéncias alélicas definidas no agrupamento preliminar, o que contribui para
parcialmente contornar o viés devido a amostragem desbalanceada de populagdes ancestrais. O
programa PopCluster se vale da implementacdo de um algoritmo de arrefecimento simulado
(annealing), que contorna a armadilha do aprisionamento de estimativas em torno de solugoes sub-
6timas na funcdo de verossimilhanga, aumentando a chance de visita de todos picos de valores
delineados nos modelos avaliados.

Depois de exaustivos ensaios exploratorios do programa PopCluster (e.g., fator de escala
fraco, médio, forte e nulo, com e sem agrupamento k-means, etc), segundo recomendacgoes do autor,
Jinliang Wang, apliquei a opcao de "fator de escala fraco”" (Wang, 2022). A intencdo deste fator de
escala também € lidar com o viés de eventual de amostragem desigual de individuos oriundos de
diferentes demes ancestrais. Isso é normalmente mitigado na analise tradicional Bayesiana,
assumindo-se priores desiguais para cada cluster, ver abaixo — Wang, 2017). Avaliei, portanto a
MLE de admistura de novo (i.e. sem usar informagoes de amostras populacionais dos individuos)
variando valores de K entre 1 e 14, com 100 réplicas independentes cada.

A escolha do valor K ideal que melhor captura a subestrutura da amostra foi feita
principalmente pelo estimador de taxa de mudanca (delta) da log-verossimilhanca de 2% ordem, D k.
(Wang, 2022), cuja premissa é comparavel ao estimador AK de Evanno et al. (2005). Para o mesmo
fim, alternativamente, foram computados valores do chamado Fsris, daquele autor, que visa escolher

o cenario de K ideal com base na maximizagao do Fsrentre clusters e na minimizacdo do F;s dentro
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de clusters. Este procedimento inicial foi rotulado como uma andlise de 1* ordem da estrutura
genética populacional.

Entdo, para explorar possiveis estratos hierarquicos escondidos da estrutura genética,
seguindo os passos de Vdhd et al. (2007) e defendidos em Janes et al. (2017): os melhores
resultados de réplicas para o valor K escolhido definido na rodada de estimativa de 1* ordem, foram
usados para se reorganizar amostras em K novos grupos. Cada grupo resultante foi, por sua vez,
submetido independentemente a uma analise de mistura de 2* ordem, buscando novas subdivisdes,
variando K=1 a 7. Finalmente, este procedimento foi reiterado mais uma vez, com 0s novos grupos
definidos na etapa anterior, como uma analise de 3" ordem da estrutura populacional, agora
avaliando K de 1 a 4. Isso permitiu uma analise hierarquica da estrutura genética de populages em
trés niveis. Os resultados para cada rearranjo sugerido de clusters foram examinados em relacao a
diversidade, estrutura e variacdo genética, conforme conduzido para as amostras populacionais
originais, com o auxilio do GenAlex.

Ainda de seguindo a discussdo apresentada por Wang (2022), devido ao numero limitado de
marcadores e possivel amostragem desbalanceada entre as populacdes de origem, também
realizamos uma analise da admistura por meio de inferéncia Bayesiana, em paralelo, com a suite
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Para isso, adotei diferentes priores para o parametro de
admistura (q), para cada populacao, onde o parametro a da distribuicdo de Dirichlet difere para cada
cluster (ou seja, parametro POPALPHAS definido como 1). Isso equivale a ndo se assumir de que
cada populacdo de origem contribui igualmente para a amostra, melhorando a acuracia da analise,
segundo Wang (2017), uma vez que a escolha de prior é um passo essencial da analise.

Um total de 5 x 10° passos da cadeia foram ignoradas antes de computar 1 x 10° itera¢des do
MCMC, com K variando de 1 a 8 e 20 réplicas cada. As estimativas do melhor valor K para a

analise do STRUCTURE foram realizadas principalmente com os estimadores implementados no
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Kfinder (Wang, 2019), Structure Selector (Li e Liu, 2018) e visualizagdes foram conduzidas com a

ajuda do clumpak (Kopelman et al., 2015).

Declaracoes éticas

Todos os procedimentos com animais foram conduzidos sob a as normas e licencas 27/2011
e 6991130223 do Comité de Etica no Uso Animal (CEUA-UFS)); além das licencas SISGEN
A9DOES e AC5A784; e licencas SISBIO 37222-2 e 85497-1.

Alguns dados utilizados nesta tese, bem como muitos de seus resultados analiticos
associados, foram anteriormente apresentados em Nascimento (2024), particularmente aqueles
relativos ao desenvolvimento empirico de marcadores microssatélites e sua aplicacao na deteccao
de polimorfismos genéticos das amostras de P. lineatus. Este trabalho foi apresentado no contexto
de defesa de dissertacdo de Mestrado do Programa de P6s Graduacdo em Ecologia da UFSJ pela
discente Gésica A. S. Nascimento, minha orientada no LARGE-UFSJ, em Julho de 2024. No
presente estudo, estes resultados sao revisitados, analisados e discutidos sob a 6tica dos objetivos
diferenciais listados neste presente estudo, além dos novos elementos (dados e resultados) aqui
apresentados.

Sem considerar técnicas de aprendizado de maquinas intrinsecas a métodos listados
anteriormente (e.g. validacdao cruzada da DAPC), o uso de inteligéncia artificial (IA) e agentes de
modelos grandes de linguagem (LLM) de IA generativa, limitou-se principalmente a:

* Perplexity (Online), Hermes2 e llama3.2 (ambos via Ollama): aplicacdo incidental
durante o refinamento de c6digo manual na linguagem R, para apresentacdo grafica
da analise de estimativa jackknife de riqueza alélica; codigo para concatenacdao de
pacotes R, para processamento de matrizes de dados genéticos S4 previamente
preparadas para adgenet, na analise e apresentacdo grafica de rarefacdo desta mesma
variavel (N,); AvaliacOes de conteudo textual escrito manualmente por mim na

lingua Inglesa;
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* llama 3.2, Hermes3, e sobretudo deepseek-r1:14b (todos via Ollama): Sondagens e
reflexdes volateis (i.e. ndo registradas ou diretamente trazidas para o texto) sobre a
razoabilidade e bases teoricas (e.g. fractais, autocorrelacdo, estrutura genética e
admistura) e metodoldgicas (e.g. modelagem, inferéncia por MLE vs Bayesiana;
limitacdes de PAGE vs eletroforese capilar para analise de fragmentos), no contexto
dos resultados e discussoes oriundos do estudo; consultas gerais sobre estatisticas,
computacao e filosofia e histéria da ciéncia (sempre aprofundado e controlado por
meio de verificagdo cruzada e consulta direta a literatura primaria); além de

* Uso do Google Tradutor em traducao textual reversa do Inglés do arcabouco de um
manuscrito original (Apéndice A — Arquivo suplementar extra) para o Portugués (sob

supervisao estrita, livre editoragdo corretiva, por mim).

Resultados

Genomica e bioinformatica

Um total de aproximadamente 483,7 milhdes de leituras curtas de pares de 90 bases foram
geradas a partir das trés bibliotecas genomicas integrais shotgun para P. lineatus. Isso totaliza cerca
de 43,53 Gb (gigabases) armazenadas no formato FASTAQ. Estes dados estdo disponibilizados no
NCBI, no Sequence Read Archive (SRA) e podem ser rastreadas pelo coddigo de acesso do
Bioproject PRINA1120875. O conteudo de CG dessas leituras FASTQ foi de 42%, cada biblioteca
teve de 13,4 a 14,4% de leituras duplicadas e nenhuma sequéncia sobre-representada foi observada.
O valor de qualidade Q por base variou de 31 a 39, com uma média de 38 por leitura, na escala
Phred (média de 1 erro por cada 6.250 pb). A analise do tamanho do genoma, com base na
contagem de 21-meros das leituras curtas, resultou na estimativa de ~1,65 Gb para P. lineatus.

O procedimento de montagem de novo baseado em grafos de Bruijn resultou em uma

montagem final do genoma com um contetido de CG de 42,18%, um tamanho acumulado total de
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1.404.931.824 pb, para um complemento haploide colapsado (ou 1,4 Gb, sendo ~1,4% dos
nucleotideos atribui¢des de base indefinidas — N — fornecendo, porém, informacao posicional. Com
base no tamanho do genoma e o nimero de bases obtidas, a cobertura média de sequenciamento de
foi de cerca 31X (ou seja, a redundancia média de cada par de bases do genoma).

Este projeto Whole Genome Shotgun foi depositado no DDBJ/ENA/GenBank sob o acesso
JBGFTF000000000. A versao descrita neste trabalho é a JBGFTF010000000. No entanto, esta é
extensivamente fragmentaria, com um total de 738.832 sequéncias, contendo 370.341 lacunas
internas (gaps posicionais de bases N indefinidas). Seu N3=5.503 (mediana do tamanho dos
fragmentos da montagem), com 686.224 sequéncias menores que este valor em pares de bases (ou
seja, L5=52.608) e com comprimento médio de contig/scaffold de 1.901,56, sendo o mais longo de

192.837 pb. Esses resultados sdo resumidos visualmente na Figura 5.

Scaffold statistics a 1.6G

Log, , scaffold count (total 738.832)
Scaffold length (total 1 GB)
Ml Longest scaffold (192.8 kB)
NS0 length (5.5 kB)
N90 length (0.7 kB)

1.4G7

126G

1G7

800M

600M

400M

Scale
o
Ol1acs

™[1928k8 |

Assembly
base composition 0
Contig statistics Mce (42.2%) <
DLoglD contig count (total 927.174) AT (56.4%)

o
[‘contig length (total 1 GB) N (1.4%)

400T |
41002 |
%100€ |
100t |
4006 |
40009 |
100L |
4008

Figura 5: Caracteristicas estatisticas da montagem do genoma de Prochilodus lineatus. a) O raio
dentro do grafico circular marca o comprimento do maior scaffold resolvido e os segmentos cinza
representam a porcentagem cumulativa da montagem contida em scaffolds iguais ou maiores que
um comprimento especifico. b) Comprimento cumulativo do contig/scaffold da montagem
gendomica, como uma funcdo do nimero de sequéncias resolvidas. O ponto interior da curva é o
marco Lsy, 0 menor numero de sequéncias, cuja soma ultrapassa a metade do comprimento total da
montagem do genoma (ponto no final da cuva). G = Gigabases e k = milhares de sequéncias.

O arquivo BAM de mapeamento de alinhamentos das leituras curtas sobre essa montagem

genomica também esta disponivel no SRA do NCBI, com cobertura média de 9,81X com ~95% de
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scdaffolds e ~94% de bases cobertas. A sequéncia completa do mitogenoma deste espécime foi
apresentada anteriormente em Santos et al. (2021).

Um total de 37.476 loci microssatélites di- a hexa-nucleotideos para P. lineatus foram
caracterizados in silco e compilados no Apéndice A (Arquivos Suplementares 1 e 2). Estes foram
mapeados na montagem do genoma apresentado aqui, mas cerca de 12% dos loci potenciais ndo

puderam ser encontrados nesta versao.

Desenvolvimento e validacao de marcadores moleculares

De 22 possiveis marcadores microssatélites analisados empiricamente em ensaios PCR,
cinco (Prol14, Prol15, Prol18, Prol31 e Prol52) resultaram em padrdes de amplificacdao complexos e
foram abandonados. Dois, (Prol56 e Prol28) ndo resultaram em amplificagdes observaveis sob
condicOes testadas. Um total de 15 marcadores moleculares microssatélites foram validados e sdo
apresentados no Apéndice B (Tabela suplementar 1), com informacoes de sequéncia de primers,
temperatura de anelamento e resultados de polimorfismo basicos para a amostra combinada de 140
peixes. As condicOes finais de PCR foram as mesmas das inicialmente testadas, exceto para Prol02
e Prol19, que usaram ~6,7 pmol de cada primer por reagao, sendo este com 35 ciclos de PCR, além
do marcador Prol54, que também usou 35 ciclos ao invés de 30. O comprimento de fragmentos de
DNA observados variou entre 87 a 389 pb. O numero de alelos observados nos 15 loci variou de 13
a 31, com média de 22,7 (£1,3 EP).

A taxa de falha de amplificacdo/genotipagem variou de 2,1% (Prol53) a 32,8% (Prol07),
com média de 18,6% (£7,9 EP), incluindo casos em que um alelo foi atribuido e o outro
considerado duvidoso (i.e. dado ausente, e.g. 02 00) para o mesmo genotipo diploide. Seis amostras
de DNA (quatro de Camargos, uma de Itutinga 1 e uma de Funil) falharam em amplificar entre
cinco e dez loci. Elas foram brevemente removidas do conjunto de dados e a maioria das analises
posteriores foram realizadas com e sem as mesmas, em paralelo. No entanto, diferencas marginais

ou nulas foram observadas ao comparar-se os resultados e, portanto, essas amostras foram retidas.
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Genética de populacoes

A significancia reajustada para 60 testes multiplos de EHW foi definida como p<0,008.
Apenas seis loci foram considerados em EHW (Apéndice B - Tabela suplementar 2). O tnico locus
encontrado em conformidade com EHW dentro de cada amostra, Prol07, ndo estava, porém, em
equilibrio no total das amostras populacionais (p=0,002). Todos os desvios foram na direcao de
déficits de heterozigotos.

Os testes para DL dentro de amostras populacionais tiveram um nivel de significancia
ajustado para a=0,0001. Desequilibrio de Ligacdo foi observado em seis situacoes: Prol06 e Prol54
em Camargos; Prol01 e Prol19, Prol05 e Prol57 para Itutinga 1; Prol01 e Prol06, Prol04 e Prol07
para Itutinga 2; e finalmente, Prol53 e Prol57 no Funil. Os seguintes pares de loci estdo em DL para
a amostra combinada de peixes: Prol01 e Prol06; Prol04 e Prol07; Prol01 e Prol19; Prol06 e Prol54;
Prol05 e Prol57; e, por tltimo, Prol53 e Prol57.

Nao houve evidéncia de erros de genotipagem devido a gagueira ou drop out de alelos, mas
a presencga de alelos nulos foi sugerida como significativa, devido ao excesso geral de homozigotos
para a maioria das classes de tamanho alélicos, para todos os loci, em todas as amostras
populacionais, exceto para Prol07.

A riqueza alélica variou de 10,8 (+0,8 EP) alelos para Camargos a 16,9 (+0,9 EP) alelos para
e Itutinga 2 (Apéndice B - Tabela suplementar 2). Essa tendéncia foi confirmada pelas estimativas
jackknife de riqueza alélica (Figura 6), juntamente com os resultados da andlise de rarefacdo (Figura
7). Camargos também teve a menor heterozigosidade esperada, enquanto exibiu o maior valor de
coeficiente de endogamia, junto com a amostra Itutinga 2 (Apéndice B - Tabela suplementar 2).
Todas as amostras populacionais exibiram alelos privados, variando de 7 alelos para Camargos e 37

alelos para Itutinga 2 (média de 19,7 + 12,7 EP).
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Figura 6: Estimativas de reamostragem jackknife e intervalos de confianca a 95% (linhas
verticais) de 341 alelos, em 15 loci de Prochilodus lineatus das quatro amostras populacionais do

alto rio Grande, MG, Brasil.
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Os resultados da AMOVA mostraram que apenas 1% da variacao total foi explicada pelas
quatro amostras populacionais, com a variacdo restante sendo explicada por diferencas entre
individuos (99%). Todas as estimativas de fixacdo par-a-par para G"sr e D de Jost foram diferentes
de 0, incluindo entre amostras coletadas no mesmo local em momentos diferentes (Tabela 2). As
amostras de Itutinga (2013 e 2023) apresentaram os menores valores, enquanto Camargos
apresentou a maior variacao e diferenciagdo par-a-par em geral, para ambos os respectivos indices.

Tabela 2: Sumario de indices de fixagdo G”’sr par-a-par (diagonal inferior) e da distancia genética
D de Jost (diagonal superior) para polimorfismos de microssatélites entre amostras populacionais de
Prochilodus lineatus do alto rio Grande, MG. *p<0.05; **p<0.001

Camargos Itutinga 1 Itutinga 2 Funil
Camargos - 0,156%** 0,222%* 0,203**
Itutinga 1 0,171%* - 0,066* 0,087%**
Itutinga 2 0,241** 0,072 - 0,167**
Funil 0,221 %** 0,095%* 0,180* -

Considerando todos os 15 loci de microssatélites, entre as quatro amostras populacionais, o
indice de fixacdo padronizado desenviesado G”sr atingiu 0,16 (0,03 EP; 0 a 0,26 IC, n=999;
p=0,001) e a estimativa geral de diferenciacao genética do D de Jost foi de 0,15 (+0,03; 0 a 0,24 IC,

n=999; p=0,001).

Analise hierarquica da estrutura genética populacional

A estimativa de maxima verossimilhanca (MLE) de admistura (Figura 8) inicialmente teve
K=2 apontado como 6timo pela métrica Dix» de Wang. No entanto, o Fsris definiu K=4 como o
numero mais provavel de grupos (Apéndice C — Figura suplementar 1). A analise de admistura de 1°
ordem permitiu a definicdo de dois clusters (com respectivos ID originais de peixes — Figura 8a). As
estimativas de Dk, para ambos os clusters produziram o valor de K=2 como 6timo na analise de 2°
ordem (Figura 8b), enquanto o Fsms registrou valores de K=5 e K=7 (Apéndice C — Figura

suplementar 2). Finalmente, esses quatro novos rearranjos resultantes foram estudados na anélise de
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3% ordem (Figura 8c). O Dy, nova e consistentemente apontou K=2 para cada cluster (Apéndice C
— Figura suplementar 3).

As designacoes de individuos (ID) em clusters de todas ordens hierarquicas podem ser
recuperadas no Apéndice A (Arquivo Suplementar 3). Abordei e descartei a possibilidade de
panmixia (K=1), em cada nivel de ordem hierarquica, inspecionando diretamente os valores de log-
verossimilhanca da analise de agrupamento, em relacdo aos resultados para o valor assumido para K
(Apéndice A - Arquivo Suplementar 4 - Tabela suplementar externa 1).

Os diferentes arranjos de amostras mostraram uma diminuicdo consistente nos parametros
de diversidade intrapopulacional para as ordens superiores, como heterozigosidade esperada e
nimero de alelos (Apéndice A - Arquivo Suplementar 4 - Tabela suplementar externa 2), enquanto
os indicadores interpopulacionais (G”sr e D de Jost) aumentaram constantemente (Apéndice A -
Arquivo Suplementar 4 - Tabelas suplementares externas 3-5). A analise EHW de clusters definidos
por MLE de fato mostrou uma tendéncia em direcdo as expectativas de Hardy-Weinberg, nos
arranjos de grupos de ordem superior. Em média, os clusters de 3* ordem tiveram mais loci em
EHW, com um dos clusters em particular tendo oito loci em equilibrio (Apéndice A - Arquivo
Suplementar 5).

A DAPC realizada de novo (i.e. sem informagdes de amostra populacional) apontou para
dois clusters principais, de acordo com o BIC (Figura 9a). Esta DAPC inicial (Figura 9b) também
revelou que dois alelos do locus Prol53 (contig C1608592 0.0 da montagem genomica) tiveram o
maior peso na defini¢do de contribui¢Ges das variaveis. Buscas BLAST no NCBI com as sequéncias
preditas do produto de PCR de Prol53 e de seu contig de origem, ambas apontam para genes como
ABHDI10, relacionado ao metabolismo do figado em humanos e PGDB4, uma proteina remotamente
relacionada a elementos transponiveis piggyBac, implicada no neurodesenvolvimento e alteracao

dos movimentos normais dos olhos em humanos.
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Figura 8: Coeficientes MLE de admistura individuais (barras) para K=2, em niveis inclusivos de
estrutura genética hierarquica. Diferentes tons de cinza representam grupos alternativos de origem,
com o tamanho proporcional das barras indicando as respectivas contribui¢cdes genomicas de demes
ancestrais. Para cada painel, o diagrama acima exibe as amostras na ordem de entrada dos dados,
enquanto o diagrama abaixo mostra a amostra reorganizada nos grupos definidos. a) Analise de 1°
ordem, mostrando peixes agrupados de acordo com a amostra populacional e ID original. b) Analise
de 2° ordem de grupos definidos na 1* ordem. c¢) Analise de 3 ordem de grupos de 2° ordem. Para 2°
e 3% ordens, os nimeros abaixo das barras sao arbitrarios e ndo equivalem ao ID original.
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Figura 9: Analise discriminante de componentes principais (DAPC) de novo para variabilidade da
amostra total de Prochilodus lineatus do alto rio Grande, MG: a) Critério de informacdo Bayesiana
(BIC) apontando o melhor nimero de clusters que capturam a variacdo total da amostra. b)
Definicdo de dois clusters ratificados por uma tnica funcdo discriminante.
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DA eigenvalues

Figura 10: Analise discriminante de componentes principais (DAPC) para Prochilodus lineatus do
alto rio Grande, MG, realizada com informacdes de origem da amostra populacional, com trés
funcoes discriminantes (os eigenvalues - autovalores - da andlise discriminante em escala sao
mostrados no canto inferior direito).

O ensaio de validacao cruzada apontou 30 como o nimero ideal de PC a ser retido
(Apéndice C — Figura suplementar 4) e a ratificagio do DAPC de acordo com este parametro levou
a resultados muito convergentes (Apéndice C — Figura suplementar 5). A DAPC realizada com
informacOes de amostras populacionais e este nimero de PC revelou um nivel aparente de
diferenciacdo genética entre as amostras populacionais (Figura 10).

A abordagem Bayesiana para o modelo de admistura (Figura 11) também resultou em
valores alternativos para estimativas 6timas de K. O estimador Pr(X|K) de Pritchard define K=8,
enquanto, ambos, os estimadores AK de Evanno e de parcimdnia de Wang resolveram K=5. Os
graficos de admistura para MLE para os valores das melhores analises de K=5 e 8 sdo mostrados na

Figura 12.
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Figura 11: Resultados da analise Baysiana de admistura de Prochilodus lineatus do alto rio Grande,
MG. a) Cenario de K=5 clusters e b) Cenario de K=8. Cada cor representa um deme alternativo de
origem em suas respectivas propor¢oes nos genomas individuais (barras verticais).
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Figura 12: Resultados da analise de admistura por MLE para os cenarios de K=5 (a) e 8 (b) em
Prochilodus lineatus do alto rio Grande, MG. Cada cor representa um cluster alternativo de origem,
com suas respectivas proporcoes de contribuicao para genomas individuais (barras verticais). Os
nimeros indicam o ID original e os quadros, separam, respectivamente, as amostra populacionais de
Camargos, Itutinga 1, Itutinga 2 e Funil.

Discussao

Genomica e bioinformatica

A aplicacdo da genomica nos avangos da compreensdo da histéria natural, gestdo ambiental
eficiente e praticas sustentaveis de aquicultura tem crescido rapidamente entre espécies de agua

doce. Genomas de referéncia de alta qualidade estdao se tornando atualmente indispensaveis para
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muitas diferentes disciplinas da Biologia (Jung et al., 2020). Este trabalho contribui neste sentido
para Prochilodus lineatus, um importante organismo-modelo potamddromo Netoropical e um dos
principais recursos pesqueiros para potencialmente milhdes de pessoas na América do Sul, ao

apresentar publicamente seus primeiros recursos genomicos abrangentes de média cobertura.

Os dados de sequéncia de DNA de leituras curtas PE apresentados aqui superam os tinicos
dados FASTQ disponiveis anteriormente para P. lineatus (Stornioli et al., 2021) por um fator de 12.
No entanto, eles estdo uma ordem de magnitude abaixo dos dados de leituras curtas relatados para
uma espécie congénere colombiana, P. magdalenae, por Yepes-Blandén et al. (2023) que,
entretanto, ndo divulgaram publicamente estas sequéncias. O contetido de CG e a média de
qualidade das leituras foram os mesmos apresentados anteriormente para outros peixes piracema
(e.g. Yazbeck et al. 2018; Graciano et al., 2022), indicando um conjunto de dados com sequéncias
de DNA de alta qualidade. Essas leituras curtas podem ser lteis em novas tentativas de montagem
de genoma de referéncia no nivel cromossomico ou telomero a teldmero e possivelmente
encontrardo aplicacdes em outros estudos (Jung et al. 2022; Sayers et al., 2022a). Esses arquivos
FASTQ para P. lineatus estao agora disponiveis publicamente para a comunidade cientifica no
banco de dados SRA no NCBI (Sayers et al., 2022b) e sdo o conjunto de dados mais extenso de
leituras curtas divulgado publicamente para qualquer membro da familia Prochilodontidae, até o

momento.

Este trabalho também fornece a primeira montagem gendmica de referéncia disponivel para
P. lineatus, resolvida no nivel de scaffolds. Apesar de ser dramaticamente fragmentada, seu tamanho
caracterizado é ligeiramente maior do que o relatado para P. magdalenae (Yepes-Blandon et al.,
2023), porém inferior a estimativa realizada aqui pelo conjunto de 21-meros (este método nem
sempre é preciso - Pflug et al., 2020). Esta montagem gendmica atingiu apenas cerca de metade da
contiguidade das montagens gendomicas metodologicamente comparaveis em peixes de piracema

(Yazbeck et al. 2018; Graciano et al., 2022), embora para o genoma de P. lineatus tenham sido
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empregadas cerca de trés vezes mais leituras curtas. Comparada com a montagem de P. magdalenae

a contiguidade do N, é ~62 vezes menor (esta empregou também dados de leituras longas).

Caracteristicas genOmicas intrinsecas desta espécie, como alto contetido de repeticoes,
heterozigosidade do espécime usado na montagem e outros fatores podem possivelmente dificultar
a montagem de novo (Bradnam et al., 2013). O genoma de P. magdalenae, por exemplo, foi anotado
com cerca de 31% de elementos repetitivos (Yepes-Blandén et al., 2023). Montagens de novo
realizadas exclusivamente com leituras curtas (90 bases, aqui) ndo resolvem corretamente regioes
com periodos repetitivos maiores que esse limite de comprimento (Wang e Wang, 2023). Isso
fragmenta irremediavelmente a montagem. Esse ndo foi considerado um problema para os objetivos

desta montagem, motivada primariamente pela busca de loci de microssatélites.

Essa primeira montagem do genoma de P. lineatus fornece dados de DNA sem precedentes
nesta espécie e pode ser explorada de diferentes maneiras, como para a anotacdo inicial dos
fragmentos maiores de sequéncias caracterizadas (e.g. Graciano et al., 2021). Com o eventual uso
de leituras longas de DNA (e.g. PacBio) e informagoes de captura conformacional de cromossomos
(e.g. Hi-C) a montagem genomica e as leituras FASTQ produzidas aqui podem ser integradas, para
o obtencao futura de um genoma de referéncia de alta qualidade, no nivel de cromossomos para P.

lineatus.

O arquivo de alinhamento de mapeamento de sequéncia (BAM) fornecido aqui, depositado
no NCBI, pode ser usado diretamente na andlise de profundidade do sequenciamento (ou seja,
confiabilidade do contetido da sequéncia) de qualquer regido de interesse especifica resolvida na
montagem gendmica. Este também pode ser explorado para encontrar-se genes especificos ou
caracterizar potenciais marcadores de polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP - Vaisband et al.,

2023).
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O painel gendmico de microssatélites produzido aqui, com mais de 37 mil loci potencias,
agora pode ser facilmente acessado por diferentes grupos interessados (pesquisadores e gestores)
para o rapido desenvolvimento de baixo custo de centenas de novos marcadores moleculares, por
NGS ou uso tradicional. Uma desvantagem frequentemente apontada sobre o desenvolvimento de
microssatélites, em comparacao com SNP, é o custo ab initio (Putman e Carbone, 2016) e a

disponibilizacdo deste painel rompe essa inércia inicial.

Este painel tem, ainda, o potencial para uso no desenvolvimento tecnolégico de ferramentas
praticas para pisciculturas e gestdo da pesca, como na producdo de conjuntos multiplexados de
marcadores (e.g. Carvalho et al., 2019). Alguns desses recursos também podem, certamente, ser
aplicados a outros peixes, particularmente espécies de Prochilodontidae e Characiformes em geral

(e.g. Barbosa et al., 2006; Carmo et al., 2015).

Desenvolvimento e validacao de marcadores moleculares

A taxa relativamente alta de sucesso em ensaios empiricos (cerca de 2/3 dos 22 loci testados)
atesta a alta qualidade deste painel. Loci que ndo obtiveram amplificacdes podem ser nulos devido a
artefatos bioinformaticos (e.g. quimeras na montagem), mas podem, alternativamente, ser devido a
fatores biologicos, por exemplo, terem sido eventualmente caracterizados em um cromossomo
supranumerario e tipados em individuos sem estes cromossomos. Os pares de primers que
resultaram em padrdes complexos podem ser possivelmente otimizados, caso eventualmente
revisitados.

Os 15 novos marcadores de DNA apresentados originalmente em Nascimento (2024),
reprisados e discutidos aqui, aumentam em ~84% o ntimero de microssatélites disponiveis para P.
lineatus. Observamos uma taxa variavel de sucesso de amplificacdo/genotipagem entre esses novos
marcadores. Alguns loci apresentaram uma taxa de falha de amplificagdo/genotipagem
relativamente alta (e.g. Prol07). O microssatélite Prol53 teve uma taxa particularmente alta de
amplificacdo e genotipagem e alto contetido de informacdo. Apesar do Microchecker sugerir a
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possivel presenca de alelos nulos para a maioria dos loci em todas as populagdes, considero isso um
artefato devido a subestruturacdo inerente da amostra, o que leva a efeitos de confusao criticos nesta
analise (Waples, 2015).

Algumas abordagens (e.g. atribuicdes de admistura) sdo consideradas razoavelmente
insensiveis a dados faltantes, particularmente quando ndo sdo devidos a uma causa sistematica
(Falush et al., 2007; Wang, 2022). Mesmo alelos nulos podem ter apenas um impacto marginal
(Carlsson, 2008; Putman e Carbone, 2016, Budowle e Sajantila, 2024). Para algumas outras
aplicacOes, a questdo de dados ausentes é mais critica, por exemplo, estimar o tamanho efetivo da
populacado, Ne (Peel et al., 2013).

Embora metodologias cada vez mais populares, como ddRADseq (Peterson et al., 2012) ou
GT-Seq (Genotyping-by-the-Thousands - Chang et al., 2022), permitam a aplicacdo simultanea de
até milhdes de SNP, os loci de microssatélites ainda permanecerdo uma classe de marcadores de
DNA relevantes para uma série de aplicacOes rotineiras baseadas em informacoes genéticas como
conservacgao, aquicultura, estudos de estratificacdao genética, analise de parentesco e etc (Hodel et
al., 2016). Alguns estudos apontam para uma resolucao mais ou menos comparavel de variabilidade
e concordancia de estrutura genética caracterizada entre centenas a milhdes de SNP vs cerca de uma
ddzia ou mais de microssatélites (e.g. Zimmerman et al., 2020; Pérez-Gonzalez et al., 2023; Stacy
et al., 2025), apesar de apontarem aspectos diferenciais destas classes de marcadores favorecendo,
geralmente, a superioridade de SNP (ver também Fischer et al., 2017; Camacho-Sanchez et al.,
2020).

O numero de alelos resolvidos em todos os 15 loci foi comparavel a literatura anterior de
caracterizacdo ou aplicacdo de marcadores de microssatélites em populacdes naturais de P. lineatus
(e.g. Yazbeck e Kalapothakis, 2007; Rueda et al., 2011; Rueda et al., 2013; e Perini et al., 2021).

Este novo conjunto de microssatélites, portanto, compreende marcadores de DNA muito
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informativos, apropriados para algumas aplicacdes, como analises de parentesco ou diversidade,
mesmo para amostras pequenas ou com alta taxa de dados faltantes (Budowle e Sajantila, 2024).

Esses microssatélites agora podem ser escrupulosamente avaliados por sequenciamento de
Sanger ou ensaios NGS (Sarhanové et al., 2018) para avaliar o seu grau médio de homoplasia (ou
seja, alelos com o mesmo comprimento de fragmento, mas histéria ancestral independente) ou uso
direto da informacao integrada nas analises de estrutura genética populacional fina (e.g. Layton et
al., 2020).

Apesar de defender que o cientista deve sempre utilizar o melhor método possivel (no caso
de microssatélites, o uso de eletroforese capilar - EC - para precisdo da estimativa de tamanho de
fragmentos), argumento também pela solidez da abordagem criteriosa de PAGE. Isso se deve ao alto
contetido de informacdo genética dos microssatélites (hipervariabilidade aliada a alta taxa de
sinal/ruido), diante da limitacdo de recursos disponiveis e de sugestoes da literatura de equivaléncia
sobre estes métodos (PAGE vs EC) na avaliacdo de diversidade genética (e.g. Sanchez-Velasquez et

al., 2021).

Genética de populacoes

Um estudo de Wang et al. (2021) sugere que a aplicacdo de menos do que 11 ou 12
marcadores microssatélites pode levar a um viés importante na avaliacdo da estrutura genética
populacional. Os resultados apresentados aqui constituem o maior esforco até agora, no que diz
respeito ao numero de loci microssatélites analisados, em P. lineatus. A avaliagdo da variabilidade
genética revelou altos niveis de diversidade de microssatélites em peixes sob a influéncia de
grandes barragens, da porcao mais alta do rio Grande, MG (o extremo altitudinal da vertente
oriental da bacia do Prata). Este € um resultado comum aos demais estudos anteriores de genética
populacional em P. lineatus, com esfor¢os de amostragem populacional comparaveis (e.g. Rueda et
al., 2013; Perini et al., 2021). No geral, considerei nosso esfor¢co de amostragem adequado para

estimar representativamente as frequéncias alélicas dos loci (Hale et al., 2012).
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A andlise da diversidade genética de amostras populacionais apontou para uma menor
variabilidade genética para os cardumes a montante da barragem de Camargos, o ultimo obstaculo
artificial em direcao a cabeceira do rio Grande e demais vales do alto da bacia, como o rio
Aiuruoca, seu ultimo grande tributario livre.

O alto rio Grande é uma area considerada prioritaria para conservagao de peixes migratorios
no estado de Minas Gerais (Drummond, 2005) e esta isolada do sistema a jusante pelos ultimos 65
anos, desde a construcdao da barragem da usina hidrelétrica de Camargos. Nao ha passagem para
peixes ali e larvas e juvenis provavelmente ndo a transpdem rio abaixo com facilidade (Suzuki et
al., 2011). Atividades de transposicdo de peixes, usando espécimes capturados a justante, e
operacoes de peixamentos com estoques da piscicultura de Itutinga ocorreram na regiao nas udltimas
décadas, principalmente para o cumprimento de demandas de licenciamento ou no contexto de
acoes de educagao ambiental.

Os resultados aqui apresentados, portanto, suportam a nogdo de que a barragem de
Camargos esta promovendo um importante isolamento de peixes do resto do sistema hidrografico
abaixo. Assim, conclui-se que as operagdes de peixamento e transposi¢ao manual podem ter sido
ineficientes em favorecer a conectividade de fluxo génico para o sistema a montante (falta de
migrantes). Suas populagdes isoladas provavelmente estdo sofrendo uma taxa de deriva genética
aleatoria alta, o que leva ao empobrecimento genético dentro dos demes e a diferenciacdo gradual
entre eles com o passar do tempo. Essa nogao é corroborada pelos resultados que mostram a maior
quantidade de variacdo interpopulacional e diferenciacdo genética entre Camargos e todas as outras
amostras populacionais. Este estudo, portanto, sustenta a hipotese de que as barragens estdo
isolando significativamente as populagdes de peixes. A DAPC realizada com informagdo de origem
dos peixes também apoia essa interpretacdo, com base na inspecdo visual da variacdo de

microssatélites dentro e entre amostras populacionais.
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A pequena variancia entre as amostras populacionais registradas pela AMOVA é compativel
com uma populacdo unica, quase panmitica (“quasi-deme”) ou, alternativamente, pode ocultar
padroes mais complexos de variabilidade genética subjacentes a amostra total. No entanto, AMOVA
e alguns indices de fixacdo (e.g. Fsr, Gsr) sdo considerados de interpretacdo pouco linear para
marcadores hipervariaveis, como microssatélites (Jost, 2008), em termos de “diferenciacao”
genética. O indice de fixacdo G”sr, que visa tornar a analise de fixacdo mais congruente com
diferenciacao, concorda razoavelmente bem com o estimador D de Jost, apontando para divergéncia
relevante, em todas as comparagOes par-a-par. Isso apoia a hipotese de isolamento por barragens,
sobre peixes impedidos de migrar livremente.

A amostra de 2023 de Itutinga é a mais diversa geneticamente (Na e Hg), seguida por peixes
capturados a jusante da barragem de Funil. Esta ultima, como levantado pela primeira vez em
Yazbeck e Kalapothakis (2007), pode estar impedindo peixes migrantes, de estoques potencialmente
diferentes, vindos de um trecho livre relativamente longo a jusante, de prosseguirem a montante,
apesar do elevador de peixes. Este beco sem saida virtual pode estar levando a uma maior
diversidade genética observada na amostra por acumulacdo, comparavel ao efeito discutido por
Perini et al. (2021). A montante desta barragem fica a foz de dois grandes tributarios livres do rio
Grande, que podem ser candidatos naturais de abrigos reprodutivos de diferentes estoques de P.
lineatus, o rio Mortes e o rio Capivari (Suzuki et al., 2011).

A populagdo de P. lineatus no reservatorio de Itutinga, por sua vez, sofreu variagdo genética
e diferenciacdo de cerca de 7% em 10 anos. Apesar de ser fechado e fortemente isolado (sem
tributarios), parece ter acumulado variacdo genética local (riqueza alélica), desde 2013. Essa nogao
é contraintuitiva, uma vez que espera-se que populacées pequenas e isoladas sofram perda de
variabilidade genética (deriva).

Uma explicacdo plausivel deste aparente paradoxo seria o efeito da piscicultura situada em

uma de suas margens. A introducdo repetida (peixamentos ou fuga) de peixes, oriundos de fontes
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variadas de matrizes reprodutivas, e a tendéncia de ocorréncia de gargalos genéticos, sobre eventos
reprodutivos particulares (poucos casais), poderia estar produzindo cole¢oes alternativas de alelos
sendo introduzidos neste trecho fechado do rio Grande.

Embora este local, em 2023, tenha os maiores niveis de diversidade, também apresentou o
maior coeficiente de endogamia, reforcando a nogao de subestruturacdo induzida pela piscicultura.
Por mais de cinco anos, no entanto, a estacdo de piscicultura opera principalmente para pesquisa
cientifica e cessou a estocagem de peixes na regido. Esses resultados apoiam a hipdtese de que as
pisciculturas podem influenciar a diversidade genética em populacdes de peixes aprisionados entre
represas. [sso suscita a avaliacdo eventual da pertinéncia de retomada das operagdes de peixamento,
orientadas por informacdes genéticas na bacia do alto rio Grande, MG.

Sobre a principal hipotese da pesquisa, da ocorréncia de estoques mistos no alto rio Grande,
MG, pode-se constatar que os resultados, no geral, sdo congruentes com um cenario de forte
estratificacdo genética em todas as populagoes amostradas (i.e. ha mais de um deme sendo
amostrado). A interpretacdo se escora na observacao de desvios consistentes em relacdo as
propor¢oes de Hardy-Weinberg em todas as amostras populacionais, sempre em direcdo ao deficit
de heterozigotos, além de alguns casos de DL verificado. Eu considero esse resultado como uma
expressdo do efeito Wahlund, que implica na queda da heterozigosidade observada, em relagdo

aquela esperada sob panmixia.

Analise hierarquica da estrutura genética populacional

O modelo de admistura é biologicamente informativo e aparentemente apropriado para se
estudar peixes potamodromos Neotropicais. Esses peixes podem vivenciar multiplas levas de
piracema, ao longo de varios anos, o que pode resultar situacdes variaveis em relacdo ao momento e
local da reproducdo. Mais importante, individuos e estoques geneticamente distintos podem acabar

potencialmente ocorrendo na mesma localidade e momento durante as subidas migratorias, ou
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acabarem confinados entre represas adjacentes. Isso os isolaria de seus locais de reprodugao
originais, levando a exogamia subsequente entre diferentes demes (miscigenagao).

A abordagem MLE para admistura estima parametros genéticos populacionais que
maximizam sua fun¢do de verossimilhanga (Wang, 2003; Wang, 2022) e tem se mostrado uma
alternativa poderosa a hegemonica inferéncia Bayesiana. Esta é baseada nas probabilidades
condicionais de gendtipos, dado algum parametro genético populacional que é, por sua vez,
altamente sensivel as priores, muitas vezes subjetivas (van de Schoot et al., 2021). Como os
modelos de admistura sdo altamente hiperdimensionais (de 326 variaveis independentes, para K=1,
até 6.384, para K=14, no caso estudado), a abordagem por MLE tem a vantagem de alta precisao,
aliada a demandas computacionais mais modestas (Wang, 2022), o que me permitiu executar um
nimero de réplicas mais expressivo. Houve alto grau de convergéncia entre réplicas (muitas tém
variancia zero) para diferentes K e concordancia entre muitos ensaios alternativos (resultados nao
mostrados).

O estimador para K 6timo aqui adotado, Dix. de Wang, é considerado geralmente mais
confiavel, em comparagdo com o estimador Fsrs (Wang, 2022), para uma gama de cendrios. A
analise MLE de admistura de 1° ordem e a DAPC apontaram inicialmente para dois grupos, que nao
estdo correlacionados com o esquema de amostragem. Ambos os clusters contém membros de todas
as populacoes amostradas. Isso sugere fortemente a ocorréncia de estoques mistos de P. lineatus do
leito principal do alto rio Grande. Descartei a hipotese de panmixia como a melhor possibilidade,
examinando diretamente os valores de log-verossimilhanca dos resultados das corridas K=1 contra
o K escolhido. O Dk, ndo capturaria K=1 (Wang, 2022), assim como o AK de Evanno para
estimativa Bayesiana (Janes et al., 2017), e o estimador Fsris seria sempre zero nesse caso (Wang,
2022). Os resultados da analise Bayesiana de admistura também reforcam a nocdo de varios
estoques de peixes diferentes em nossa amostra total, apoiando a hipétese da ocorréncia de estoques

mistos em todos pontos amostrados no leito do alto rio Grande, MG.
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Diferentes valores de K revelam aspectos alternativos subjacentes a estrutura populacional e
momentos distintos da histéria da populacao (Gilbert, 2016; Janes et al., 2017; Gehri et al. 2021;
Wang, 2022). Os dois principais grupos geneticamente diferenciados definidos na analise MLE de
1% ordem podem ser o reflexo da existéncia de dois principais sitios de reproducdo ancestrais,
definidos por bifurcagdes demarcadas nas rotas migratorias (e.g. os rios Mortes, Capivari ou
Aiuruoca), dividindo grupos no alto rio Grande. Ou, ainda, poderiam ser definidas por uma simples
tendéncia assimétrica de navegacdo migratoria lateral (preferéncia por acessos na margem direita vs
esquerda).

A DAPC revelou alelos particulares de melhor desempenho para explicar a variagao entre
esses dois clusters, e a validacdo cruzada atestou sua robustez. No entanto, esse método pode ter
dificuldades em cenarios especificos, como com alta taxa de migracdo (como seria esperado em
populacdes admisturadas) e baixo nivel de diferenciacdo entre demes (como seria esperado de
espécies com alta mobilidade), situagdes nas quais ha uma tendéncia maior de subestimativa da
presenca de mais grupos internos (Miller et al., 2020).

No conjunto, esses resultados confirmam a provavel existéncia de pelo menos dois estoques
mistos ao longo da éarea estudada, ndo explicados pela recente implementacdao de barragens.
Evidéncias de estoques mistos em P. lineatus foram antecipadas, por exemplo, em Rueda et al.
(2013); Avigliano et al. (2019) e indiretamente por Perini et al. (2021). A exploracdo Bayesiana do
modelo de admistura sugeriu niveis mais profundos de subestruturacdo, apontando para até oito
clusters possiveis na amostra total de peixes, um cenario compativel com os oito clusters definidos
durante a “descamacdo” hierarquica de MLE da admistura.

Com o objetivo de aprofundar a exploracdo desses estoques geneticamente admistos de P.
lineatus do alto rio Grande, os dois clusters inicialmente definidos por MLE foram desdobrados
iterativamente, em mais duas rodadas de analises. Consistente e surpreendentemente, cada cluster

examinado revelou dois novos subgrupos menores, aninhados dentro de clusters resolvidos na etapa
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imediatamente anterior (2°), como uma boneca matriosca. A julgar pelas amostras agrupadas em
clusters definidos na Figura 8c, nas estimativas do Fsmis, ou na analise HWE dos clusters MLE,
haveria potencialmente mais graus de admistura a serem desvendados, a partir de uma analise
hierarquica mais aprofundada, embora a partir de tamanhos amostrais bastante criticos.

Os clusters definidos por MLE mostraram o comportamento esperado do modelo de
admistura em direcdo as ordens superiores. A 3* ordem teve mais homogeneidade genética dentro
dos clusters e uma maximizacdo da variacdo genética e distancia entre os clusters. Também
mostraram um numero crescente de loci em EHW, atestando a significancia da analise de admistura

hierarquica e a utilidade desses novos marcadores microssatélites.

Estrutura genética populacional fractal

O padrao estratificado, autossimilar, inicialmente oculto e desvendado pela analise
hierarquica da estrutura genética da amostra total de peixes parece revelar a existéncia de diferentes
sitios de reproducdo bem definidos, aninhados através de diferentes niveis de escala na bacia,
dispostos de acordo com a geometria fractal (rio de 1* ordem, tributarios de 2* e 3% ordem e assim
por diante). Isso me leva a concluir que P. lineatus provavelmente possui um alto grau de
comportamento migratorio filopatrico para sitios de procriacdo (homing). Esse € um tema comum
em histéria natural de peixes e outros organismos migratorios e, apesar disso, ainda é muito pouco
compreendido nos peixes dos Neotropicos. Evidéncia de homing foi primeiramente levantada para
Prochilodus argenteus, baseado em dados de telemetria (Godinho e Kynard, 2011) e discutida
justamente para P. lineatus em Careaga e Carvajal-Vallejos (2019), a partir de dados morfomeétricos
e lepidologicos (i.e. das escamas). Este trabalho reascende essa area de investigacdo para peixes
migratdrios na América do Sul.

Sendo particularmente abundante e competente na migracao de longo alcance, vislumbro um
passado anterior as barragens, onde P. lineatus provavelmente poderia alcancar virtualmente todos

os tributarios livres mais interiores das bacias, para reproducdo. Considerando a amplitude da
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colossal bacia do rio da Prata, que engloba uma diversidade de biomas e micro-habitats, isso
provavelmente apontaria para o comportamento filopatrico como uma estratégia evolutivamente
estavel, devido a possivel ocorréncia de adaptacoes locais distintas, como tem sido demonstrada em
outras espécies de peixes (e.g. Salles et al., 2016; Mobley et al., 2019; Vgllestad e Primmer, 2019).

Em um nivel mais amplo, proponho aqui um modelo conceitual, uma hipétese, sobre a
possivel existéncia de camadas fractais da estrutura genética populacional em outros peixes
migratorios, ou mesmo outros organismos migratorios, aquaticos ou ndo, diante de mistura
temporaria e sitios de reproducao segregados, sob regime predominante de fiolopatria (Figura 13).

Como fractais sdo conspicuos na paisagem (Mandelbrot, 1983), argumento por uma situagao
mais geral: espécies migratorias que partem de sitios de mistura temporaria, como locais de
alimentacdo e maturacdo, que apresentam, porém, afinidade filopatrica a sitios reprodutivos
especificos em sua area total de ocorréncia apresentariam esse padrao fractal da diversidade
genética. Isso se daria supondo que estes organismos migrariam de forma razoavelmente
direcionada por pistas migratorias (e.g. aves migratorias seguindo cursos d’agua na bacia) ou por
restricoes de movimento (obstaculos migratérios) impostas por marcos dispostos em geometria
fractal (autossimilaridade em diferentes escalas de magnificacao).

Este modelo poderia abarcar diferentes variacdes em numeros, disposicoes de demes e etc.
Sua principal predicdao é a observacdo deste padrao hierarquico fractal em diferentes escalas
arbitrarias de consideracao, através da area de distribuicdo de sitios reprodutivos, para sua estrutura
genética de polimorfismos.

As Unicas discussoes diretas e explicitas sobre a relacao dos fractais e a estrutura genética de
populacdes, até onde sei, foram feita por Wingen et al. (2007), a respeito dos resultados de
simulacoes de computador sobre a dispersdao de longa distancia de esporos de fungos, e por Lee
(2020), no cotexto da exploracao da dimensdo fractal em dados de variabilidade genética em

humanos, dentro e entre genomas. Essa observacdo da natureza fractal hierarquica da estrutura
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genética possivelmente encontrara aplicagdo e repercussao em outros campos diversos da pesquisa

biologica.
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Figura 13: Ilustracdo esquematica do modelo conceitual geral de disposicdo fractal da estrutura da
diversidade genética populacional em subpopulacdes misturadas (esquerda), com filopatria a sitios
de reproducao segregados (a direita) em diferentes niveis de escala na paisagem. Circulos indicam
agrupamentos genéticos de diferentes niveis inclusivos aninhados (escalas arbitrarias diferencais de
“demes” ou “quasi-demes”) as setas representam pistas ou restricdes migratorias que seguem uma
distribuicdo razoavelmente autossimilar e aninhada na paisagem.

Consideracoes finais

Na biologia da conservacdo, a compreensdo dos graus de admistura é importante nas
decisoes de gestao (Wang, 2003; Wang, 2022). A confirmagdo de estoques mistos e da natureza
hierarquicamente estratificada da variacdo genética de P. lineatus no leito principal de um rio
intensamente represado provavelmente iluminara futuras pesquisas e sua gestdo de recursos
pesqueiros.

Caso seja corroborada essa descoberta teria implicacdo direta para a tomada de decisdes de
conservacdao e desenvolvimento em bacias Neotropicais. Ela destaca a relevancia de tributarios
menores, ativamente procurados para a implementacdo de novas pequenas centrais hidrelétricas

(Ferreira et al., 2022), para a conservacao da variagdo genética, em uma espécie de importancia
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socioambiental, pois destaca o papel potencial de tributarios livres, de diferentes escalas, em toda a

bacia, em abrigar estoques geneticamente distintos.

Em recente trabalho de incisivo impacto cientifico, McMillen e Levin (2024) argumentam

pela relevancia de um enfoque nas estruturas e processos aninhados, através de diferentes escalas,

para um novo e mais amplo olhar sobre o fendmeno bioldgico. Na Era do Big Data (Schork, 2018),

de LLM (Birhane et al., 2023; Peng et al., 2024), deep learning (e.g. Abramson et al., 2024) e

outros aspectos da IA, a investigacdo de questdes genéticas, ecoldgicas e evolutivas cada vez mais

profundas e complexas se tornardo mais e mais abordaveis, apontando para um novo cativante e

promissor momento na Biologia.

Conclusao

Este trabalho forneceu a primeira montagem genomica de referéncia para
Prochilodus lineatus, junto com um pacote de recursos genéticos, incluindo um
painel de microssatélites para o seu desenvolvimento rapido e de baixo custo;

Foram confirmadas as hipoteses de que barragens influenciam a divergéncia genética
entre localidades segregadas, além do efeito de pisciculturas na influéncia da
diversidade genética de peixes aprisionados entre barragens;

Foi corroborada a hipdtese da ocorréncia de cardumes mistos no leito principal do
alto rio Grande, MG.

Foi observada uma nova disposicao fractal da diversidade genética, que implica em
provavel filopatria reprodutiva para Prochilodus lineatus;

Foi apontado o possivel papel de tributarios de diferentes ordens em abrigar
populagOes geneticamente diversas de peixes migratorios de agua doce;

Estes resultados possivelmente beneficiardo pesquisadores e gestores ambientais no
enfrentamento de questdes desafiadoras relacionadas a conservacdo de peixes

migratorios Neotropicais e desenvolvimento; e finalmente
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* Foi indutivamente proposto aqui um novo modelo geral para a disposicdo fractal da
estrutura genética populacional, em organismos migratorios exibindo mistura

temporaria, porém com filopatria a sitios separados de procriagao.
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Apendices

Apeéndice A — Arquivos suplementares externos

Arquivo suplementar 1: Sequéncias de DNA de microssatélites e primers apresentados no formato
de texto simples (txt) para Prochilodus lineatus. A ordem das colunas é “Locus”; “Original fasta
label”; “Motif”; “Repeats™; “5'-flank”; “3'-flank”; “F-primer”; “F-Tm”; “R-Primer”; “R-Tm”; “PCR
product”; “Product length”; “Location”; “Scaffold or contig label in the newly presented assembly,
when mapped”. Este arquivo esta disponivel no FisgShare, doi: 10.6084/m9.figshare.26848654.

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.26848654.

Arquivo suplementar 2: Lista de sequéncias de DNA no formato fasta para contigs da montagem
original de onde os loci microssatélites para Prochilodus lineatus foram originalmente
caracterizados. Este arquivo esta disponivel no FisgShare, doi: 10.6084/m9.figshare.26848015

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.26848015.

Arquivo suplementar 3: Amostras populacionais de Prochilodus lineatus, identificacoes de peixes
e seus rearranjos de acordo com clusters definidos por MLE de 1?, 2% e 3% ordens. Este arquivo esta
disponivel no FisgShare, doi: 10.6084/m9.figshare.26871031.

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.26871031.

Arquivo suplementar 4: Tabelas suplementares externas, incluindo valores de log-verossimilhanca
da analise de agrupamento para panmixia e estimativas de diversidade genética para Prochilodus
lineatus para clusters de 1, 2* e 3% ordens de analise hierarquica. Este arquivo esta disponivel em
FigShare, doi: 10.6084/m9.figshare.27020857.

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.27020857.
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Arquivo suplementar 5: Testes exatos de Hardy-Weinberg para Prochilodus lineatus em clusters
definidos por MLE de 1%, 2% e 3% ordens da analise hierarquica. Este arquivo esta disponivel em
FigShare, doi: 10.6084/m9.figshare.27020869.

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.27020869.

Arquivo suplementar extra : Manuscrito relacionado a esta tese, depositado em repositorio pre-

print (versao de manuscrito submetido ao Journal of Fish Biology em 28 de setembro de 2024):

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2025.03.14.643328

77


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2025.03.14.643328
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.27020869

Apéndice B - Tabelas Suplementares

Tabela suplementar 1: Marcadores microssatélites validados para Prochilodus lineatus, com de
intervalos de comprimento de fragmentos de DNA amplificados observados para cada locus e suas
respectivas classes alélicas definidas.

Intervalo de

Locus Primers Tema T, (°C) fragmentos Na N
(bp)

F: CAAAAGAAAAACGAAAATAAAAGAAACA

Prol01 R: CCCTCTGGGATCAATATAGTATGTATGT AGAT >4.0 109-261 24 117
F: TTTAAACTCATTCAACCGGCCTAC

Prol02 R: GTTGGAGGTTACTTGATAGGGAGGTA TATC 54.0 113-389 24 119
F: TTCCCCATCTTTAGAAATGTCCTTC

Prol03 R: CTCCTGGGGATAAACCATCAATCT AGAT  63.6 134-375 27 122
F: TCTGAAACTATTTTTATAGGTAGGGGGA

. R: TCCTCTCACCTACAAACTTCCTCAA TAA 26.4 113-264 25 125
F: TCTATCCATCCAATCTATCCATCCA

Prol05 R: AAATTCCATAGTTTGGAGTGACGC ATCT 588 89-276 31 114
F: GGCCACTATAAAAGGTAGGCACAA

Prol06 R: CATACGCTGTCCTAAATGTTCAGC AGAT >4.0 121-227 17 104
F: TGGAGGCTGCAGGTATAAGTTTTT

Prol07 R: AAGGCTGGTTCCCTAACCTCC TTA 56.4 102-205 20 94

Prol0g F: AAGGGCAAGATCAGACAAACAAG AT 63.6 146-288 16 122
R: GAATACTACGCTCATTTCAGAAGAAAAA

Poll0 o Ccomarorrenarioanaroemacac AT 612 145316 25 100
F: AGAGCTTCAATAGGCTGAAGTCGT

Prolll R: TGAATTTCCCTCTGGGATCAATAA TAGA 564 113-222 23 110
F: GTTGCACCTTTGTAGAGGGGTATG

Proll2 . ACAGCCGTGGATATAGTCAGAAGC Tea 564 117-280 23 107
F: TAAAATGTGGTTTCCTGTGCAATG

Prol19 R: TTTGCATTTTATCCATCTTTTCCC TAGA — 60.0 87-200 18 106
F: ATTGCCTGTGTCACTTAAGCATGT

Prol53 R: TGCTACTGGCTGCTAAATTTCCTT AGAT >1.0 127-209 13 137
F: CGAGACGTCTAGCTGACACCATAA

Prol54 R: TTGACTTCTTGCTGTCATGTCAAA AGAT — 49.0 96-309 28 110

Prol57 F: AATGAAACACAGTCAGGCTCCTTC ATA 49.0 139-317 57 129

R:

TTCCTTCAGGCAATGCACTTTTAT

Tw=Temperatura de anelamento; N=Tamanho amostral (genotipagens realizadas); F=Primer direto;

e R=Primer reverso; Na=Riqueza alélica (numero de alelos).
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Tabela suplementar 2: Diversidade genética de microssatélites em amostras populacionais de
Prochilodus lineatus do alto rio Grande, MG. Testes exatos de Hardy-Weinberg tiveram
significancia definida como a=0,008. Todos os valores de probabilidade (p) sdao significativos,
exceto onde indicado (™), e os valores considerados zero sdao, na verdade, valores extremamente

baixos diferentes de zero <0,00009.

Amostras Locus N Na Ho Hg F HWE (p)
Prol01 17 14 0.65 0.91 0.29 0.0023
Prol02 15 14 0.60 0.89 0.33 0
Prol03 13 13 0.31 0.91 0.66 0
Prol04 17 10 0.41 0.87 0.53 0
Prol05 14 13 0.36 0.9 0.6 0
Prol06 14 9 0.43 0.81 0.47 0
Prol07 15 10 0.73 0.85 0.14 0.0191™
Camargos Prol08 13 4 0.08 0.65 0.88 0
Prol10 16 10 0.69 0.85 0.19 0.0049
Prolll 17 12 0.35 0.88 0.6 0
Prol12 13 6 0 0.77 1 0
Prol19 12 9 0.50 0.84 0.41 0.0004
Prol53 18 9 0.33 0.77 0.57 0
Prol54 17 15 0.41 0.91 0.55 0
Prol57 17 11 0.41 0.87 0.53 0
Loci 15.2 10.6 0.42 0.85 0.52 0
Prol01 33 16 0.27 0.91 0.7 0
Prol02 33 18 0.55 0.92 0.41 0
Prol03 31 16 0.52 0.91 0.43 0
Prol04 36 13 0.31 0.9 0.66 0
Prol05 26 22 0.62 0.94 0.34 0
Prol06 34 11 0.21 0.87 0.76 0
Prol07 20 12 0.95 0.88 -0.08 0.0157"
Itutingal Prol08 38 10 0.45 0.85 0.48 0
Prol10 33 20 0.73 0.94 0.22 0
Prolll 30 16 0.57 0.89 0.37 0
Prol12 31 13 0.16 0.9 0.82 0
Prol19 30 13 0.23 0.91 0.74 0
Prol53 39 9 0.31 0.64 0.52 0
Prol54 34 20 0.38 0.92 0.59 0
Prol57 38 16 0.47 0.91 0.48 0
Loci 32.4 15 0.45 0.89 0.50 0
Itutinga2 Prol01 34 19 0.29 0.92 0.68 0
Prol02 36 18 0.56 0.91 0.39 0
Prol03 39 19 0.36 0.93 0.61 0
Prol04 33 14 0.27 0.91 0.7 0

N
©



Prol05 38 24 0.39 0.94 0.58 0
Prol06 27 14 0.11 0.89 0.87 0
Prol07 27 18 0.81 0.91 0.1 0.0498™
Prol08 39 14 0.62 0.87 0.3 0
Prol10 27 15 1 0.91 -0.1 0
Prolll 33 17 0.27 0.88 0.69 0
Prol12 32 17 0.34 0.91 0.62 0
Prol19 31 13 0.13 0.89 0.86 0
Prol53 40 10 0.18 0.65 0.73 0
Prol54 34 19 0.29 0.92 0.68 0
Prol57 36 22 0.81 0.92 0.13 0.0210™
Loci 33.7 16.9 0.43 0.89 0.52 0
Prol01 33 16 0.15 0.92 0.84 0
Prol02 35 17 0.49 0.91 0.46 0
Prol03 39 21 0.51 0.95 0.46 0
Prol04 39 17 0.51 0.92 0.44 0
Prol05 36 27 0.56 0.95 0.42 0
Prol06 29 12 0.21 0.79 0.74 0
Prol07 32 11 0.91 0.85 -0.07 0.4959™
Funil Prol08 32 13 0.66 0.86 0.24 0
Prol10 24 18 1 0.93 -0.08 0.7323™
Prolll 30 18 0.4 0.92 0.57 0
Prol12 31 19 0.29 0.9 0.68 0
Prol19 33 15 0.15 0.91 0.83 0
Prol53 40 11 0.23 0.68 0.67 0
Prol54 25 14 0.72 0.91 0.2 0.0052
Prol57 31 21 0.71 0.93 0.23 0
Loci 32.6 16.67 0.50 0.89 0.44 0
Total 140 341 0.45 0.91 0.50 0
N=Tamanho; Ns=Riqueza alélica (nimero de alelos); Ho=Heterozigosidade observada;

Hr=Heterozigosidade Esperada; F=Coeficiente de endogamia; EHW=Teste exato para equilibrio de

Hardy-Weinberg.
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Apeéndice C — Figuras suplementares
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Figura suplementar 1: Estimativa 6tima de K por dois métodos, Dk, e Fsnis para MLE da
admistura de 1* ordem em Prochilodus lineatus do alto rio Grande, MG.
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Figura suplementar 2:Estimativa 6tima de K por dois métodos, Dix. e Fsris para MLE da
admistura de 2* ordem em Prochilodus lineatus do alto rio Grande, MG. a) Cluster 1 da 1° ordem.
b) Cluster 2 da 1* ordem.
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Figura suplementar 3: Estimativa 6tima de K por dois métodos, Dk e Fsnis para MLE da
admistura de 3* ordem em Prochilodus lineatus do alto rio Grande, MG. a) Cluster 1 da 2° ordem.
b) Cluster 2 da 2° ordem. c) Cluster 3 from the 2° ordem. d) Cluster 4 da 2° ordem.
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Figura suplementar 4: Validacdo cruzada por machine learning da DAPC com 100 réplicas.
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Figura suplementar 5: Reprise da DAPC de novo, agora com nimero 6timo de PC da validagao
cruzada.



