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RESUMO

A ictiofauna neotropical apresenta elevada diversidade e forte estruturagdo espacial,
especialmente em bacias com histérico de isolamento natural e antropico. Psalidodon
bifasciatus, caracideo abundante no rio Iguagu, entendido como um modelo adequado para
investigar diferenciacao intraespecifica por combinar ampla distribui¢do regional, plasticidade
fenotipica e ocorréncia em trechos intensamente fragmentados por corredeiras, cataratas e
barramentos. Este estudo teve por objetivo caracterizar e quantificar a variacado morfoldgica dos
otdlitos lagenares direitos (asteriscus) de P. bifasciatus e avaliar padrdes de diferenciagdo intra
e interpopulacional ao longo de sub-regides do sistema Iguagu e de bacias adjacentes. Foram
amostrados 90 individuos em sete sistemas hidrograficos do sul do Brasil: alto Iguacu (IA,
n=13), baixo Iguacu (IB, n=14), médio Iguagu (IM, n=15), rio Ivai (IV, n=12), rios litoraneos
do Atlantico Sul (LI, n=14), rio Piquiri (PI, n=9) e rio Jordao (RJ, n=13). Os asteriscus direitos,
padronizados quanto ao posicionamento e a escala, foram fotografados sob estereomicroscopia;
os contornos foram extraidos, normalizados e descritos por coeficientes obtidos via
Transformada Wavelet Discreta nao dizimada (DWT), com remogao do efeito alométrico por
regressao no comprimento total dos peixes. A variagdao da forma foi explorada por Analise de
Componentes Principais (PCA); diferencas entre populacdes foram testadas por Andlise
Multivariada de Varidancia (MANOVA) e contrastes pareados; a separagdo entre grupos foi
avaliada por Andlise Discriminante Linear (LDA). Os dois primeiros componentes principais
explicaram 45,7% da variagdo total, e a MANOVA global indicou diferengas significativas
entre regides (Pillai=4,049; F=2,917; df=222/312; p<0,001). A maior divergéncia concentrou-
se no setor anterior do contorno (=160-240°), envolvendo pseudoexcisura, antirrostro e
pseudoantirrostro. A abordagem integrada DWT-PCA-MANOVA-LDA revelou trés unidades
morfoldgicas consistentes de asteriscus em P. bifasciatus: (G1) alto rio Parand + médio/baixo
Iguacu + rio Jorddo (IV, PL, IM, IB, RJ; n=63), (G2) alto rio Iguagu (IA; n=13) e (G3) rios
litoraneos do Atlantico Sul (LI; n=14). O grupo do alto Iguacu distinguiu-se de todas as demais
populagdes, enquanto LI diferiu de diversos membros de Gl (com exce¢do de PI). Esses
padrdes sdo compativeis com isolamento historico (cataratas, compartimentagdao
geomorfologica), reforcado por fragmentacdo recente (reservatorios), e possivelmente
modulados por convergéncia ambiental local. Portanto, entende-se que a forma do asteriscus
registra estruturagao geografica em P. bifasciatus e sustenta a hipotese de divergéncia alopatrica
entre populacdes no sul do Brasil. Do ponto de vista aplicado, as unidades morfoldgicas
identificadas apoiam o tratamento da espécie como um conjunto de unidades evolutivamente
significativas para o planejamento da conservagdo, com énfase na manutencao/restauragao da
conectividade e na gestdo de barramentos. Estudos integrativos combinando morfologia de
otolitos, dados gendmicos e citogenéticos sdo recomendados para testar fronteiras
populacionais e refinar diagndsticos taxondmicos.

Palavras-chave: Biogeografia, Asteriscus, Transformada Wavelet Discreta, Isolamento
alopatrico, Ictiofauna neotropical.



ABSTRACT

Neotropical ichthyofauna exhibits high diversity and pronounced spatial structuring,
particularly in river basins with a history of natural and anthropogenic isolation. Psalidodon
bifasciatus, an abundant characid in the Iguagu River, represents a suitable model to investigate
intraspecific differentiation because it combines broad regional distribution, phenotypic
plasticity, and occurrence in reaches that are intensely fragmented by rapids, waterfalls, and
dams. This study aimed to characterize and quantify morphological variation in the right lagenar
otoliths (asteriscus) of P. bifasciatus and to evaluate patterns of intra- and interpopulation
differentiation across subregions of the Iguacu system and adjacent basins. A total of 90
individuals were sampled in seven hydrographic systems in southern Brazil: upper Iguacu (IA,
n = 13), lower Iguagu (IB, n = 14), middle Iguacu (IM, n = 15), Ivai River (IV, n = 12), coastal
rivers draining to the South Atlantic (LI, n = 14), Piquiri River (PI, n = 9), and Jordao River
(RJ, n=13). Right asterisci, standardized for orientation and scale, were photographed under a
stereomicroscope; otolith outlines were extracted, normalized, and described by coefficients
obtained via a non-decimated discrete wavelet transform (DWT), with allometric effects
removed by regression on fish total length. Shape variation was explored using Principal
Component Analysis (PCA); differences among populations were tested by Multivariate
Analysis of Variance (MANOVA) and pairwise contrasts; group separation was evaluated by
Linear Discriminant Analysis (LDA). The first two principal components explained 45.7% of
the total variation, and the global MANOVA indicated significant differences among regions
(Pillai =4.049; F = 2.917; df = 222/312; p < 0.001). The greatest divergence was concentrated
in the anterior sector of the outline (=<160-240°), involving the pseudoexcisura, antirostrum,
and pseudoantirostrum. The integrated DWT-PCA-MANOVA-LDA approach revealed three
consistent morphological units of asteriscus shape in P. bifasciatus: (G1) upper Parana River +
middle/lower Iguacu + Jordao River (IV, PI, IM, IB, RJ; n = 63), (G2) upper Iguagu River (IA;
n=13), and (G3) South Atlantic coastal rivers (LI; n = 14). The upper Iguagu group was distinct
from all other populations, whereas LI differed from several members of G1 (except PI). These
patterns are consistent with historical isolation (waterfalls, geomorphological
compartmentalization), reinforced by recent fragmentation (reservoirs), and possibly
modulated by local environmental convergence. We conclude that asteriscus shape records
geographic structuring in P. bifasciatus and supports the hypothesis of allopatric divergence
among populations in southern Brazil. From an applied perspective, the identified
morphological units support treating the species as a set of evolutionarily significant units for
conservation planning, with emphasis on maintaining/restoring connectivity and managing
dams. Integrative studies combining otolith morphology, genomic data, and cytogenetics are
recommended to test population boundaries and refine taxonomic diagnoses.

Keywords: Biogeography; Asteriscus; Discrete Wavelet Transform; Allopatric isolation;
Neotropical ichthyofauna.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 REGIAO NEOTROPICAL E DIVERSIDADE DE PEIXES DE AGUA DOCE

A regido Neotropical compreende a América do Sul, América Central e parte do sul do
México, abrigando a ictiofauna de dgua doce mais diversa do mundo, com cerca de 5 mil
espécies (Reis et al., 2016; Tonella et al., 2023). No Brasil, os peixes de dgua doce ocupam
ambientes variados, desde grandes rios e riachos até lagoas, cavernas e areas a mais de 5 mil
metros de altitude (Vari ; Malabarba, 1998). A fauna ¢ dominada pela superordem Ostariophysi,
especialmente Characiformes e Siluriformes, que representam aproximadamente 70% das
espécies (Nelson, 2006).

A expressiva riqueza neotropical decorre da combinacao entre a vasta heterogeneidade
ambiental (gradientes altitudinais e climaticos, mosaicos de habitats, redes de drenagens de
diferentes ordens) e uma histéria profunda de reorganiza¢des hidroldgicas, que ampliou
oportunidades de colonizagdo, isolamento e diversificacdo de linhagens dulcicolas (Albert;
Reis, 2011; Dagosta; De Pinna, 2017). Esse cenario favoreceu tanto a manuten¢do de estoques
geneticamente estruturados quanto a emergéncia de endemismos em multiplas bacias.

Sob a perspectiva ecoldgica, os peixes de agua doce ocupam posicdes troficas variadas
— de detritivoros e onivoros a predadores de topo — e influenciam processos fundamentais,
como ciclagem de nutrientes, dinamica de algas e invertebrados, e até dispersdao de sementes
em ambientes alagaveis (Winemiller et al., 2008). A elevada diversidade funcional contribui
para a estabilidade e a resiliéncia dos ecossistemas aquaticos neotropicais, refletindo uma longa
historia de adaptagdes morfologicas e comportamentais a ambientes dindmicos.

Apesar dessa relevancia, a ictiofauna neotropical enfrenta pressdes antrdpicas intensas,
incluindo a fragmenta¢do por barramentos, a perda e degradacdo de habitats, a poluigdo, a
introducdo de espécies exoticas e as mudangas climdticas, com efeitos cumulativos sobre a
diversidade genética e a persisténcia de populagdes locais (Agostinho et al., 2008; Pelicice et
al., 2017). Esse contexto reforca a necessidade de abordagens integrativas que conciliem
biogeografia, ecologia e morfologia para compreender padrdes de variacao e orientar acdes de

conservacao.
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1.2 PROCESSOS HISTORICOS E BIOGEOGRAFIA DA ICTIOFAUNA DO ESTADO DO
PARANA

A ictiofauna do estado do Parana, notadamente inserida nas bacias do alto e baixo
Parana e na amostraria do Iguagu, reflete um conjunto de processos geoldgicos e hidrologicos
internos que moldaram sua distribuicao e diferenciacdo. A bacia sedimentar do Parana, de
origem paleozoica—mesozoica, encontrava-se sob influéncia direta de eventos tectonicos
intracratonicos que, até o Cretdceo Superior, moldaram uma topografia heterogénea marcada
por escudos cristalinos antigos e areas acarretadas por extenso preenchimento sedimentar (Da
Gosta et al; 2024).

Esse relevo variado fomentou o surgimento de padrdes hidrograficos ramificados e
isolados, como os afluentes do alto Parand se originando em escarpas versus sistemas mais
suaves no planalto, favorecendo divergéncia de linhagens ictiologicas. Além disso, ha registro
de eventos recentes de captura de cabeceiras entre bacias ao longo da histdria geoldgica, o que
permitiu troca faunistica pontual e incrementou a diversidade local (Da Gosta et al; 2024).

Tal quadro foi recentemente corroborado por alguns estudos sobre mobilidade de
divisores de drenagem e rearranjos fluviais no sul do Brasil (Crelier et al., 2025; Da Gosta et
al., 2024), evidenciando como tais processos historicos continuam a moldar a estrutura
populacional da ictiofauna.

Além da propria estrutura geoldgica, o territorio paranaense apresenta variagao
climética e altitudinal notavel. A por¢do ocidental, mais plana e sujeita a inundagdo, contrasta
com areas mais elevadas e fragmentadas (como parte do Planalto Paranaense), configurando
distintos nichos ecoldgicos e promovendo isolamento de microfaunas em riachos e sistemas de
nascente, o que tem sido documentado como for¢a motriz da endemizagao na regido (Da Gosta
et al., 2024).

Esses fatores coordenados — relevo heterogéneo, drenagens fragmentadas, conexao
ocasional entre bacias e diversidade de microhabitats — compdem um contexto historico
favoravel a formacgao de padrdes icticos complexos e ricos em taxa endémicos. Exemplo disso
¢ a concentragdo de espécies no Parana: o estado registra cerca de 440 espécies de peixes de
dgua doce distribuidas em cinco ecorregides distintas (alto Paran, baixo Parand, Iguacu, litorais
atlanticos e Ribeira de Iguape), revelando sua posi¢do de destaque como refigio da

biodiversidade dulcicola no Brasil (Dos Reis et al, 2020).
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1.3 CARACTERIZACAO DA BACIA HIDROGRAFICA DO RIO IGUACU

A bacia do rio Iguacu ocupa uma area de aproximadamente 72 mil km? no sul do Brasil,
drenando majoritariamente o estado do Parana antes de desaguar no rio Parana, na fronteira
com a Argentina (Maack, 1981). O rio percorre cerca de 1.300 km desde sua nascente na Serra
do Mar, atravessando trés planaltos distintos, caracterizados por marcadas diferengas
altimétricas, substrato geologico e divisores de aguas (Baumgartner et al., 2012; Ingenito et al.,
2004). A presenga de sucessivas corredeiras e, especialmente, das Cataratas do Iguagu, impoe
barreiras efetivas ao deslocamento dos peixes, resultando em um cenario de forte isolamento
populacional (Larentis et al., 2016).

Como consequéncia, a ictiofauna da bacia ¢ composta predominantemente por espécies
de pequeno porte, com altos indices de endemismo e notavel relevancia para estudos evolutivos
e biogeograficos (Vicari et al., 2006; Rahel, 2007).

Do ponto de vista geoldgico, a bacia estd assentada sobre a formagdo dos derrames
basalticos da Serra Geral, que, associados a falhamentos e processos erosivos, deram origem a
um relevo escalonado responsavel pela formacdo das escarpas e quedas d’agua que
caracterizam o curso do rio (Maack, 1981; Parolin et al., 2010). Esses degraus topograficos
condicionaram a compartimentagdo natural da bacia em trés grandes planaltos — Primeiro
Planalto (Curitiba), Segundo Planalto (Ponta Grossa) e Terceiro Planalto (Cascavel e Foz do
Iguacu) —, delimitados por escarpas que atuam como divisores de drenagem e contribuem para
a heterogeneidade ambiental da regido (Maack, 1981; Souza et al., 2012).

A complexidade geomorfoldgica do Iguagu resultou em um sistema fluvial com elevada
quantidade de corredeiras, cachoeiras e barramentos naturais, que restringem o fluxo génico e
a conectividade longitudinal (Baumgartner et al., 2012). As Cataratas do Iguagu, com cerca de
80 m de altura e 2.700 m de extensdo, constituem a barreira mais significativa, isolando a
ictiofauna do Iguacu em relagdo ao rio Parana desde o final do Pleistoceno (Agostinho et al.,
1999; Severi; Cordeiro, 1994). Esse isolamento explica a ocorréncia de espécies exclusivas e
processos de especiacao local, tornando a bacia um hotspot de endemismo (Garavello et al.,
1997; Abilhoa; Duboc, 2020).

Do ponto de vista ecologico, o isolamento geografico associado a heterogeneidade
ambiental fez com que a ictiofauna do Iguacu fosse dominada por espécies de pequeno porte,
muitas delas restritas a micro-habitats especificos, como corredeiras, igarapés e lagoas
marginais (Ingenito et al., 2004). Esse padrdo contrasta com outras bacias brasileiras mais

abertas, como o alto Parand, onde espécies de grande porte migradoras sdo comuns. No Iguacu,
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ao contrario, as barreiras fisicas inibem a migragdo de longa distancia, favorecendo ciclos de
vida adaptados a ambientes restritos e gerando padrdes de diversidade tnicos (Baumgartner et
al., 2006; Julio Jr. et al., 2009).

Além das barreiras naturais, como corredeiras e quedas d’agua, a bacia do rio Iguagu
apresenta forte impacto antropico decorrente da constru¢do de diversas usinas hidrelétricas e
pequenas centrais hidrelétricas (PCHs), que compartimentalizam ainda mais o sistema fluvial.
Esses empreendimentos ampliam o isolamento das populagdes e reduzem a conectividade entre
trechos do rio e seus afluentes, potencializando os efeitos de deriva genética e perda de
diversidade em espécies restritas a setores especificos (Agostinho et al., 2008; Pelicice et al.,
2017). Assim, o Iguacu constitui ndo apenas um exemplo de isolamento natural histérico, mas
também um caso emblematico da sobreposicao de barreiras naturais e artificiais na estruturacao

da ictiofauna.

1.4 ESPECIE-ALVO: PSALIDODON BIFASCIATUS

A categorizacdo taxondmica de Psalidodon foi historicamente debatida. Inicialmente
descrito como género valido por Eigenmann (1911), posteriormente foi considerado sindnimo
de Astyanax (Pavanelli; Oliveira, 2009). No entanto, estudos recentes baseados em dados
moleculares e morfoldgicos demonstraram que Astyanax € um agrupamento nao monofilético,
enquanto Psalidodon apresenta carater monofilético moderadamente suportado, sendo
restabelecido como género valido (Teran, Benitez; Mirande, 2020).

Dentro desse grupo, Psalidodon bifasciatus (Garavello; Sampaio, 2010), conhecido
popularmente como “lambari-do-rabo-vermelho”, € uma das espécies mais abundantes da bacia
do rio Iguacu. Apesar de inicialmente considerada endémica dessa drenagem, registros recentes
ampliaram sua distribui¢@o para outras bacias neotropicais, como afluentes do Parana e regides
costeiras do Atlantico Sul (Frota et al., 2020; Neves et al., 2020).

Embora inicialmente considerada endémica do rio Iguacu, registros recentes ampliaram
sua distribui¢cdo para outras drenagens neotropicais, sugerindo maior plasticidade ecoldgica e
capacidade de dispersdao do que se supunha (Frota et al., 2020; Neves et al., 2020). Atualmente
a espécie estd incluida na familia Acestrorhynchidae, apds revisdes taxondmicas recentes que
reorganizaram a sistematica de Characiformes com base em analises filogendmicas (Melo et
al., 2024).

Do ponto de vista morfologico, P. bifasciatus apresenta caracteristicas diagndsticas

sutis, o que dificulta sua distin¢ao de espécies proximas. Essa sobreposi¢do fenotipica € comum
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no género Psalidodon, que constitui um grupo monofilético com elevada diversidade e uma
longa historia de revisdes taxondmicas (Téran et al., 2020). Muitos de seus representantes
apresentam plasticidade fenotipica acentuada, refletida em variacdes morfométricas e
meristicas observadas mesmo dentro de uma mesma bacia hidrografica (Domingues et al.,
2007; Pazza et al., 2008; Castro et al., 2014). Essa condicao favorece a formagao de “complexos
de espécies”, dificultando diagndsticos precisos e levando a subestimagdo da diversidade real
(Moreira-Filho; Bertollo, 1991; Artoni et al., 2006).

No nivel citogenético, o género apresenta elevada variabilidade cariotipica, com
nimeros cromossomicos ¢ padroes de polimorfismo amplamente documentados, sugerindo um
papel importante da reorganizagdo cromossomica na diversificagdo evolutiva (Maistro et al.,
1992; Mizoguchi; Martins-Santos, 1997). Em paralelo, o uso de marcadores moleculares tem
revelado a presenca de linhagens cripticas em populacdes atribuidas a Psalidodon, indicando
que parte da diversidade ainda ndo foi formalmente descrita (Limeira et al., 2022). Esses
achados reforcam a hipodtese de que P. bifasciatus, assim como outras espécies do grupo, pode
representar um conjunto de unidades evolutivamente independentes ao longo de sua

distribuicao.

1.4.1 Morfologia e Diagnostico.

P. bifasciatus ¢ um teledsteo de pequeno porte, geralmente atingindo entre 6,5 ¢ 12 cm
de comprimento padrdo (CP), com corpo fusiforme e comprimido lateralmente. A coloragao
apresenta fundo prateado a amarelado, com uma faixa lateral escura bem definida que se
estende do opérculo a base da nadadeira caudal, além de nadadeira caudal com coloragdo
avermelhada caracteristica (Garavello; Sampaio, 2010). A altura do corpo varia entre 2,8 e 3,4
vezes o CP, e a nadadeira anal apresenta entre 20 e 25 raios ramificados, nlimero compativel
com congéneres do género. O focinho ¢ relativamente curto, a cabega proporcionalmente

robusta, e a boca terminal com denti¢ao multicuspidada tipica de caracideos onivoros.

1.5 OTOLITOS COMO FERRAMENTA TAXONOMICA E METODOS DE ANALISE DE
FORMA

Os otolitos, estruturas calcificadas localizadas no ouvido interno dos peixes 0sseos
(Teleostei), tém funcdes primarias relacionadas a percep¢do auditiva, ao equilibrio e a

orientagdo espacial. Estdo organizados em trés pares: lapillus, associado ao utriculo; sagitta, ao
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saculo; e asteriscus, a lagena (Schulz-Mirbach et al., 2019). Dentre eles, o asteriscus ¢
particularmente relevante em Characiformes, sendo frequentemente o maior e mais informativo
para estudos comparativos (Assis, 2003). A forma dos ot6litos resulta da interagdo entre fatores
intrinsecos — como heranga genética, fisiologia e ontogenia — e extrinsecos — como varia¢des
ambientais, disponibilidade de recursos e condi¢des hidroldgicas (Campana; Thorrold, 2001;
Clark et al., 2021).

Do ponto de vista aplicado, os otolitos constituem importantes marcadores morfologicos
em estudos de sistematica, biogeografia e ecologia, devido a sua relativa estabilidade
intraespecifica e especificidade interespécie (Campana; Casselman, 1993; Tuset et al., 2016).
Diferenciagdes no contorno, proporgdes e microestrutura ja foram utilizadas com sucesso para
discriminar espécies, estoques pesqueiros e até mesmo populacdes isoladas em sistemas
hidrograficos independentes (Devries et al., 2002; Mérigot et al., 2007; Cafiés et al., 2012). Essa
utilidade ¢ ainda mais expressiva em grupos taxonomicamente complexos, como os caracideos,
nos quais caracteres externos frequentemente apresentam grande plasticidade e sobreposicao.

Ao longo do tempo, diferentes abordagens metodologicas foram empregadas para
explorar o potencial dos otolitos. Os primeiros estudos baseavam-se em métricas lineares
simples, como comprimento, largura e razao otdlito-peixe, além da analise da deposicdo de
incrementos de crescimento (Postuma, 1974; Zabel et al., 2010). Embora uteis, essas medidas
ndo captam adequadamente a complexidade do contorno, resultando em baixa resolucao
taxondmica. A necessidade de descri¢des mais refinadas levou ao desenvolvimento de métodos
multivariados, com destaque para a Analise de Fourier Eliptica (EFA), que descreve
matematicamente o contorno por meio de harmonicos que representam propriedades como
elongacao, triangularidade e simetria (Kuhl; Giardina, 1982; Bird et al., 1986).

Mais recentemente, métodos baseados em descritores Wavelet ganharam relevancia. A
Transformada Wavelet Discreta (DWT) decompde o contorno em fungdes sucessivas que
capturam variagoes locais de forma em diferentes escalas, sendo particularmente eficiente em
espécies com otolitos de contornos irregulares ou com bordas marcadas (Libungan; Palsson,
2015; Vasconcelos et al., 2025). Estudos recentes apontam que a DWT apresenta maior
sensibilidade a variagdes sutis, melhor capacidade de reconstrucdo grafica do contorno e maior
poder discriminatorio em analises intra e interespecificas, quando comparada a outras técnicas
(Sadighzadeh et al., 2014; Tuset et al., 2021).

A aplicagdo dessas abordagens em peixes neotropicais tem demonstrado o potencial dos
otdlitos como ferramenta integrativa entre sistematica, ecologia e biogeografia, permitindo nao

apenas distinguir populagdes isoladas, mas também discutir processos evolutivos e ambientais
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que moldam a diversidade de espécies de agua doce (Lombarte; Tuset, 2015; Parisi-Baradad et

al., 2010; Granados-Amores et al., 2020).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A espécie Psalidodon bifasciatus (Garavello; Sampaio, 2010) é um caracideo de
pequeno porte amplamente distribuido na bacia do rio Iguagu, um sistema hidrografico marcado
por forte isolamento geografico, elevado endemismo e heterogeneidade ambiental
(Baumgartner et al., 2012; Vicari et al., 2006). A presenca de barreiras naturais, como
corredeiras e as Cataratas do Iguagu, limita o fluxo génico entre populagdes e promove a
diferenciagao intraespecifica.

Além desses fatores historicos, a bacia sofreu intensa transformagao antropica com a
instalacdo de diversas usinas hidrelétricas e pequenas centrais (PCHs), que compartimentalizam
ainda mais o sistema fluvial (Agostinho et al., 2008; Pelicice et al., 2017). Esses barramentos
atuam como barreiras artificiais adicionais, restringindo a conectividade longitudinal e afetando
a dindmica populacional, o que pode acentuar processos de deriva genética e perda de
variabilidade. Assim, o rio Iguacu constitui um cenario singular, onde se sobrepdem processos
naturais e antropicos de isolamento, tornando-se um modelo ideal para investigar os efeitos da
fragmentacdo sobre a ictiofauna neotropical.

Nesse contexto, P. bifasciatus apresenta-se como espécie-chave, pois combina ampla
distribuicao local, abundancia e reconhecida plasticidade fenotipica, caracteristicas que
dificultam diagndsticos precisos apenas com base em caracteres externos (Domingues et al.,
2007; Gavazzoni et al., 2018). Somam-se a isso evidéncias de variabilidade cariotipica e a
ocorréncia de linhagens cripticas detectadas por marcadores moleculares no género Psalidodon
(Limeira et al., 2022), ressaltando a necessidade de ferramentas complementares para
compreender sua real diversidade.

Entre as alternativas disponiveis, os otdlitos — especialmente o asteriscus, o mais
informativo em Characiformes — destacam-se por registrarem, de forma permanente, tanto
caracteristicas genéticas herdadas quanto variagdes associadas a fatores ambientais (Campana;
Thorrold, 2001; Tuset et al., 2016). A analise quantitativa da forma dos otdlitos, utilizando
métodos matematicos robustos como a Andlise de Fourier Eliptica (EFA) e a Transformada
Wavelet Discreta (DWT), possibilita identificar padrdes morfoldgicos capazes de revelar
diferencia¢des populacionais sutis, fornecendo evidéncias sobre processos de isolamento,

adaptacao local e diversificacao evolutiva (Libungan; Palsson, 2015; Vasconcelos et al., 2025).
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2.1 OBJETIVO GERAL

o Caracterizar e quantificar a variagdo morfologica dos otolitos asteriscus de Psalidodon
bifasciatus por meio das andlises de Fourier e Wavelet, buscando identificar padrdes de
diferenciagdo intra e interpopulacional e discutir suas relagdes com processos

evolutivos, adaptacdo local e fragmentagdo ambiental na bacia do rio Iguagu.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever e comparar as formas dos otolitos através da Analise de Fourier Eliptica
(EFA).

e Detectar variagdes morfologicas especificas com a Analise Wavelet.

o Identificar padroes morfologicos caracteristicos de cada populacao.

e Discutir as implica¢des evolutivas, ambientais ¢ antropicas (barramentos) nas variagdes
morfoldgicas.

e Contribuir para estratégias de conservacao e manejo de P. bifasciatus, considerando a

possibilidade de populagdes como unidades evolutivas independentes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGENS

Individuos de Psalidodon bifasciatus foram amostrados em sete sistemas hidrograficos
no sul do Brasil: alto rio Iguagu (represa do rio Passatina), baixo rio Iguacu (UHE Salto Caxias),
médio rio Iguagu (PCH Cherobim), rio Ivai (PCH Boa Vista II), rios litorAneos do Atlantico
Sul (UHE Chaminé-Vossoroca), rio Piquiri (UHE Melissa) e rio Jordao (Complexo Energético
Fundao-Santa Clara). As coletas foram realizadas com redes de emalhar entre janeiro de 2024
e marco de 2025 (Figura 1). Todos os espécimes foram identificados com base em caracteres
diagnésticos morfoldgicos descritos por Baumgartner et al., (2012) e depositados como
vouchers na cole¢do de peixes do Museu de Histoéria Natural Capao da Imbuia (MHNCI). A
lista detalhada das bacias hidrograficas, localidades, acronimos, tamanhos amostrais e

comprimentos médios (CT £ DP) esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Sistemas hidrograficos, locais de amostragem, nimero (N) de otdlitos examinados ¢ extensdo do

comprimento total (TL cm) das populagdes de Psalidodon bifasciatus amostradas no sul do Brasil.

Média CT =

Bacia hidrografica Localidade Acrénimos Tamanho

amostral desvio padrao
(cm)
alto rio Iguacu Represa do rio TIA 13 9.7+0.4
Passatina

baixo rio Iguagu UHE Salto Caxias IB 14 103+1.2
médio rio Iguagu PCH Cherobim M 15 11.2+0.8
rio Ivai PCH Boa Vista 11 v 12 13.8+0.9
rios litordneos do  UHE Chaminé- LI 14 11.3+0.6
Atlantico Sul Vossoroca

rio Piquiri UHE Melissa PI 9 9.6+0.3
rio Jordao Complexo Energético RJ 13 12.8£0.6

Fundio-Santa Clara

Fonte: O autor

Os otolitos lagenares de 90 espécimes foram extraidos e limpos com agua destilada e alcool

70% para eliminar a membrana e a macula aderidas. Sob um microscopio estereoscopico, 0s
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otolitos asteriscos foram limpos cuidadosamente com agulhas para remover o material organico
remanescente aderido e, em seguida, armazenados secos antes das fotografias e andlises de
forma. Foram utilizados otolitos lagenares com estruturas calcificadas em perfeitas condigoes.
Para as analises morfologicas, o otdlito asterisco direito foi posicionado com a fossa actstica
voltada para cima (superficie interna) e com a extremidade anterior da pseudoexcisura voltada
para a esquerda. Imagens digitais bidimensionais foram registradas utilizando um
estereomicroscopio Leica (modelo M165C), acoplado a uma camera de microscopio digital
Leica DFC295, utilizando luz refletida com fundo escuro contendo uma referéncia para escala.

A nomenclatura e a terminologia seguiram Assis (2003).

3.2 ANALISE DE DADOS

As analises de imagens de otolitos foram realizadas no ambiente R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2025) dentro do R Studio (R STUDIO TEAM, 2025).
Primeiro, o brilho, o contraste e a nitidez de todas as imagens foram aprimorados com o pacote
magick (Ooms, 2025) para garantir alta resolugdo e distinguir melhor o formato do otdlito do
fundo ao redor. Em seguida, por meio do pacote shapeR (Libungan, Palsson, 2015), o ruido de
pixel ao redor do contorno foi removido e os contornos do otdlito foram extraidos
automaticamente.

Todas as areas definidas pelos contornos foram normalizadas para 1. O eixo polar e as
coordenadas (de 0° a 360° de angulo) foram desenhados a partir do centroide do contorno e
todos os otdlitos foram rotacionados e posicionados horizontalmente. Os contornos foram
decompostos em varias funcdes wavelet para calcular os coeficientes wavelet utilizando a
Transformada Wavelet Discreta ndo dizimada (DWT).

O método DWT trata o contorno do otélito como uma onda de sinal, utilizando técnicas
de processamento de sinais para aproximar uma série de fungdes que capturam, de forma
crescente, a variacao topografica no contorno do otdlito (Gengay et al., 2001; Vetterli,
Kovacevi¢, 1995). Todos os detalhes ndo capturados por cada fungdo sdo armazenados como
valores numeéricos, chamados coeficientes wavelet. Essa série se expande até que ndo haja mais
nada a capturar, ou seja, até que o ultimo coeficiente seja zero.

Tradicionalmente, a Transformada de Série de Fourier tem sido utilizada juntamente
com o método DWT para descrigdes generalizadas de forma em andlises de contorno (ex.:
Gengay et al., 2001; Santos et al., 2017; Mereles et al., 2021). No entanto, optamos por calcular

apenas os coeficientes wavelet devido a melhor qualidade de reconstru¢do do contorno (Fig. 2)
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e as vantagens bem conhecidas do método DWT sobre outras andlises de contorno (Tuset et al.,
2021; Vasconcelos et al., 2025).

A DWT ¢ eficaz para identificar diferencas de forma em regides especificas, como em
um determinado angulo do contorno do otdlito. Além disso, tem se mostrado um método
confidvel para detectar variagdo interespecifica e intraespecifica, permitindo também a
reconstru¢do grafica das formas (Libungan, Palsson, 2015; Tuset et al., 2021).

Adicionalmente, para considerar as relagdes alométricas entre o contorno € o tamanho
do peixe, os coeficientes de forma foram normalizados para remover a influéncia do tamanho
na variagdo fenotipica do contorno do ot6lito. Isso foi feito por meio de uma regressao linear
sobre o comprimento do peixe (uma medida do tamanho total) e remogdo dos coeficientes
significativamente correlacionados ao tamanho.

A propor¢ao da variagdo dentro das populagdes foi resumida por meio da analise de
correlacdo intraclasse (ICC), a fim de avaliar como a variagao nos coeficientes wavelet depende
da posic¢do (angulo) ao longo do contorno. As diferengas no contorno dos otélitos entre sistemas
hidrograficos foram visualizadas em graficos da forma média de cada populagdo, reconstruidas
a partir dos coeficientes wavelet normalizados.

Utilizando o pacote Momocs (Bonhomme et al., 2014), foi realizada uma Analise de
Componentes Principais (PCA) sobre as variaveis de forma, criando novas varidveis
independentes (componentes principais) a partir da combinacdo dos coeficientes wavelet, de
forma a manter o maximo possivel da variagdo original (Wold et al., 1987; Yang et al., 2024).
Em seguida, uma Anélise Multivariada de Variancia (MANOVA), com todos os componentes
principais como variaveis resposta, foi empregada para testar se a forma difere entre e dentro
das populacdes (varidveis explicativas). Como multiplas comparacdes aumentam o erro tipo I,
todos os valores de p foram ajustados pelo método da Taxa de Descoberta Falsa (False
Discovery Rate), calculada segundo Benjamini-Hochberg (Legendre; Legendre, 1998). Por fim,
para classificar as diferengas fenotipicas (componentes principais) entre e dentro dos locais de
amostragem, foi aplicada uma Andlise Discriminante Linear (LDA).

Como representacdes graficas, os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2)
formaram um morfospago, no qual a variagdo e covaria¢do dos coeficientes de forma de cada
otolito puderam ser observadas por meio da orientagdao e agrupamento das observacdes. Ja os
dois primeiros eixos discriminantes (LD1 e LD2) maximizaram a distancia entre os grupos
predefinidos, ao construir combinacdes lineares das varidveis (Zelditch et al., 2012).

Observagdes pertencentes a uma mesma bacia hidrografica foram agrupadas por elipses de
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intervalo de confianca de 95% em torno do centroide e diferenciadas por cores segundo a regido

hidrogréfica correspondente.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em forma de artigo cientifico em um capitulo, conforme

as normas de escrita exigidas pela Instituicao.

4.1 INFLUENCIAS BIOGEOGRAFICAS NA FORMA DOS OTOLITOS LAGENARES DE
POPULACOES ISOLADAS DE Psalidodon Bifasciatus EM SISTEMAS
HIDROGRAFICOS DO SUL DO BRASIL

RESUMO

A ictiofauna neotropical apresenta eclevada diversidade e forte estruturagdo espacial,
especialmente em bacias com histérico de isolamento natural e antropico. Psalidodon
bifasciatus, caracideo abundante no rio Iguagu, constitui um modelo adequado para investigar
diferenciagdo intraespecifica por combinar ampla distribui¢do regional, plasticidade fenotipica
e ocorréncia em trechos intensamente fragmentados por corredeiras, cataratas e barramentos.
Este estudo teve por objetivo caracterizar e quantificar a variagdo morfoldgica do otdlito
lagenares (asteriscus) de P. bifasciatus e avaliar padroes de diferenciacdo intra e
interpopulacional ao longo de sub-regides do sistema Iguagu e bacias adjacentes. Foram
amostrados 90 individuos em sete sistemas hidrograficos do sul do Brasil: alto Iguagu (IA,
n=13), baixo Iguacu (IB, n=14), médio Iguacu (IM, n=15), rio Ivai (IV, n=12), rios litoraneos
do Atlantico Sul/Capivari (LI, n=14), rio Piquiri (PL, n=9) e rio Jordao (RJ, n=13). Os asteriscus
direitos, padronizados quanto ao posicionamento e escala, foram fotografados sob
estereomicroscopia; os contornos foram extraidos e normalizados. A forma foi descrita por
coeficientes obtidos via Transformada Wavelet Discreta ndo dizimada (DWT), com remogado
do efeito alométrico por regressdo no comprimento do peixe. A variagdo foi explorada por
Andlise de Componentes Principais (PCA); diferencas entre populacdes foram testadas por
MANOVA e contrastes pareados; a separagado de grupos foi avaliada por Analise Discriminante
Linear (LDA). Os dois primeiros componentes principais explicaram 45,7% da variagao total.
A MANOVA global indicou diferengas significativas entre regides (Pillai=4,049; F=2,917;
df=222/312; p<0,001). A maior divergéncia concentrou-se no setor anterior do contorno (=160—
240°), envolvendo pseudoexcisura, antirrostro e pseudoantirrostro. A integracdo
DWT—-PCA/MANOVA/LDA revelou trés unidades morfologicas consistentes: (G1) alto rio
Parand + médio/baixo Iguagu + rio Jordao (IV, PL, IM, IB, RJ), (G2) alto rio Iguacu (IA) e (G3)
bacias litoraneas do Atlantico Sul/Capivari (LI). O grupo do alto Iguacu distinguiu-se de todas
as demais populacdes; LI diferiu de diversos membros de G1 (com exce¢do de PI). Esses
padrdes sdao compativeis com isolamento historico (cataratas, compartimentacao
geomorfologica), reforcado por fragmentacdo recente (reservatdrios), e possivelmente
modulados por convergéncia ambiental local. Conclui-se que a forma do asteriscus registra
estruturagao geografica em P. bifasciatus e sustenta a hipotese de divergéncia alopatrica entre
populagdes no sul do Brasil. Do ponto de vista aplicado, as unidades morfologicas identificadas
apontam para o tratamento da espécie como um conjunto de unidades evolutivamente
significativas em planejamento de conservacdo, com énfase na manutengdo/restauracdo de
conectividade e na gestdo de barramentos. Estudos integrativos combinando morfologia de
otolitos, dados gendmicos e citogenéticos sao recomendados para testar fronteiras
populacionais e refinar diagnosticos taxondmicos.

Palavras-chave: Biogeografia, Asteriscus, Transformada Wavelet Discreta, Isolamento
alopatrico, Ictiofauna neotropical.
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ABSTRACT

The Neotropical ichthyofauna exhibits remarkable diversity and pronounced spatial structuring,
particularly in basins with a history of natural and anthropogenic isolation. Psalidodon
bifasciatus, an abundant characid from the Iguagu River, is an appropriate model for
investigating intraspecific differentiation because it combines wide regional distribution,
phenotypic plasticity, and occurrence in reaches heavily fragmented by rapids, waterfalls, and
dams. This study aimed to characterize and quantify morphological variation in the lagenar
otolith (asteriscus) of P. bifasciatus and to assess intra- and interpopulation differentiation
patterns across subregions of the Iguagu system and adjacent basins. Ninety individuals were
sampled from seven hydrographic systems in southern Brazil: upper Iguacu (IA, n = 13), lower
Iguacu (IB, n = 14), middle Iguacu (IM, n = 15), Ivai River (IV, n = 12), South Atlantic
coastal/Capivari rivers (LI, n = 14), Piquiri River (PL, n = 9), and Jordao River (RJ, n = 13).
Right asterisci, standardized for orientation and scale, were photographed under
stereomicroscopy; contours were extracted and normalized. Shape was described by
coefficients derived from the undecimated Discrete Wavelet Transform (DWT), with allometric
effects removed via regression on fish length. Variation was explored using Principal
Component Analysis (PCA); population differences were tested with MANOVA and pairwise
contrasts, and group separation was evaluated through Linear Discriminant Analysis (LDA).
The first two principal components explained 45.7% of total variance. The global MANOVA
indicated significant differences among regions (Pillai = 4.049; F = 2.917; df = 222/312; p <
0.001). Divergence was concentrated in the anterior contour sector (=160-240°), encompassing
the pseudoexcisura, antRostrum, and pseudoantRostrum. Integration of DWT —
PCA/MANOVA/LDA revealed three consistent morphometric units: (G1) upper Parand +
middle/lower Iguacu + Jordao (IV, PL, IM, IB, RJ); (G2) upper Iguagu (IA); and (G3) South
Atlantic/Capivari basins (LI). The upper Iguagu group differed from all other populations, and
LI was distinct from several members of G1 (except PI). These patterns are compatible with
historical isolation (waterfalls, geomorphological compartmentalization), reinforced by recent
fragmentation (reservoirs), and potentially modulated by local environmental convergence. The
results demonstrate that asteriscus shape records geographic structuring in P. bifasciatus and
support the hypothesis of allopatric divergence among populations in southern Brazil. From an
applied perspective, the identified morphometric units suggest that this species should be
managed as a set of Evolutionarily Significant Units, emphasizing the maintenance/restoration
of connectivity and the management of dams. Integrative studies combining otolith morphology
with genomic and cytogenetic data are recommended to refine population boundaries and
taxonomic diagnoses.

Keywords: Biogeography; Asteriscus; Discrete Wavelet Transform; Allopatric isolation;
Neotropical ichthyofauna.
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INTRODUCAO

A regido Neotropical abriga a maior diversidade mundial de peixes de agua doce,
resultado da combinagdo entre heterogeneidade ambiental e uma longa historia de
reconfiguragdes hidrograficas que favoreceram colonizagdo, isolamento e diversificagdo (Reis
etal., 2016; Albert & Reis, 2011). Ao mesmo tempo, pressdes antropicas — barramentos, perda
de habitat, espécies exdticas e mudangas climaticas — vém alterando conectividade e estrutura
populacional (Agostinho et al., 2008; Pelicice et al., 2017). Entender como o isolamento natural
e o isolamento fragmentado por barragens molda a variagdo intraespecifica ¢ indispensavel para
a conservagao € 0 manejo.

No sul do Brasil, o sistema Parana—Iguagu oferece um cenario exemplar de isolamento
e endemismo. A evolugdo geomorfologica do territério — escarpas, planaltos em degraus e
eventos de captura fluvial — estruturou redes de drenagem com conexdes pretéritas e quebras
de continuidade ao longo do Cenozoico (Maack, 1981; Ribeiro, 2006). Evidéncias recentes
mostram mobilidade de divisores de drenagem e rearranjos fluviais ainda ativos no sul do
Brasil, refor¢ando a natureza dinamica dessas fronteiras (Dagosta & De Pinna, 2017; Crelier et
al., 2025). No rio Iguagu, as Cataratas e uma sucessao de corredeiras/barramentos naturais e
artificiais intensificam a compartimentacao longitudinal e elevam o potencial de divergéncia
alopatrica (Vicari et al., 2006; Baumgartner et al., 2012).

Psalidodon bifasciatus (“lambari-do-rabo-vermelho) ¢ abundante no Iguacu e proximo
ao Parand, com plasticidade fenotipica e sinais de complexidade criptica relatados para o grupo
(TERAN et al., 2020; LIMEIRA et al., 2022). Essas caracteristicas tornam a espécie modelo
para investigar como isolamento historico e fragmentacdo recente se refletem em tragos
morfoldgicos.

Entre os marcadores disponiveis, otolitos asteriscus sdo Uteis porque integram
componentes genéticos € ambientais durante o crescimento, preservando assinaturas
morfologicas com boa estabilidade intraespecifica e poder discriminatorio (Assis, 2003;
Campana & Casselman, 1993; Tuset et al., 2016). Em contextos de isolamento, diferengas no
contorno podem delimitar estoques e revelar estruturacdo populacional até quando os caracteres
externos mostram sobreposicao (Devries et al., 2002; Mérigot et al., 2007; Canas et al., 2012).

Apesar de avangos em biogeografia historica do Iguagu/Parana e do uso de otodlitos em
discriminacdo de estoques, faltam estudos que integrem historia geologica, fragmentagdo
antropica e a morfologia do otolito asteriscus para testar a hipotese e revelar possiveis unidades

morfologicas em P. bifasciatus. Assim, o objetivo central do trabalho foi investigar sinais
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consistentes de diferenciacdo morfoldgica dos otodlitos entre compartimentos hidrograficos do

sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostragens

Individuos de Psalidodon bifasciatus foram amostrados em sete sistemas hidrograficos
no sul do Brasil: alto rio Iguagu (represa do rio Passatina), baixo rio Iguacu (UHE Salto Caxias),
médio rio Iguagu (PCH Cherobim), rio Ivai (PCH Boa Vista II), rios litoraneos do Atlantico
Sul (UHE Chaminé-Vossoroca), rio Piquiri (UHE Melissa) e rio Jordao (Complexo Energético
Fundao-Santa Clara). As coletas foram realizadas com redes de emalhar entre janeiro de 2024
e marco de 2025 (Figura 1).

Todos os espécimes foram identificados com base em caracteres diagndsticos
morfoldgicos descritos por Baumgartner et al., (2012) e depositados como vouchers na colecao
de peixes do Museu de Historia Natural Capao da Imbuia (MHNCI). A lista detalhada das
bacias hidrograficas, localidades, acronimos, tamanhos amostrais e comprimentos médios (CT

+ DP) estd apresentada na Tabela 1.
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Figura 1. Locais onde populagdes de Psalidodon bifasciatus foram amostradas no sul do Brasil.
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Tabela 1. Sistemas hidrograficos, locais de amostragem, numero (N) de otdlitos examinados e extensdo do
comprimento total (TL cm) das populagdes de Psalidodon bifasciatus amostradas no sul do Brasil.

Bacia hidrografica Localidade

Acronimos Tamanho

Média CT +

amostral desvio padrao
(cm)
alto rio Iguacu Represa do rio IA 13 9.7+04
Passauna

baixo rio Iguagu UHE Salto Caxias IB 14 103+1.2
médio rio Iguagu PCH Cherobim M 15 11.2+0.8
rio Ivai PCH Boa Vista Il v 12 13.8+0.9
rios litordneos do  UHE Chaminé- LI 14 11.3+0.6
Atlantico Sul Vossoroca

rio Piquiri UHE Melissa PI 9 9.6+0.3
rio Jordao Complexo Energético RJ 13 12.8 £ 0.6

Fund3do-Santa Clara

Fonte: O autor

Os otolitos lagenares de 90 espécimes foram extraidos e limpos com agua destilada e

alcool 70% para eliminar a membrana e a macula aderidas. Sob um microscopio estereoscopico,

os otolitos asteriscos foram limpos cuidadosamente com agulhas para remover o material

orginico remanescente aderido e, em seguida, armazenados secos antes das fotografias e

andlises de forma. Foram utilizados otdlitos lagenares com estruturas calcificadas em perfeitas

condicgoes.

Para as andlises morfologicas, o otdlito asterisco direito foi posicionado com a fossa

acustica voltada para cima (superficie interna) e com a extremidade anterior da pseudoexcisura

voltada para a esquerda. Imagens digitais bidimensionais foram registradas utilizando um

estereomicroscopio Leica (modelo M165C), acoplado a uma camera de microscopio digital

Leica DFC295, utilizando luz refletida com fundo escuro contendo uma referéncia para escala.

A nomenclatura e a terminologia seguiram Assis (2003).
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Analise de dados

As andlises de imagens de otdlitos foram realizadas no ambiente R (R Development
Core Team, 2025) dentro do R Studio (R STUDIO TEAM, 2025). Primeiro, o brilho, o contraste
e a nitidez de todas as imagens foram aprimorados com o pacote magick (Ooms, 2025) para
garantir alta resolugdo e distinguir melhor o formato do otélito do fundo ao redor. Em seguida,
por meio do pacote shapeR (Libungan, Palsson, 2015), o ruido de pixel ao redor do contorno
foi removido e os contornos do oto6lito foram extraidos automaticamente.

Todas as areas definidas pelos contornos foram normalizadas para 1. O eixo polar e as
coordenadas (de 0° a 360° de angulo) foram desenhados a partir do centroide do contorno e
todos os otdlitos foram rotacionados e posicionados horizontalmente. Os contornos foram
decompostos em varias fungdes Wavelet para calcular os coeficientes Wavelet utilizando a
Transformada Wavelet Discreta ndo dizimada (DWT).

O método DWT trata o contorno do otolito como uma onda de sinal, utilizando técnicas
de processamento de sinais para aproximar uma série de fungdes que capturam, de forma
crescente, a variacdo topografica no contorno do otélito (Gengay et al., 2001; Vetterli,
Kovacevi¢, 1995). Todos os detalhes nao capturados por cada fungdo sdo armazenados como
valores numéricos, chamados coeficientes Wavelet. Essa série se expande até que nao haja mais
nada a capturar, ou seja, até que o ultimo coeficiente seja zero.

Tradicionalmente, a Transformada de Série de Fourier tem sido utilizada juntamente
com o método DWT para descrigdes generalizadas de forma em analises de contorno (ex.:
Gengay et al., 2001; Santos et al., 2017; Mereles et al., 2021). No entanto, optamos por calcular
apenas os coeficientes Wavelet devido a melhor qualidade de reconstru¢do do contorno (Fig. 2)
e as vantagens bem conhecidas do método DWT sobre outras analises de contorno (Tuset et al.,
2021; Vasconcelos et al., 2025).

A DWT ¢ eficaz para identificar diferencas de forma em regides especificas, como em
um determinado angulo do contorno do otdlito. Além disso, tem se mostrado um método
confidvel para detectar variagdo interespecifica e intraespecifica, permitindo também a
reconstrugdo grafica das formas (Libungan, Palsson, 2015; Tuset et al., 2021).

Adicionalmente, para considerar as relagdes alométricas entre o contorno € o tamanho
do peixe, os coeficientes de forma foram normalizados para remover a influéncia do tamanho
na variagdo fenotipica do contorno do otélito. Isso foi feito por meio de uma regressao linear
sobre o comprimento do peixe (uma medida do tamanho total) e remogdo dos coeficientes

significativamente correlacionados ao tamanho.



31

A proporcao da variacdo dentro das populagdes foi resumida por meio da analise de
correlacdo intraclasse (ICC), a fim de avaliar como a variacdo nos coeficientes wavelet depende
da posicao (angulo) ao longo do contorno. As diferengas no contorno dos otolitos entre sistemas
hidrograficos foram visualizadas em graficos da forma média de cada populacao, reconstruidas
a partir dos coeficientes wavelet normalizados.

Utilizando o pacote Momocs (Bonhomme et al., 2014), foi realizada uma Analise de
Componentes Principais (PCA) sobre as varidveis de forma, criando novas variaveis
independentes (componentes principais) a partir da combinacao dos coeficientes wavelet, de
forma a manter o méximo possivel da variacdo original (Wold et al., 1987; Yang et al., 2024).
Em seguida, uma Analise Multivariada de Variancia (MANOVA), com todos os componentes
principais como variaveis resposta, foi empregada para testar se a forma difere entre e dentro
das populacdes (variaveis explicativas).

Como multiplas compara¢des aumentam o erro tipo I, todos os valores de p foram
ajustados pelo método da Taxa de Descoberta Falsa (False Discovery Rate), calculada segundo
Benjamini-Hochberg (Legendre; Legendre, 1998). Por fim, para classificar as diferencas
fenotipicas (componentes principais) entre e dentro dos locais de amostragem, foi aplicada uma
Andlise Discriminante Linear (LDA).

Como representacdes graficas, os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2)
formaram um morfospago, no qual a variagdo e covariacao dos coeficientes de forma de cada
otdlito puderam ser observadas por meio da orientacdo e agrupamento das observacdes. Ja os
dois primeiros eixos discriminantes (LD1 e LD2) maximizaram a distancia entre os grupos
predefinidos, ao construir combinacdes lineares das varidveis (Zelditch et al., 2012).
Observacdes pertencentes a uma mesma bacia hidrografica foram agrupadas por elipses de
intervalo de confianca de 95% em torno do centroide e diferenciadas por cores segundo a regido

hidrografica correspondente.
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RESULTADOS

Os otolitos lagenares das populagdes de Psalidodon bifasciatus apresenta formato oval
(auricular) e uma depressao ampla, quase retilinea, em sua regido central (fossa acustica),
rodeada por uma elevacao (crista). O lobus major encontra-se bem desenvolvido. O antirrostro
e o pseudoantirrostro estdo localizados na por¢ao anterior do otdlito, separados por uma incisura

conspicua (pseudoexcisura) (Figura 2).

Alto lguacu Baixo Iguagu Médio Iguagu Jorddo

R
PE
PA

Atlantico Sul Piquiri

Figura 2. Vista lateral dos otolitos lagenares direitos (asteriscus) de Psalidodon bifasciatus amostrados no sul do
Brasil. Terminologia das principais estruturas do otolito segundo Assis (2003): FA (fossa actstica), LM (lobus
major), CM (crista medial), RA (antirrostro), PE (pseudoexcisura), PA (pseudoantirrostro). Dire¢des: D (dorsal)
e A (anterior).

A maior parte da variagdo nos coeficientes Wavelet dentro das populagdes foi observada
no intervalo de 30-60°, que corresponde a regido posterior do otolito. Em contraste, a regiao
compreendida entre os angulos 160-240°, correspondente aproximadamente as estruturas do
antirrostro, pseudoexcisura e pseudoantirrostro, apresentou os maiores valores médios e
desvios-padrao dos coeficientes Wavelet. Esses resultados indicam padrdes distintos de

variagdo fenotipica entre as populagdes (Figura 3).
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Figura 3. (A) Formas médias dos contornos de otolitos. (B) Médias (circulos) e desvios-padrio (barras verticais)
dos coeficientes Wavelet para todos os otolitos lagenares (asteriscus) de Psalidodon bifasciatus amostrados no sul
do Brasil, bem como a proporcao de variancia entre populagdes — correlagdo intraclasse (ICC) (linha preta). O eixo
horizontal mostra o angulo em graus, com base nas coordenadas polares das formas médias dos contornos.

Os dois primeiros componentes principais da andlise PCA explicaram 45,7% da
variacao total, revelando grande sobreposi¢cdo na morfologia dos otolitos lagenares entre as
regides hidrograficas (Figura 4A). Apesar dos principais eixos de variacdo serem semelhantes,
diferencas significativas foram detectadas entre algumas populagdes. Essas diferencgas
ocorreram entre as amostras de: rio Jorddo vs. rio Ribeira, alto rio Iguacu e alto rio Parana;

baixo rio Iguagu vs. rio Ribeira, bacia do Atlantico Sul e alto rio Iguacu; bacia do Atlantico Sul
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vs. alto rio Parana e alto rio Iguacu; rio Ribeira vs. alto rio Parand; e alto rio Iguagu vs. alto rio
Parand, conforme representado nos dois primeiros eixos da anélise discriminante linear (LDA)
(Figura 4B). As variagdes mais marcantes na forma auricular dos otolitos lagenares ocorreram
na regido anterior, atribuidas principalmente a posicdo ¢ a conformacao da pseudoexcisura,

além de pequenas modificagdes nas estruturas do antirrostro e pseudoantirrostro.
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Tabela 2. Analise Multivariada de Varidncia (MANOVA) para os coeficientes Wavelet da forma dos otolitos
lagenares de Psalidodon bifasciatus entre populagdes amostradas no sul do Brasil. Nimeros em negrito indicam
diferengas significativas.

Df Pillai approx. F num Df den Df Pr(>F)

MANOVA

Hydrographic regions 6 4.049 2.917 222 312 0.000
Residuals 83

Pairwise MANOVA

IA-1B 1 0.803 7.684 9 17 0.001
IA-IM 1 0.822 9.267 9 18 0.000
IA-1V 1 0.739 4.723 9 15 0.011
IA - LI 1 0.885 14555 9 17 0.000
IA - PI 1 0.882 9.927 9 12 0.001
IA-RJ 1 0.892 14.628 9 16 0.000
IB - IM 1 0.399 1.400 9 19 0.296
IB-1V 1 0515 1.884 9 16 0.167
IB-LI 1 0.701 4.682 9 18 0.008
IB - PI 1 0.440 1.133 9 13 0.447
IB-RJ 1 0.538 2.200 9 17 0.110
M -1V 1 0.581 2.615 9 17 0.071
IM - LI 1 0.597 3.133 9 19 0.035
IM - PI 1 0.368 0.905 9 14 0.572
IM-RJ 1 0.564 2.584 9 18 0.071
IV - LI 1 0.678 3.746 9 16 0.023
IV -PI 1 0.669 2471 9 11 0.110
IV-RJ 1 0.312 0.756 9 15 0.656
LI-PI 1 0.526 1.602 9 13 0.260
LI-RJ 1 0.689 4.188 9 17 0.013
PI-RJ 1 0.656 2.546 9 12 0.105

Fonte: O autor
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FIGURA 4. (A) Grafico da Analise de Componentes Principais (PC1 vs. PC2) dos contornos dos otdlitos lagenares
(asteriscus) de Psalidodon bifasciatus do sul do Brasil, aplicados aos coeficientes Wavelet, com elipses de intervalo
de confianga de 95%. (B) Analise Discriminante Linear (LDA) dos contornos dos otolitos lagenares de P.
bifasciatus aplicados aos mesmos coeficientes, também com elipses de 95% de confianca. Simbolos e elipses
foram coloridos conforme a regido hidrografica (alto rio Parand, médio/baixo Iguagu, alto Iguagu, rio Jordado e
bacias litoraneas do Atlantico Sul). As elipses representam a dispersao média dos pontos em torno do centroide
(circulo aberto).
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DISCUSSAO

Os otolitos asteriscus de Psalidodon bifasciatus apresenta uma morfologia geral que
pode ser efetivamente atribuida aos otdlitos lagenares da maioria dos caracideos (Boyle; Herrel,
2018; Mérigot et al., 2007; Libungan; Palsson, 2015; Tuset et al., 2016) e de outros tdxons
ostariofisseos (Nelson et al., 2016; Ladich; Schulz-Mirbach, 2016), apesar da grande
diversidade e plasticidade fenotipica dos Characiformes (Melo et al., 2022). Os ot6litos
lagenares analisados no presente estudo correspondem ao tipo gyro proposto por Assis (2003),
com base no formato e na orientacdo dos lobos.

Esse tipo morfoldgico (auricular) de otélito € geralmente grande e robusto, podendo ser
facilmente extraido e manipulado em caracideos (Mélotte et al., 2018). Ele ¢ caracterizado por
um lobus major bem desenvolvido, um lobus minor reduzido (geralmente fundido a uma das
margens da pseudoexcisura), uma fossa acustica curvada e uma pseudoexcisura anterior
conspicua (Assis, 2003). Essas caracteristicas confirmam que o asteriscus pode funcionar como
um marcador morfoldgico estavel, mesmo em grupos com alta plasticidade fenotipica, como
dos caracideos (Melo et al., 2022).

Apesar de todos os otodlitos asteriscus analisados apresentarem morfologia semelhante,
a Analise Discriminante Linear (LDA) da forma dos otdlitos e os resultados da MANOVA
indicaram a existéncia de diversificacdo em algumas populacdes isoladas de Psalidodon
bifasciatus. A avaliagdo da identidade e delimitacao de P. bifasciatus esta além do escopo deste
estudo, pois a aplicagdo isolada da andlise de forma dos otolitos € insuficiente para o
reconhecimento de espécies distintas.

Além disso, todas as coletas foram realizadas em reservatorios. Ambientes regulados
por barramentos tendem a uniformizar pressdes seletivas, alterar hidrologia e atenuar
heterogeneidade ambiental, o que pode induzir convergéncias plésticas e/ou reduzir a
divergéncia fenotipica esperada (Agostinho et al., 2008; Pelicice et al., 2017). Em paralelo, a
literatura sobre forma de ot6litos indica sensibilidade a fatores ambientais (temperatura, regime
hidrolégico, composicao da dgua, dieta) e ontogenéticos, o que recomenda cautela ao interpretar
diferengas exclusivamente como histdricas (Campana; Thorrold, 2001; Tuset et al., 2016; Clark
et al., 2021; Vasconcelos et al., 2025).

Ainda assim, as diferengas morfologicas intraespecificas observadas nos otodlitos
asteriscus revelaram a possivel existéncia de trés grupos distintos:

A anélise conjunta (DWT—PCA/MANOVA/LDA) revelou trés unidades morfologicas

de asteriscus em P. bifasciatus: (G1) alto rio Parana + médio/baixo Iguacu + rio Jordao (IV, PI,
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IM, IB, RJ; n=63), (G2) alto rio Iguacu (IA; n=13) e (G3) bacias litoraneas do Atlantico Sul
(LL; n=14). A MANOVA global foi significativa (Pillai=4.049, F=2917, df = 222/312,
p<0.001), com IA diferindo de todas as demais populacdes e LI diferindo de varios membros
do G1 (com excegao de PI), indicando diferenciacao alopatrica concentrada na regiao anterior
do contorno (160-240°: antirostrum/pseudoexcisura/pseudoantirrostro).

Esse padrao reforca que a variagdo da forma dos otdlitos ndo ocorre de maneira
aleatoria, mas reflete processos evolutivos e historicos relacionados ao isolamento geografico,
conectividade pretérita entre bacias e condigdes ambientais especificas (Albert; Reis, 2011;
Ribeiro, 2006; Crelier et al., 2025). Os resultados observados se alinham a diversos estudos
realizados com peixes neotropicais, nos quais a morfometria de otolitos revelou agrupamentos
geograficos consistentes, mesmo quando os caracteres externos mostravam alta sobreposi¢ao
fenotipica (Dalcin; Abilhoa, 2024; Soeth et al., 2019; Avigliano et al., 2018).

Individuos provenientes do alto rio Parana, rio Jordao e dos trechos médio e inferior do
rio Iguagu apresentaram uma forma de otdlito distinta das populacdes de outros sistemas
hidrograficos, apesar do isolamento geografico da ictiofauna do rio Iguagu imposto pelas
Cataratas do Iguacu (Vicari et al., 2006; Baumgartner et al., 2012; Pini et al., 2021). Os
individuos do alto rio Iguagu também apresentaram forma de otolito distinta das populagdes de
outros sistemas hidrograficos. Otolitos com contorno semelhante também foram encontrados
em individuos de P. bifasciatus das bacias “litoraneas” do Atlantico Sul — aqui entendidas
como drenagens ao pé da Serra do Mar, proximas ao litoral, mas nem sempre estuarinas —,
regido isolada pelas maiores descontinuidades estruturais da Plataforma Sul-Americana
(Sistema de Rift da Serra do Mar) (Ribeiro, 2006; Parolin et al., 2010).

Os fatores que determinam a forma dos otolitos ainda ndo sdo plenamente
compreendidos e sua interpretagdo ¢ complexa, pois envolvem a integragdo entre funcgao
sensorial (audi¢ao/equilibrio) e morfologia do ouvido interno, incluindo variagdes entre 6rgaos
otoliticos e entre linhagens com especializa¢des auditivas (e.g., Otophysi) (Ladich, 2016;
Schulz-Mirbach et al., 2019).

Além disso, a forma pode ser influenciada por ontogenia (mudangas relacionadas a
estagios de vida/tamanho), dimorfismo sexual, condi¢cdes ambientais (temperatura, salinidade,
regime hidrolégico, composi¢ao da agua) e historia biogeografica (isolamento, conectividade)
(Yedier et al., 2023; Basusta et al., 2021; Bareille et al., 2024; Kang et al., 2025; Tuset et al.,
2016; Dalcin; Abilhoa, 2024).

Mesmo considerando a acdo sinérgica desses fatores, € plausivel que historias evolutivas

distintas — resultantes de isolamento natural e/ou conectividade histérica entre populacdes —
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constituam um motor principal da diferenciagdo observada na forma dos otélitos (Harrisson et
al., 2025; Federica et al., 2025). Nossos resultados indicam a existéncia de variagdo geografica
na forma dos otolitos, o que ¢ consistente com a hipotese de divergéncia alopatrica entre
populagdes isoladas de P. bifasciatus no sul do Brasil, sugerindo a possivel existéncia de novas

entidades biologicas distintas.

e Grupo Parana—Iguagu (médio/baixo)—Jordao (G1)

As populagdes do alto rio Parand (rios Ivai e Piquiri), do rio Jordao e dos trechos médio
e inferior do rio Iguacu apresentaram formas de otolito semelhantes entre si e distintas das
demais regides. Esse agrupamento constitui um bloco morfofuncional amplo, refletido na baixa
significancia estatistica em véarios contrastes internos da MANOVA. Historicamente, essa
proximidade pode estar relacionada a eventos de captura fluvial e reorganizag¢des hidrograficas
que caracterizaram o territorio paranaense ao longo do Cenozoico (Maack, 1981; Ribeiro,
2006), corroborados por evidéncias recentes de mobilidade de divisores de drenagens e
rearranjos fluviais no sul do Brasil (Crelier et al., 2025). Essas alteragdes favoreceram
intercambios ocasionais entre bacias, facilitando a reteng¢ao de tragos ancestrais comuns.

Em paralelo, reservatorios e gestdes hidrologicas semelhantes podem induzir
convergéncias plasticas (Pelicice et al., 2017; Assumpcao et al., 2021), de modo que a coesdo
morfologica de G1 decorra de mosaico entre heranga historica, isolamento parcial e
uniformizacao ambiental antropica.

Mesmo com o isolamento imposto pelas Cataratas do Iguagu — reconhecidas como uma
das barreiras naturais mais efetivas para a ictiofauna neotropical (Vicari et al., 2006;
Baumgartner et al.,, 2012; Pini et al., 2021) —, o bloco formado por Parand, Jordao e
médio/baixo Iguacu ndo se fragmenta morfologicamente. Isso sugere que a diversificagdao de
Psalidodon bifasciatus ndo segue estritamente os limites hidrograficos, mas resulta de uma
interacdo complexa entre historia geoldgica, isolamento parcial e fatores ecologicos comuns
(Albert; Reis, 2011).

Além disso, a presenca de reservatorios e a conectividade lateral tipica de rios de médio
porte podem induzir respostas plasticas convergentes na forma dos otdlitos, sem eliminar a

assinatura historica das populagdes (Pelicice et al., 2017; Assumpcao et al., 2021).

e Grupo Alto rio Iguacgu (G2)
A populagdo do alto rio Iguacu (Represa do Passatna) destacou-se como uma unidade

morfoldgica singular, apresentando diferengas significativas frente a todas as demais regides.
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Essa distingao foi atribuida principalmente a variacao na regido anterior do otolito (angulos
160-240°), envolvendo estruturas como pseudoexcisura, antirrostro e pseudoantirrostro.

Esse padrao ¢ coerente com o isolamento natural e antropico do Primeiro Planalto.
Historicamente, com a compartimentagdo geomorfologica da Serra do Mar e do Planalto de
Curitiba, reforcada por barragens em cabeceiras que reduzem fluxo génico e acentuam
fragmentacdo (Pelicece et al., 2017; Makrakis et al., 2019; Dal Pont et al., 2021; Dagosta et al.,
2024).

Esse cenario também foi descrito para as bacias altas do Paranéd/Iguacu, Makrakis et al.,
(2019), que documentou a perda de conectividade em cabeceiras isoladas por hidrelétricas,
padrdo posteriormente confirmado no trabalho de Dal Pont et al., (2021) para o alto Iguagu, e
mais recentemente discutido por Dagosta et al., (2024), que ressaltam como a expansdo de
barragens e reservatorios intensifica a fragmentacdo de populagdes em trechos de cabeceira no
sul do Brasil.

Além disso, condi¢gdes ambientais locais, como maior altitude, temperaturas médias
mais baixas e menor conectividade longitudinal, diferenciam esse setor dos demais (Larentis et
al., 2016).

Esses resultados sugerem que as populacdes do alto Iguagu podem estar submetidas a
processos de divergéncia alopatrica de longa duragdo, com potencial de representar uma
unidade evolutiva significativa (ESU) (Moritz, 1994; Fraser; Bernatchez, 2001). Estudos
adicionais envolvendo dados gendmicos e cariotipicos poderiam confirmar se essas populagdes

ja constituem linhagens independentes dentro de P. bifasciatus.

e Grupo Bacias “litordneas” do Atlantico Sul (G3)

As populagdes do rio Capivari (UHE Chaminé-Vossoroca), pertencentes a faixa
“litoranea” (aqui entendida como drenagens proximas a Serra do Mar), mostraram contornos
de otdlitos distintos da maioria dos sistemas interiores. Essa diferenciacao esta em concordancia
com o isolamento geoldgico imposto pelo Sistema de Rift da Serra do Mar, a maior
descontinuidade estrutural da Plataforma Sul-Americana (Ribeiro, 2006).

Estudos recentes em peixes costeiros mostram que otolitos podem refletir variagdes
ambientais estuarinas e marinhas, apresentando contornos diagnosticos (Vaz-Dos-Santos et al.,
2023; Almeida et al., 2022).

A morfologia diferenciada dos otolitos sugere que o isolamento de longa duragao,

associado a pressoes ambientais especificas dos sistemas costeiros, favoreceu a formacao de
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tracos diagnosticos proprios. No entanto, a auséncia de diferengas significativas entre Capivari
(LI) e Piquiri (PI) ¢ intrigante. Além de paleoconexdes, outras hipdteses plausiveis incluem:

(a) convergéncia fenotipica modulada por regimes hidrologicos semelhantes em
reservatorios (Agostinho et al., 2008; Pelicice et al., 2017);

(b) Também consideramos, de modo exploratdrio, um possivel mecanismo. Introdugdes
antropicas recentes (translocagdes/peixamentos) podem, em tese, contribuir para a semelhanca
observada entre LI e PI. Se individuos oriundos do PI tiverem sido soltos no Capivari,
esperariamos (i) deslocamento do centréide morfoldgico de LI na direcao de PI; (ii) aumento
da variancia intrapopulacional e/ou leve bimodalidade nos escores de forma; (iii) efeito de
coorte, com maior convergéncia em classes etarias mais jovens coletadas apos os eventos de
soltura; e (iv) incongruéncias entre morfologia e linhas independentes (genética/citogenética ou
microquimica de otdlitos), evidenciando origem ndo local.

Salientamos que nao dispomos de documentagao técnica que comprove tais introdugdes;
portanto, tratamos essa possibilidade como hipotese residual, ndo necessaria para explicar o
padrao principal e dependente de verificagdao especifica em estudos futuros. Esses resultados
reforcam que o Atlantico Sul pode representar uma unidade morfoldgica costeira independente,
com isolamento geoldgico antigo, mas ainda passivel de apresentar convergéncias locais com
sistemas interiores adjacentes.

Cabe destacar que a andlise isolada da forma dos otolitos, embora robusta, ndo ¢
suficiente para delimitar espécies ou subunidades taxondmicas; sua forca reside em identificar
linhagens potenciais e padrdes de isolamento, principalmente quando combinada a dados
genoOmicos, cariotipicos e ecoldgicos (Mereles et al., 2021; Tuset et al., 2021; Avigliano et al.,

2018; Pattanayak et al., 2024).

e Marcadores: robustez, estado de carater e congruéncia.

Para que um trago de otdlito opere como marcador morfologico informativo (p.ex.,
posicao/angulo/profundidade da pseudoexcisura; conformacdo do complexo antirrostro—
pseudoantirrostro), trés dimensdes interpretativas devem ser articuladas.

(1) Robustez e especificidade populacional: alto contraste entre grupos, baixa variagdo
intragrupo e estabilidade frente a covaridveis (tamanho/idade/sexo). A significancia
multivariada observada (Pillai elevado; p < 0,001) sugere sinal real, mas a triagem de
marcadores candidatos deve considerar efeitos ambientais previsiveis € o contexto de
reservatorios (Campana; Thorrold, 2001; Tuset et al., 2016; Clark et al., 2021; Pelicice et al.,
2017).
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(i) Estado de carater (plesiomorfia/apomorfia/sinapomorfia): tracos plesiomorficos
tendem a ser amplamente compartilhados e pouco uteis para discriminar subdivisdes recentes;
tragos apomorficos restritos (ou sinapomorfias compartilhadas por um subconjunto coeso) sao
mais informativos sobre historia comum, lembrando o risco de homoplasia em grupos plésticos
(Hennig, 1999; Wiley; Lieberman, 2011).

(ii1) Congruéncia entre linhas de evidéncia: a interpretacdo como marcador evolutivo
(vs. ambiental) ganha forca quando hé consonancia com genética/citogenética (diferencas
cariotipicas; clusters gendmicos), biogeografia (barreiras, historia de isolamento) e, idealmente,
microquimica de otolitos (Campana; Cassselman, 1993; Campana; Thorrold, 2001; Libungan;
Palsson, 2015; Schulz-Mirbach et al., 2019; Moritz, 1994; Fraser; Bernatchez, 2001; Maistro et
al., 1992; Nishiyama et al., 2016; Pazza; Kavalco, 2018; Gavazzoni et al., 2018; Limeira et al.,
2022).

e Implicagdes evolutivas

A diferenciagdo de P. bifasciatus em trés grupos principais — (G1) Parana—Iguacu
médio/baixo—Jordao, (G2) Alto Iguacu e (G3) Atlantico Sul — demonstra que a espécie
apresenta uma estrutura populacional complexa, refletindo a interacdo de barreiras naturais
(cataratas, rift), barreiras artificiais (hidrelétricas), isolamento geografico prolongado e
plasticidade ambiental.

Esse padrao ¢ consistente com a hipotese de divergéncia alopatrica como forga central
na diversificagdo de populagdes dulcicolas isoladas (Cracraft, 1982; Rahel, 2007) e reforca a
relevancia dos otolitos como ferramenta para detectar diferenciagdo intraespecifica,
especialmente em grupos com alta plasticidade fenotipica e potenciais complexos de espécies,
como os caracideos (Tuset et al., 2016; Vasconcelos et al., 2025).

Assim, os resultados sustentam a hipotese de divergéncia alopatrica associada a historia
geoldgica, a a¢do antropica e a gradientes ambientais, sugerindo que P. bifasciatus apresenta
estrutura populacional complexa ao longo de sua distribui¢ao no sul do Brasil. A integracdo
futura de andlises morfologicas, genéticas e troficas permitird avaliar melhor os limites
populacionais e o papel das barreiras naturais e artificiais na diversificagdo de peixes
neotropicais (Moritz, 1994; Fraser; Bernatchez, 2001).

Do ponto de vista aplicado, os resultados indicam que P. bifasciatus poderia ser tratado
como um conjunto de Unidades Evolutivamente Significativas, cada qual potencialmente
demandando estratégias proprias de conservacdo e manejo. A integracdo de analises

morfologicas com dados moleculares, citogenéticos e ecologicos serd determinante para
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confirmar o grau de independéncia evolutiva dessas populagdes e, possivelmente, revelar novas
entidades taxondmicas no grupo (Moritz, 1994; Fraser; Bernatchez, 2001; Limeira et al., 2022).

Considerando implicagdes praticas, a identificagdo de trés unidades morfoldgicas indica
que as populagdes de P. bifasciatus podem demandar planos de manejo diferenciados,
especialmente em regides impactadas por hidrelétricas e fragmentagdo longitudinal. A
manuten¢do ou restauragdo de conectividade entre trechos de rios — por exemplo, por meio de
passagens para peixes ou gestao integrada de reservatorios — deve compor estratégias voltadas
a preservagao da diversidade intraespecifica e da integridade evolutiva dessas populagcdes

(Agostinho et al., 2008; Pelicice et al., 2017).
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