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Resumo

A evolucdo dos peixes primarios na Peninsula Ibérica encontra-se correlacionada com
a evolugéo paleogeomorfologica das bacias hidrograficas e 0 movimento orogénico de sistemas
montanhosos, como 0 Macico Calcéario Estremenho (MCE). Esta elevacéo separa duas regides
biogeograficas para a ictiofauna nativa: vertente ocidental com pequenos rios costeiros e
ligacOes antigas ao rio Mondego; e oriental, zonas de cabeceira de sub-bacias do Tejo. Por
terem maior declive, menor caudal e caracter intermitente, as nascentes do MCE eram
consideradas desprovidas de ictiofauna. Os objetivos deste estudo foram: (1) conhecer as
espécies aquaticas (peixes e gastropodes) presentes nas nascentes; (2) avaliar a conetividade
genética entre zonas de cabeceira e a jusante para duas espécies-alvo nas vertentes opostas do
MCE (Achondrostoma oligolepis e Squalius pyrenaicus); e (3) confirmacdo genética da
identidade taxondmica de gastropodes. Os resultados demonstraram que as nascentes tém vida
aquética (8 espécies nativas de peixes e 4 espécies nativas de gastropodes) e podem ser locais
prioritarios para a conservacgdo da Biodiversidade. Como esperado, encontraram-se diferencas
interpopulacionais entre as populagdes de peixes dos diferentes rios. Foram ainda detetadas
diferencas intrapopulacionais, entre locais de amostragem de um mesmo rio, demonstrando
que, em ecossistemas fluviais, a determinacdo da diversidade genética populacional pode ser
afetada pelo esquema de amostragem. Além disso, ficou claro que as caracteristicas destes
ecossistemas podem afetar a conetividade genética das populacdes de peixes, sendo importante
investir em estudos de genética de paisagem para avaliar a conetividade e a diversidade genetica
das espécies ameacadas, relacionando-as com as caracteristicas dos habitats fluviais onde

ocorrem.

Palavras — chave: ictiofauna dulciaquicola, gastrépodes aquaticos, espécies

ameacadas, zonas de nascente, diversidade genética.



Abstract

The evolution of primary fish in the lberian Peninsula is correlated with the
paleogeomorphological evolution of hydrographic basins and the orogenic movement of
mountain systems, such as the Maci¢o Calcario Estremenho (MCE). This elevation separates
two biogeographic regions for the native ichthyofauna: western slope with small coastal rivers
and old connections to the Mondego River; and eastern, headwaters of Tagus sub-basins. Due
to their higher slope, lower flow and intermittent character, the springs of the MCE were
considered devoid of ichthyofauna. The objectives of this study were: (1) to know the aquatic
species (fish and gastropods) present in the springs; (2) to evaluate the genetic connectivity
between headwater and downstream zones for two target species on opposite slopes of the MCE
(Achondrostoma oligolepis and Squalius pyrenaicus); and (3) genetic confirmation of the
taxonomic identity of gastropods. The results showed that the springs have aquatic life (8 native
species of fish and 4 native species of gastropods) and may be priority sites for the conservation
of Biodiversity. As expected, interpopulation differences were found between fish populations
from different rivers. Intrapopulation differences were also detected, between sampling sites of
the same river, demonstrating that, in fluvial ecosystems, the determination of population
genetic diversity can be affected by the sampling scheme. In addition, it became clear that the
characteristics of these ecosystems can affect the genetic connectivity of fish populations,
making it important to invest in landscape genetic studies to assess the connectivity and genetic
diversity of threatened species, relating them to the characteristics of river habitats where they

occur.

Keywords: Freshwater ichthyofauna, gastropods, protection zones, spring threatened

species, genetic diversity.
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Introducao

As espécies de agua doce encontram-se distribuidas em bacias isoladas por diferentes
barreiras biogeogréficas, incluindo o oceano (Burridge et al., 2008). Estas distribuicdes podem
ser explicadas por dois processos: dispersdo e vicariancia, estando este Gltimo mais estudado e
definido em espécies terrestres e marinhas (Burridge et al., 2006). A dispersdo caracteriza-se
pela movimentagdo livre das espécies entre habitats levando a colonizacdo de novos locais
(Burridge et al., 2008). Digamos que existe uma cheia e que duas bacias isoladas passam a estar
temporariamente unidas. As espécies de cada bacia passam a poder deslocar-se de uma para a
outra e assim colonizar a nova bacia. Por sua vez, a vicariancia é considerada um processo
fundamental biogeografico que causa a interrupcdo da conetividade entre populagdes de uma
espécie facilitando o processo de deriva genética e de especiacao (Burridge et al., 2006). Por
exemplo, o aparecimento de uma cadeia montanhosa pode ter influéncia na drenagem de uma
bacia hidrografica, podendo causar a inversdo de um rio ou a sua captura por uma bacia
hidrogréfica distinta, com Obvias consequéncias para a evolugdo das espécies estritamente
dulciaquicolas que ai ocorrem. A distribuicéo das espécies dulciaquicolas pode ser influenciada
por caracteristicas da bacia hidrografica, como o declive, o caudal, a altitude ou a existéncia de
cascatas, e também por perturbacdes antropogénicas (Caldera & Bolnick, 2008). A genética é
uma ferramenta importante no estudo da distribuicédo de espécies dulciaquicolas e pode explicar
padrdes de evolucdo tanto a uma escala temporal de milhdes de anos como a escalas pequenas

de escassos milhares de anos (Craw et al., 2007).

A uma escala espacial mais fina, os estudos genéticos de organismos estritamente
dulciaquicolas podem igualmente permitir detetar diferencas dentro das populagdes uma vez
que a conetividade genética destas pode ser influenciada pela posic¢do dos individuos ao longo
do curso do rio (Hughes et al., 2009). Por exemplo, uma populacdo fragmentada, com um
nacleo populacional localizado junto a nascente de um rio, podera apresentar diferencas
geneticas relativamente a nucleos populacionais localizados a jusante com o0s quais nao
comunicam devido a existéncia de barreiras que impedem o livre fluxo genético entre eles.
Neste contexto, populacGes de peixes estritamente dulciaquicolas que ocorram em massas de
agua separadas por barreiras geogréaficas intransponiveis (como um sistema montanhoso com
bacias hidrograficas independentes em vertentes opostas) e que, numa mesma massa de agua,
apresentem nucleos populacionais dispersos e pouco conetivos, constituem bons modelos para

0 estudo da conetividade genética em ambientes de agua doce, a diferentes escalas espaciais.
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Area de estudo

Localizada na area central da bacia do mediterrdneo e entre as massas de terra
euro-asiatica e africana, a Peninsula Ibérica sofreu alteracbes climaticas e geoldgicas
importantes a partir do Cenozoico (Casal-Ldpez et al., 2018). A diversidade fisiografica e a
historia geoldgica desta peninsula influenciaram a evolucéo das espécies ibéricas de peixes de
agua doce, 0 que torna a Peninsula Ibérica uma regido ideal para estudos biogeogréaficos deste

grupo taxondmico (Casal-Lopez et al., 2018).

Por ser maioritariamente constituida por peixes primarios, a ictiofauna dulciaquicola
da Peninsula Ibérica pode apenas dispersar-se entre rios e lagos se estes estiverem conectados,
ainda que temporariamente (Almeida et al., 2019; Casal-Lopez et al., 2018). A dispersédo de
peixes priméarios entre bacias hidrograficas ndo é possivel, a ndo ser que exista uma alteragdo
geomorfologica ou tectonica que permita que as espéecies dispersem para bacias anteriormente
isoladas (Sousa-Santos et al., 2019). Por esse motivo, a distribui¢do e a filogenia dos peixes
ciprinideos e leuciscideos estdo intimamente relacionadas com a formagdo e evolugédo
paleogeomorfoldgica da rede hidrografica Ibérica, como demonstram varios estudos realizados
até a data (e.g. Aboim et al., 2013; Casal-L6pez et al., 2018; Sousa-Santos et al., 2019; Zardoya
& Doadrio, 1999).

A Peninsula Ibérica conta com um ndmero elevado de peixes ciprinideos e
leuciscideos endémicos, representados por poucos géneros mas com um elevado nimero de
espécies por género (Doadrio et al., 2011; Robalo, Sousa-Santos, Almada, et al., 2006). Este
fendbmeno pode ser explicado pela quantidade de barreiras persistentes, como as cadeias
montanhosas, que reduziram a amplitude das colonizagbes e potenciaram o isolamento de
populacdes e o surgimento de linhagens evolutivas distintas e a especia¢do (Aboim et al., 2013;
Robalo et al., 2006). Para além desta relacdo intima entre os peixes estritamente dulciaquicolas
e a formacdo/evolucao das bacias hidrograficas, é expectavel que o0 mesmo ocorra para outras
espécies estritamente dulgaquicolas, como os gastropodes, cuja evolugdo poderd igualmente ter
sido influenciada pelas alteracbes paleogeomorfologicas das bacias hidrograficas onde

ocorrem.

O Macico Calcario Estremenho (MCE), localizado no centro de Portugal Continental,
é uma formacdo geoldgica que poderd ter tido influéncia na evolucdo da ictiofauna
dulcaquicola. Este macico abrange os distritos de Leiria e Santarém, englobando 10 concelhos:

Alcanena, Alcobaga, Batalha, Leiria, Ourém, Porto de Mds, Rio Maior, Santarém, Tomar e
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Torres Novas (J. Carvalho et al., 2011; Marques, 2010; Peyroteo et al., 2015; Ramos, 2008). O
sistema aquifero deste macico abrange trés grandes bacias hidrograficas portuguesas (Tejo, Lis
e Ribeiras do Oeste), ocupando cerca de 767,6 km? na regido centro-oeste e estando delimitado
a sul por Rio Maior, a nordeste por Fatima e a norte por Porto de Moés (J. Carvalho et al., 2011;
S. L. dos Santos, 2019; Peyroteo et al., 2015). Existem seis nascentes no sistema aquifero deste
macico localizadas nos limites e em zonas de contacto com rochas menos permeaveis do
Jurassico, Cretacico e Cenozoico: Lis, Lena e Alcoa (Chiqueda) na vertente oeste do MCE; e
Almonda, Alviela e Alcobertas nas vertentes sul e este (J. Carvalho et al., 2011; S. L. dos
Santos, 2019; Peyroteo et al., 2015). Estando a crista do MCE a separar estes dois conjuntos de
nascentes (e respetivas bacias/sub-bacias hidrogréficas), o mesmo poderé ter influenciado a
evolucdo da fauna aquéatica em cada vertente, por isso, constitui um bom modelo para estudos
filogeogréficos de espécies estritamente dulciaquicolas. Para além disso, a uma escala mais
fina, as barreiras intransponiveis que existem ao longo de cada curso de 4gua, também poderéo
afetar a conetividade genética das populagdes, originando diferencas entre as zonas de nascente

e de jusante.

O estudo de como a estrutura do habitat e da paisagem podem afetar a conetividade
espacial e a dispersdo das espécies, bem como a sua diversidade genética, podera fornecer
novos dados com importancia para a conservacao das espécies (Ruppert et al., 2017). No
presente trabalho, pretendeu-se obter dados de base que poderdo servir para estudos futuros
mais detalhados no &mbito da genética da paisagem e sua correlagdo com a evolucdo de
organismos estritamente dulciaquicolas. Assim, e sabendo que o MCE separa duas regides
distintas (pequenos rios costeiros, com ligacdes antigas ao rio Mondego, na vertente ocidental
e zonas de cabeceira de varias sub-bacias do rio Tejo na vertente oriental) estabeleceu-se como
prioridade conhecer 0s organismos aquaticos existentes nas nascentes do MCE e colocou-se a
hipotese de o sistema montanhoso constituir uma barreira efetiva, isolando espécies aquaticas
distintas em vertentes opostas. Mais detalhadamente, os objetivos deste estudo foram: (1)
conhecer as espécies aquaticas, nomeadamente de peixes e gastropodes, presentes nas
nascentes; (2) avaliar conetividade genética entre as zonas de cabeceira e as zonas a jusante
para duas espécies-alvo existentes em vertentes opostas do MCE (Achondrostoma oligolepis e
Squalius pyrenaicus); e (3) confirmacao da identidade taxondmica das espécies de gastropodes

com recurso a analises genéticas.
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Metodologia

Amostragem

No total foram amostradas seis nascentes permanentes do Macico Calcério
Estremenho ao longo dos meses de Abril, Maio e Outubro de 2021 (Anexo Il — Figuras A2 a
AT e Tabela Al). Os peixes foram capturados com recurso a técnica de amostragem por pesca
elétrica, mantidos em baldes arejados e, ap0ds a identificacdo da espécie e da recolha de tecido
para andlise genética, foram imediatamente devolvidos ao rio (Anexo Il — Figura A8). A
amostragem para analise genética foi realizada apenas para Achondrostoma oligolepis (Robalo,
Doadrio, Almada & Kottelat, 2005) e Squalius pyrenaicus (Gunther, 1868), escolhidas como
espécies-alvo do estudo genético por serem as espécies que ocorrem num maior nimero de
linhas de agua pertencentes, respetivamente, a vertente oeste e este do Macico Calcério
Estremenho, possibilitando assim comparacGes de diversidade populacional. Para estas
espécies foi retirado um pedaco da barbatana dorsal que foi preservado em etanol 96% até ao
momento da extracdo de ADN (Anexo Il — Figura A9).

Além dos peixes amostrados em 2021, também foram utilizadas amostras e sequéncias
pertencentes ao banco de amostras do MARE-ISPA, ndo sé para que o numero de amostras
fosse maior, mas também para que fosse possivel comparar os rios em estudo com rios vizinhos
(Anexo Il — Tabela A2).

Por ultimo, além da amostragem da ictiofauna foi igualmente amostrada a fauna
gastropode existente na area de estudo. Os gastropodes presentes no local foram recolhidos

manualmente do leito do rio e conservados em etanol 96% até a andlise laboratorial.

Identificagdo morfoldgica dos gastropodes

Dos 223 individuos capturados, foram selecionados 30 considerados
morfologicamente diferentes para identificacdo pelo especialista Dr. David Holyoak. Para tal,
os espécimes foram fotografados individualmente em 3 posicdes, juntamente com uma escala
de 1 centimetro (Figura 1), e foi elaborada uma base de dados (em Excel) com a informacgéo

sobre o local de amostragem (coordenadas e rio) do individuo em analise. Com base na
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identificacdo providenciada pelo especialista, os restantes exemplares foram classificados de
acordo com a espécie a que mais se assemelhavam, tendo esta classificagdo sido igualmente

validada pelo Dr. David.

1 Cim

Figura 1 - Exemplo de fotografias para identificacdo morfoldgica dos gastropodes.

Extracdo de ADN, amplificacédo e sequenciagdo das amostras

O ADN foi extraido com recurso ao kit REDExtract-N-Amp Tissue PCR
(Sigma-Aldrich®) seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras foram incubadas a 55°C
por 10 minutos e a 95°C por 3 minutos juntamente com 100 pl da solucgéo extraction e 25 pl da
solucdo tissue preparation tendo, no final, sido colocado um volume de 100 ul da solucao
neutralization. No caso dos peixes foi utilizado um pedago da barbatana dorsal e dos
gastropodes um pedaco de tecido do corpo, tendo sido apenas analisados 3 individuos de cada
espécie de gastropode e de cada rio para a confirmacdo genética da espécie anteriormente

identificada apenas pela morfologia.

Com recurso ao PCR (Polymerase Chain Reaction), o gene mitocondrial citocromo b
e 0 gene nuclear beta-actina foram amplificados para os peixes e o gene COI para 0s
gastropodes. Para tal, foram misturados 4 pl das extracbes de ADN com 4,4 pl de agua
ultrapura, 10 pl de REDExtract- N-Amp PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich®) e 0,8 ul de cada
primer forward e reverse. No citocromo b foram utilizados os primers LCB1 (Sousa-Santos et
al., 2016) e HA (Schmidt & Gold, 1993), na beta-actina foram os BactFor (Robalo, Sousa-
Santos, Levy, et al., 2006) e BactRev (Robalo, Sousa-Santos, Levy, et al., 2006) e no COI os
LCO1490 e HCO2198 (Folmer et al., 1994). Ap6s 0 PCR (Anexo Il — Tabela A3) os resultados
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foram verificados recorrendo a eletroforese dos produtos de amplificacdo, utilizando géis de

agarose a 1.5% (100ml de TBE e 1,5g de agarose em p6 ou 40ml de TBE e 0,6g de agarose).

Os produtos de amplificacdo por PCR dos peixes foram sequenciados na GATC
(Konstanz, Alemanha) utilizando os primers LCB1 para citocromo b e BactFor para a
beta-actina enquanto os produtos de amplificacdo dos gastropodes foram sequenciadas na
StabVida (Caparica, Portugal) utilizando o primer LCO1490.

Andlise das sequéncias de ADN dos peixes

As sequéncias foram alinhadas e editadas no programa CodonCode Aligner v.10.0.1
Mac OS X (CodonCode Corp., USA) e cortadas nas pontas 3’ e 5’ para que pudessem ter o
mesmo comprimento (720bp para o citocromo b e 907bp para a beta-actina). Posteriormente,
as sequéncias foram colapsadas em hapldtipos recorrendo a ferramenta DNA-colapser (FaBox
v.1.61; que se encontra disponivel online no seguinte site:
<https://birc.au.dk/~palle/php/fabox/dnacollapser.php>). As sequéncias heterozigdticas de
beta-actina foram manualmente revistas e separadas utilizando o procedimento descrito em
Sousa-Santos et al. (2005).

Para a construcdo das redes de hapldtipos foi utilizado o programa PopART
(Population Analysis with Reticulate Trees, v.1.1 Mac OS X), com recurso ao algoritmo TCS
(Clement et al., 2002). Por fim, utilizou-se o software Inkscape v. 1.1.2 Mac OS X para edi¢édo
grafica das redes de hapl6tipos obtidas.

Para o calculo de indices de diversidade molecular (diversidade genética, diversidade
nucleotidica e nimero médio de diferencas entre pares de sequéncias) e para a realizacdo de
analises de variancia molecular (AMOVA) foi utilizado o programa Arlequin v. 3.5.2.2
Windows (Excoffier & Lischer, 2010).
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Analise das sequéncias de ADN dos gastropodes

Apds a sequenciacdo foi utilizada a ferramenta Nucleotide BLAST (disponivel online
em<https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch
&LINK_ LOC=blasthome>) para uma primeira verificacdo da identidade das espécies

sequenciadas.

As sequéncias do gene COI foram posteriormente editadas com recurso ao software
CodonCode Aligner v.10.0.1 Mac OS X (CodonCode Corp., USA) e contrastadas com outras
sequéncias do mesmo grupo taxondémico disponiveis na base de dados publica GenBank
(Anexo Il — Tabela A4).

Para a espécie Theodoxus baeticus foi realizada uma rede de haplotipos com as
amostras deste estudo e com as recolhidas do GenBank. Recorreu-se ao programa PopART
(Population Analysis with Reticulate Trees, v.1.1 Mac OS X) e ao algoritmo TCS (Clement et
al., 2002) para a construcdo da rede de haplotipos. Por fim, utilizou-se o software Inkscape v.

1.1.2 Mac OS X para edicdo grafica da rede de haplotipos obtida.
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Resultados

Caracterizagao da ictiofauna

As vérias amostragens realizadas na area de estudo detetaram a presenca de 9 espécies,

sendo 8 nativas e 1 exotica (Tabela 1 e Anexo 111 — informacdo sobre as espécies).

Tabela 1 - Espécies amostradas nas nascentes (X assinala a presenca da espécie na nascente).

Estatuto de
Espécie Origem | conservacdo | Alcobertas | Alviela | Almonda | Lena | Alcoa | Lis
(TUCN)
Boga-de-boca-reta
(PseudgchonQrostoma Nativo Pouco X X
polylepis, Steindachner, Preocupante
1865)
Boga-portuguesa
(Iberochondrostoma . Criticamente
o Nativo . X
lusitanicum, Collares- em Perigo
Pereira 1980)
Barbo-comum POUCO
(Luciobarbus bocagei, Nativo Preocupante X
Steindachner, 1865) P
Enguia-europeia
(Anguilla anguilla, Nativo Em Perigo X X X X X X
Linnaeus, 1758)
Escalo-do-sul
(Squalius pyrenaicus, Nativo Em Perigo X X
Gunther, 1868)
Esgana-gata
(Gasterosteus aculeatus, Nativo Em Perigo X
Linnaeus, 1758)
Ruivaco
(Achondrostoma oligolepis, . Pouco
. Nativo X X X X X
Robalo, Doadrio, Almada & Preocupante
Kottelat, 2005)
Verdema POUCO
(Cobitis paludica, de Buen, Nativo Preocupante X X
1930) P
Gaébio (Niio se
(Gobio lozanoi, Linnaeus, Exdtico aplica) X
1758) P
Riqueza especifica (espécies nativas) 2 7 4 2 2 3
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Analise de Achondrostoma oligolepis

Citocromo b — Rios em estudo

No total foram analisadas 98 sequéncias de citocromo b (66 da bacia do Lis e 32 do
Rio Alcoa) que foram colapsadas em nove hapl6tipos. Os resultados relativos aos haplétipos e
indices de diversidade em cada ponto de amostragem séo apresentados na Tabela 2. No que diz
respeito ao numero de haplotipos amostrados no rio Alcoa, este foi mais elevado (N=3) no
ponto de amostragem “Valado dos Frades” e menos elevado (N=1) no ponto de amostragem
“Alcobaga”. Por sua vez, no rio Lis, o ponto de amostragem “Leiria” registou 0 maior numero
de haplétipos (N=4) ¢ o ponto de amostragem “Lena” o menor (N=1) (Tabela 2). Verifica-se
também que os hapl6tipos exclusivos variam, globalmente, entre 0 e 100 %, sendo que 0s dois
pontos de amostragem que apresentam maior percentagem de haplotipos exclusivos pertencem
ao rio Alcoa (“nascente” e “Valado dos Frades”) e que o ponto de amostragem com a maior
percentagem de hapldtipos exclusivos no rio Lis é o “Leiria” (Tabela 2). Relativamente aos
indices de diversidade genética, e ndo considerando os pontos de amostragem que apresentam
apenas um haplétipo (“Alcobaca” e “Lena”, com diversidade nula), verifica-se que a
diversidade ¢ mais elevada nos pontos de amostragem “Leiria” e “Carreira”, localizados no rio
Lis, e menos elevada nos pontos de amostragem “Alcoa nascente” e “Valdos dos Frades”,

ambos no rio Alcoa (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultado dos haplétipos e indices de diversidade de citocromo b para cada ponto de amostragem dos rios em
estudo para A. oligolepis.

[ n n n [7) <2}
1S kel o o W o Q D~ v © v ©
o 835 | |2 |g5|£8| £8 £§% £5 c8%a8
S o © = ° | e s | ©F ° 5 = 0 =8 o S ST
It T s 2 o o = o S o S (= 29 & @ Lo =
@ s 3 | g8t | 8¢ | &% g2 g g ES ES
a £ S o o S s & o 3 = @ = 3 o5 2<
< 8 S S S L (s O c =z GE)
Alcoa 0,2857 £ 0,001190 + 0,857143 +
. , , ,
nascente 2 0 2 100% 0,1964 0,001085 0,681989
0,0000 + 0,00000 + 0,00000 +
N . , ,
Alcoa Alcobaca 1 1 0 0% 0,0000 0,00000 0,00000
+ + +
Valado dos 3 1 9 67% 0,3778 + 0,000556 + 0,400000 *
Frades 0,1813 0,000633 0,402885
i + + +
Lis 3 2 1 33% 0,5263 + 0,000780 + 0,561404 +
Nascente 0,0887 0,000743 0,478851
. .. 0,7143 + 0,001297 + 0,934066 +
N . , ,
Lis Leiria 4 2 2 50% 0,0787 0,001063 0,682043
0,0000 + 0,00000 + 0,00000 +
0 , , ,
Lena ! ! 0 0% 0,0000 0,00000 0,00000
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Tabela 2.1 — Continuagédo da Tabela 2.

[ n n n n %2}

o § 318|188 | 8g S g 3< g 8 383
< T o 'S = = =1 =1 3= 85 o o8N
- o © o O O O = O = = S5 ~ c <
g T 5 2 | a|as |55 S 3 @ S -G 8=
8 =] € | €| @ | 5 T35 3 @ s S ESSS

g g s S| S8 |5 | €3 Z 5 Z 5 o 52°<

< o l|lz|z2]| = S Q= o c =z - g
0,5000 + 0,000694 * 0,500000 *

Sirol 2 2 0 0% : ’ '

Iro ° 0,2652 0,000861 0519115
. . 0,4000+0, | 0,000556 = 0,400000 *

| , , , ,
Lis Bajouca 2 2 0 0% 2373 0,000706 0,435050
. 0,8333 + 0,005093 * 3,666667 =
Carreira 3 2 1 33% ' ' '
° 0,2224 0,003870 2,333333

A rede de haplétipos demonstra que existe uma clara separacéo entre os haplétipos
presentes em cada um dos rios em estudo (Alcoa e Lis), havendo apenas um haplétipo (CYTB
1) partilhado entre as duas bacias (Figura 2). Seis dos nove haplétipos amostrados sdo
exclusivos em apenas um ponto de amostragem: “Lis nascente” (CYTB 3), “Leiria” (CYTB 4
e CYTB 5), “Carreira” (CYTB 6) no caso do rio Lis e em “Valado dos Frades” (CYTB 8 ¢
CYTB 9) no rio Alcoa (Figura 2). Os restantes trés haplotipos séo partilhados por trés a sete

pontos de amostragem.

CYTB 4

| amostra

@ Alcoanascente
@ Alcobaga

(© Valado dos frades|
@ Lis nascente
O Leiria

QO Lena

QO sirol

(O Bajouca
(O Carreira

Figura 2 - Rede de haplétipos do gene citocromo b dos rios em estudo para A. oligolepis. [Cada circulo representa um haplétipo distinto,
com um tamanho proporcional ao nimero de individuos que o apresenta. Os circulos pretos representam haplétipos intermédios nao sequenciados; e as linhas que
unem os haplétipos possuem curtos tragos perpendiculares correspondentes ao nimero de mutagdes existente entre os haplétipos por elas interligados.]
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Para testar a existéncia de diferencas significativas entre a diversidade genética das
duas bacias hidrograficas em estudo constituiram-se dois grupos para a analise de variancia
molecular (AMOVA): um grupo com os trés pontos de amostragem do Alcoa e outro com 0s
seis pontos de amostragem do Lis. Os resultados da AMOVA hierarquica assim estabelecida
detetaram uma maior percentagem de variacdo entre os grupos (78,85%) e demonstraram que
existem diferencas significativas entre a diversidade genética observada no Alcoa e no Lis (Fst
=0,82142; p = 0,00000 £ 0,00000). Mais especificamente, as compara¢des entre todos 0s pares
de pontos de amostragem (Anexo Il B — Tabela B1) demonstraram que: 1) existem diferencas
significativas entre todos os pontos de amostragem do Alcoa relativamente a todos os pontos
de amostragem do Lis (p < 0,05); 2) os pontos de amostragem do Alcoa ndo diferem
significativamente entre si (p > 0,05); 3) na bacia do Lis s0 existem diferencas significativas (p
< 0,05) entre os pares de pontos de amostragem “Carreira” — “Lena”; “Leiria” — “Lena” e

“Lena” — “Lis Nascente”.

Citocromo b — Rios em estudo e bacias vizinhas

No total foram analisadas 324 sequéncias de citocromo b (66 da bacia do Lis, 32 do
Alcoa, 105 da bacia do Tejo e 121 da bacia do Mondego) que foram colapsadas em 35
haplétipos. Os resultados relativos aos haplétipos e indices de diversidade em cada ponto de
amostragem sao apresentados na Tabela 3. No que diz respeito ao numero de haplétipos, os rios
em estudo, Alcoa e Lis, apresentaram quatro e seis haplotipos, respetivamente, sendo que o rio
Lis apresentou uma maior percentagem de haplotipos exclusivos (50%) do que o rio Alcoa
(25%). Além disso, o rio Lis apresentou igualmente valores mais elevados para os trés indices

de diversidade genética (Tabela 3).

Relativamente as bacias vizinhas a area em estudo, verifica-se que na bacia do
Mondego, a sub-bacia do rio Arunca foi a que apresentou um maior niumero de haplétipos
(N=7), enquanto a do rio Do foi a que apresentou menos haploétipos (N=2). Contudo, a maior
percentagem de haplotipos exclusivos for registada na sub-bacia do rio Corvo (67%) e a menor
na do rio Alva (0%). Em termos de diversidade genética, esta é mais elevada na sub-bacia do

rio Ceira e menos elevada na sub-bacia do rio Déao (Tabela 3).

Em relacdo a bacia do Tejo, o maior nimero de haplétipos foi registado no rio Nabao

(N=9) e 0 menor nas sub-bacias dos rios Almonda e Alviela (N=1), sendo os valores dos indices
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de diversidade genética bastante superiores no rio Nabdo dada a diversidade nula registada nas
restantes duas sub-bacias. Foi também este rio que apresentou a maior percentagem de

haplotipos exclusivos (56%).

Finalmente, relativamente as pequenas bacias costeiras da Regido Oeste (Real, Sdo
Pedro e Tornada) que confinam com as bacias hidrograficas do Alcoa e Lis, a sub-bacia do Real
apresenta o maior namero de haplétipos (N=7), o maior indice de diversidade nucleotidica e o
maior n°® médio de diferencas emparelhadas engquanto a sub-bacia de Sdo Pedro apresenta 0s
menores valores para estes indices e também o menor numero de hapldtipos (N=2). A maior
diversidade genética verificou-se na sub-bacia do Tornada sendo este também o rio com a maior

percentagem de hapl6tipos exclusivos (75%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultado dos hapl6tipos e indices de diversidade de citocromo b para cada ponto de amostragem dos rios em
estudo e bacias vizinhas para A. oligolepis.
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A rede de haplétipos gerada com todos os haplotipos de citocromo b amostrados na area
em estudo e nas bacias confinantes (Figura 3) mostra que existem dois hapl6tipos mais
frequentes (CYTB 21 e CYTB 3) dos quais derivam 30 haplétipos por um a trés passos
mutacionais, formando duas sub-redes em formato de estrela. Estas sub-redes incluem,
respetivamente, haplétipos presentes na area em estudo, bacias costeiras do Oeste e nas trés
sub-bacias do Tejo (sub-rede a esquerda na Figura 3); e hapl6tipos presentes em todas as sub-

bacias do Mondego e em duas sub-bacias do Tejo (Almonda e Nabé&o) (Figura 3).

Nesta andlise global, que tem em conta as bacias confinantes, verifica-se que ambos
0s rios em estudo apresentam haplétipos exclusivos: no caso do Lis, os haplétipos CYTB 23,
CYTB 24 e CYTB 25 e, no caso do Alcoa, apenas o haplétipo CYTB 31 (Figura 3).
Relativamente aos restantes haplotipos das duas bacias em estudo (N= 6), estes sao partilhados
tanto com as bacias hidrograficas do Mondego e Tejo, como com as pequenas bacias costeiras
da regido Oeste, sobretudo no caso do rio Lis. De facto, os haplétipos ndo exclusivos presentes
no rio Lis sdo partilhados com: 1) sub-bacias do Mondego e rio Nabdo (CYTB 3); 2) rios Nabao
e Sdo Pedro (CYTB 22); e 3) rios Alcoa, Nabdo, Almonda, S&o Pedro e Arunca (CYTB 21)
(Figura 3). Por outro lado, os trés hapldtipos ndo exclusivos detetados no rio Alcoa sdo
partilhados com: 1) o rio Lis (CYTB 21); 2) o rio Real (CYTB 30); e 3) os rios Tornada, Alviela
e Real (CYTB 28) (Figura 3). Portanto, em resumo e em comparagdo com o que se verifica no
rio Lis, os haplotipos presentes no rio Alcoa (nimeros totais, partilhados e exclusivos) sdo em
menor numero e as afinidades com as bacias confinantes sdo menos amplas e restritas a duas
bacias costeiras da Regido Oeste (Tornada e Real) e a uma sub-bacia do rio Tejo (Alviela) que
é precisamente aquela cuja cabeceira fica apenas a escassos quilémetros da nascente do Alcoa
(Figura 3).
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Figura 3 - Rede de hapldtipos do gene citocromo b dos rios em estudo e bacias vizinhas para A. oligolepis. [Cada circulo representa
um haplétipo distinto, com um tamanho proporcional ao nimero de individuos que o apresenta. Os circulos pretos representam haplétipos intermédios néo
sequenciados; e as linhas que unem os haplétipos possuem curtos tracos perpendiculares correspondentes ao nimero de mutacdes existente entre os haplétipos por
elas interligados.]

Os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) dos cinco grupos
constituidos (Alcoa, Lis, sub-bacias do Tejo, sub-bacias do Mondego e as trés bacias do Oeste)
mostraram que existe uma maior variagdo entre 0s grupos (45,38%) e que existem diferencas
significativas entre os locais amostrados (FST= 0,81117; p = 0,00000 + 0,00000). Mais
especificamente as comparacgdes entre os pares de populacdes (Anexo Il B — Tabela B2)
demostram que: 1) existem diferengas significativas entre os dois rios em estudo, Alcoa e Lis
(p < 0,05); 2) o rio Alcoa difere significativamente de todos os rios da bacia do Mondego (p <
0,05); 3) o rio Alcoa difere significativamente dos rios Nabdo e Almonda na bacia do Tejo (p
< 0,05); 4) das bacias do Oeste, o rio Alcoa difere significativamente apenas do rio Sdo Pedro
(p < 0,05) e 5) o rio Lis difere significativamente de todos os rios da bacia do Mondego, do

Tejo e das bacias do Oeste (p < 0,05).
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Beta-actina — Rios em estudo

No total foram analisadas 168 sequéncias de beta-actina (104 da bacia do Lis e 64 do
Alcoa) que foram colapsadas em 13 hapl6tipos. Os resultados relativos aos haplétipos e indices
de diversidade em cada ponto de amostragem sé@o apresentados na Tabela 4. No rio Alcoa, 0s
pontos de amostragem “Alcoa nascente” e “Valado dos Frades” apresentaram o maior nimero
de haplotipos (N=4), sendo que “Valado dos Frades” apresenta a maior percentagem de
haplotipos exclusivos (50%) e “Alcoa nascente” a menor (0%). Em relagdo a diversidade
genética, sao os pontos de amostragem “Valado dos Frades” e “Alcobaga” que demonstram ter
uma maior e menor diversidade, respetivamente (Tabela 4). Em relagdo ao rio Lis, os pontos
de amostragem “Lena” e “Carreira” apresentam o maior nimero de haplotipos (N=4) e o ponto
de amostragem “Sirol” o menor (N=1). Em termos de exclusividade, apenas o ponto de

amostragem “Carreira” tem haplotipos exclusivos (25%). Por fim, a diversidade genética ¢ mais

elevada no ponto de amostragem “Carreira” e ¢ nula em “Sirol” (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultado dos haplétipos e indices de diversidade de beta-actina para cada ponto de amostragem dos rios em

estudo para A. oligolepis.
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Considerando apenas os rios em estudo, Alcoa e Lis, detetou-se a presenca de seis
hapl6tipos exclusivos, trés em cada rio (Figura 4). No rio Alcoa, foi amostrado o hapl6tipo
BACT 3 em “Alcobaca”, um ponto de amostragem intermédio entre a nascente a foz, e 0S
haplotipos BACT 4 ¢ BACT 7 em “Valado dos Frades”, o ponto de amostragem mais proximo
da foz do rio Alcoa (Figura 4). No caso do rio Lis, os haplotipos exclusivos foram detetados na
nascente do rio (BACT 10 e BACT 11) e em “Carreira” (BACT 13), o0 ponto de amostragem
mais perto da foz (Figura 4). No que diz respeito a haplotipos partilhados, os dois rios partilham
trés haplétipos (BACT 1, BACT 5 e BACT 6); os diferentes pontos de amostragem do Lis
partilham outros trés haplétipos (BACT 8, BACT 9 e BACT 12); e os pontos de amostragem
do rio Alcoa partilham o haplétipo BACT 2 (Figura 4).

BACT 13 BACT 4

BACT 9

[e]e]elele] Jol T ]

Figura 4 - Rede de haplétipos do gene beta-actina dos rios em estudo para A. oligolepis. [Cada circulo representa um haplétipo distinto,
com um tamanho proporcional ao nimero de individuos que o apresenta. As linhas que unem os hapl6tipos possuem curtos tragos perpendiculares correspondentes
ao numero de mutacdes existente entre os haplétipos por elas interligados.]
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Para testar a existéncia de diferencas significativas entre a diversidade genética das
duas bacias hidrograficas em estudo constituiram-se dois grupos para a analise de variancia
molecular (AMOVA): um grupo com 0s trés pontos de amostragem do Alcoa e outro com 0s
seis pontos de amostragem do Lis. Os resultados da AMOVA hierarquica assim estabelecida
detetaram uma maior percentagem de variagdo dentro das populacdes (60,4%) e demonstraram
que existem diferencas significativas entre a diversidade observada no Alcoa e no Lis (Fst =
0,39603; p = 0,00000 = 0,00000) (Anexo Il B — Tabela B3). Mais especificamente, as
comparagdes entre todos os pares de pontos de amostragem (Anexo Il B — Tabela B3)
demostraram que: 1) existem diferencas significativas entre todos os pontos de amostragem do
Alcoa relativamente a todos os pontos de amostragem do Lis (p < 0,05); 2) os pontos de
amostragem do Alcoa ndo diferem significativamente entre si (p > 0,05); 3) na bacia do Lis
apenas ndo existem diferencas significativas (p > 0,05) entre os pares de pontos de amostragem
“Lis nascente” — “Bajouca”; “Leiria” — “Bajouca”; “Lena” — “Sirol”; “Lena”- “Carreira”;

“Sirol” — “Carreira” e “Bajouca” — “Carreira” (Anexo |l B — Tabela B3).

Beta-actina — Rios em estudo e bacias vizinhas

No total foram analisadas 360 sequéncias de beta-actina (104 da bacia do Lis, 64 do
Alcoa, 86 da bacia do Tejo, 56 da bacia do Mondego e 50 das bacias do Oeste) que foram
colapsadas em 18 hapldtipos. Os resultados relativos aos haplotipos e indices de diversidade
em cada ponto de amostragem séo apresentados na Tabela 5. No que diz respeito aos rios em
estudo, Alcoa e Lis, estes apresentam um total de sete e nove haplotipos, respetivamente, sendo
o rio Alcoa o que apresenta uma maior percentagem de hapl6tipos exclusivos (43%). Contudo,
as amostras do rio Lis demonstram ter uma maior diversidade genética em comparagdo com as
do Alcoa (Tabela 5).

Relativamente as bacias contiguas a area em estudo, verifica-se que na bacia do
Mondego, apenas a sub-bacia do rio Arunca apresenta mais do que um haplotipo, sendo a

diversidade genética nula nas restantes duas sub-bacias (Tabela 5).

Em relacdo a bacia do rio Tejo, a sub-bacia do rio Nab&o apresenta maior nimero de
haplotipos, maior percentagem de haplotipos exclusivos e maior diversidade genética (Tabela
5). Por outro lado, a sub-bacia do rio Alviela é a que apresenta menor nimero de haplotipos,

menor percentagem de haplotipos exclusivos e menor diversidade genética (Tabela 5).
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Por ultimo, nenhuma bacia do Oeste apresenta haplétipos exclusivos, sendo que o Real
teve 0 menor numero de haplotipos (N=2) e o Tornada e S&o Pedro o maior nimero (N=3). A
bacia do Tornada apresenta a maior diversidade genética e a menor diversidade nucleotidica
enquanto o Real apresenta a menor diversidade genética e o S&o Pedro a maior diversidade

nucleotidica (Tabela 5).

Tabela 5 - Resultado dos hapl6tipos e indices de diversidade de beta-actina para cada ponto de amostragem dos rios em
estudo e bacias vizinhas para A. oligolepis.
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A rede de hapl6tipos gerada com todos os haplo6tipos de beta-actina amostrados na
area em estudo e nas bacias vizinhas (Figura 5) mostra que existem dois grupos de haplotipos
separados por oito passos mutacionais: um constituido por trés haplétipos (BACT 5, BACT 13
e BACT 18) detetados no Lis, sub-bacia do Arunca (bacia do rio Mondego), em todas as sub-

bacias do rio Tejo e no Sdo Pedro (sub-rede a esquerda na Figura 5); e outro grupo, bastante
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mais diversificado, com um total de 15 haplétipos (sub-rede a direita na Figura 5). Este grupo
mais diversificado de haplétipos apresenta um formato em estrela, centrada em dois haplétipos
mais frequentes (BACT 1 e BACT 6) e partilhados entre os rios em estudo e as bacias
confinantes dos quais derivam os restantes 13 hapl6tipos por um a oito passos mutacionais
(Figura 5). Ambos os rios em estudo apresentam haplotipos exclusivos: um no Lis (BACT 10)
e trés no Alcoa (BACT 4, BACT 3 e BACT 7) (Figura 5). Relativamente a haplotipos
partilnados, as amostras do Lis partilham haplétipos com: 1) Alcoa e sub-bacias do Tejo, do
Mondego e do Oeste (BACT 1, BACT 5e BACT 6); 2) apenas com sub-bacias do Tejo (Nabéo:
BACT 9 e Alviela: BACT 12); 3) com sub-bacias do Mondego, Tejo e Oeste (respetivamente,
Arunca e S&o Pedro: BACT 8, e Almonda: BACT11); 4) apenas sub-bacias do Mondego e
Oeste (Arunca e Sdo Pedro: BACT 13) (Figura 5). Por outro lado, no rio Alcoa, foram detetados
apenas quatro hapldtipos partilhados: 1) partilhados com Lis e sub-bacias do Tejo, Mondego e
Oeste (BACT 1, BACT 5 e BACT 6); e 2) com apenas uma sub-bacia do Tejo e do Oeste
(Almonda e Tornada: BACT 2) (Figura 5).
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Figura 5 - Rede de haplétipos do gene beta-actina dos rios em estudo e bacias vizinhas para A. oligolepis. [Cada circulo representa
um haplétipo distinto, com um tamanho proporcional ao nimero de individuos que o apresenta. Os circulos pretos ndo identificados representam haplétipos
intermédios ndo sequenciados; e as linhas que unem os haplétipos possuem curtos tragos perpendiculares correspondentes ao nimero de mutagdes existente entre
o0s haplétipos por elas interligados.]

Os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) aos cinco conjuntos
formados (Alcoa, Lis, sub-bacias do Tejo, sub-bacias do Mondego e bacias do Oeste)
mostraram que existe uma maior variacdo dentro das populacdes e que existem diferencas
significativas e estruturacdo entre os pares de locais de amostragem (80,47%; FST = 0,19527;
p = 0,00000 + 0,00000). Neste caso é possivel concluir que: 1) o Alcoa e o Lis tém diferengas
significativas (p < 0,05); 2) os locais de amostragem da bacia do Mondego diferem
significativamente dos dois rios em estudo (p < 0,05); 3) todos os locais da bacia do Tejo tém
diferencas significativas com o Alcoa (p < 0,05); 4) das bacias do Tejo apenas o Alviela ndo
difere significativamente do Lis (p > 0,05); 5) o rio Alcoa difere significativamente de todos o0s
rios das bacias do Oeste a excecdo do Tornada e 6) o rio Lis difere significativamente de todos

0s rios das bacias do Oeste (Anexo Il B — Tabela B4).
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Analise de Squalius pyrenaicus

Citocromo b — Rios em estudo

No total foram analisadas 69 sequéncias de citocromo b (27 da bacia do Almonda, 17
do Alviela e 25 do Maior) que foram colapsadas em 17 haplétipos. Os resultados relativos aos
haplotipos e indices de diversidade em cada ponto de amostragem sdo apresentados na Tabela
6. Analisando cada uma das trés sub-bacias do rio Tejo em estudo, verifica-se que na sub-bacia
do rio Maior o ponto de amostragem com um maior nimero de hapl6tipos, maior percentagem
de hapldtipos exclusivos e indices de diversidade genética mais elevados foi o “Rio Maior”
(Tabela 6). Dos trés pontos amostrados na sub-bacia do rio Almonda, o ponto de amostragem
“Torres Novas” apresentou maior nimero de haplotipos e maior percentagem de haplotipos
exclusivos, no entanto, foi o ponto de amostragem “Ruiva” que apresentou maior diversidade
genética (Tabela 6). Por outro lado, o ponto de amostragem “Alvordo” foi o que apresentou
menor numero de hapldtipos e menores valores dos indices de diversidade genética, ndo tendo
sido detetados haplotipos exclusivos nos pontos de amostragem “Alvordao” ¢ “Ruiva” (Tabela
6). Por ultimo, no rio Alviela ndo é possivel fazer comparacfes uma vez que so6 foi analisado

um ponto.

Tabela 6 - Resultado dos hapl6tipos e indices de diversidade de citocromo b para cada ponto de amostragem dos rios em
estudo para S. pyrenaicus.
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Ao analisar a rede de haplotipos detetados nas bacias em estudo, Almonda, Alviela e

Maior, verifica-se que existem 11 haplétipos exclusivos de um determinado ponto de

amostragem (Figura 6). Na sub-bacia do rio
Almonda existem quatro  haplétipos
exclusivos do ponto de amostragem “Torres
Novas”, o ponto mais a jusante (CYTB 13,
CYTB 14, CYTB 15 e CYTB 16). Na
amostragem da nascente do Alviela também
foi detetado um haplétipo exclusivo: CYTB
17. Por ultimo, na sub-bacia do rio Maior
foram detetados seis haplotipos exclusivos
do ponto de amostragem “Rio Maior”
(CYTB 1, CYTB 3, CYTB 4, CYTB 5,
CYTB 7 e CYTB 8). Relativamente a
partilha de haploGtipos entre pontos de
amostragem, foram detetados quatro
haplétipos partilhados: 1) CYTB 11e CYTB
12 sdo partilhados por todos os pontos de
amostragem do Almonda e pela nascente do
Alviela; 2) CYTB 2 e CYTB 6 partilhados
pelos dois pontos de amostragem do Maior;
3) CYTB 10 partilhado por todos os pontos
de amostragem do Almonda; e 4) CYTB 9

partilhado pelos pontos de amostragem

“Ruiva” (Almonda) e “Rio Maior” (Maior).

CYTEB 7

CYTRB 15

CYTB 12

Iy )
CYTB 3 CYTBIL

CYTB 16

CYTB 9

CYTHB 14

CYTB #

CYTR 3

1 amosera

@ Alcobertas

. Rio Maior

@ Alvorio

. Ruiva

(O Torres Novas
. Alviela nascente

Figura 6 - Rede de hapl6tipos do gene citocromo b dos rios em

estudo para S. pyrenaicus. [Cada circulo representa um haplétipo distinto, com
um tamanho proporcional ao nimero de individuos que o apresenta. As linhas que unem
os haplétipos possuem curtos tracos perpendiculares correspondentes ao ndmero de
mutagdes existente entre os hapldtipos por elas interligados.]
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Para testar a existéncia de diferencas significativas entre a diversidade genética das
trés sub-bacias do Tejo em estudo, constituiram-se trés grupos para a andlise de variancia
molecular (AMOVA): um grupo com os trés pontos de amostragem do rio Almonda, um
segundo com os dois pontos de amostragem do rio Maior e um terceiro grupo com o Unico
ponto de amostragem do rio Alviela. Os resultados da AMOVA hierarquica assim estabelecida
detetaram uma maior percentagem de variacdo dentro das populagfes (55,07%) e
demonstraram que existem diferencas significativas entre a diversidade observada nas trés sub-
bacias (Fst = 0,44934; p = 0,00000 + 0,00000). Mais especificamente, as comparacdes entre
todos os pares de pontos de amostragem (Anexo Il B — Tabela B5) demostraram que: 1) existem
diferencas significativas entre o ponto de amostragem “Alviela” relativamente a todos os pontos
de amostragem do Almonda e do Maior (p < 0,05); 2) os pontos de amostragem do Maior néo
diferem significativamente entre si (p > 0,05); 3) entre os pontos do Maior e do Almonda apenas
o par “Rio Maior” — “Ruiva” ndo apresenta diferencas significativas (p > 0,05); e 4) nenhum
dos pontos do Almonda apresenta diferencas significativas entre si (p > 0,05) (Anexo Il B —
Tabela B5).

Citocromo b — Rios em estudo e bacias vizinhas

No total foram analisadas 264 sequéncias de citocromo b (27 da bacia do Almonda,
17 do Alviela, 29 do Maior, 36 do Lis, e 155 do Tejo) que foram colapsadas em 52 haplétipos.
Os resultados relativos aos haplétipos e indices de diversidade em cada ponto de amostragem
séo apresentados na Tabela 7. Das trés sub-bacias do rio Tejo em estudo verifica-se que a do
rio Maior apresenta maior nimero de hapl6tipos, maior percentagem de hapldtipos exclusivos
e maior diversidade genética (Tabela 7). Por outro lado, o rio Alviela apresenta 0 menor nimero
de haplotipos e a menor diversidade genética, enquanto o rio Almonda apresenta a menor

percentagem de hapl6tipos exclusivos (Tabela 7).

Relativamente as bacias contiguas a area em estudo, verifica-se que as sub-bacias dos
rios Ponsul e Ocreza sdo as que apresentam maior namero de hapl6tipos (N=7), a sub-bacia do
rio Sever € a que apresenta maior percentagem de haplétipos exclusivos (100%) e a sub-bacia
do rio Ocreza a maior diversidade genética (Tabela 7). Por Gltimo, a sub-bacia do rio Sever
apresenta o menor nimero de haplotipos (N=2); os rios Lis, Sertd e Nabdo a menor percentagem

de haplétipos exclusivos (25%); e o rio Lis a menor diversidade genética (Tabela 7).
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Tabela 7 - Resultado dos hapl6tipos e indices de diversidade de citocromo b para cada ponto de amostragem dos rios em
estudo e bacias vizinhas para S. pyrenaicus.
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A rede de hapl6tipos gerada com todos os haplétipos de citocromo b amostrados na
area em estudo e nas bacias confinantes (Figura 7) é bastante diversificada, com um total de 52
haplotipos, centrada num haplétipo (CYTB 1) mais frequente e partilhado por um maior
namero de bacias/sub-bacias (N=10, incluindo Lis e cinco sub-bacias do Tejo) do qual derivam
o0s restantes haplotipos por um a seis passos mutacionais. Nesta analise global, que tem em
conta as bacias confinantes, verifica-se que os rios em estudo apresentam 10 haplétipos
exclusivos: dois no Almonda (CYTB 26 e CYTB 27), um no Alviela (CYTB 25) e sete no
Maior (CYTB 3, CYTB 4, CYTB 9, CYTB 10, CYTB 11, CYTB 13 e CYTB 14). Destes
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altimos, salienta-se que trés haplétipos detetados apenas no rio Maior (CYTB 4, CYTB 10 e
CYTB 11) formam uma pequena sub-rede (a esquerda na Figura 7), derivada do haplotipo

central por um minimo de sete passos mutacionais.

Relativamente aos restantes haplétipos das trés sub-bacias em estudo (N=8), estes séo
partilhados sobretudo com outras sub-bacias do Tejo (N=5) mas também com o Lis (N=3).
Mais concretamente, o rio Almonda apresenta seis haplétipos partilhados: 1) CYTB 1,
partilhado com as restantes duas sub-bacias em estudo (Alviela e Maior), com o Lis e com
outras cinco sub-bacias do Tejo; 2) CYTB 17, partilhado com o Lis e com o Nabéo; 3) CYTB
23, partilhado com o Lis; 4) CYTB 15, partilhado com o Maior; 5) CYTB 5, partilhado com
trés sub-bacias da margem direita do rio Tejo; e 6) CYTB 24, partilhado com o Alviela e com
outras duas sub-bacias da zona inferior do rio Tejo. O rio Alviela, além do haplétipo CYTB 1
referido acima, apresenta um segundo haplétipo partilhado (CYTB 24), com o Almonda e
outras duas sub-bacias da zona inferior do rio Tejo. Por fim, o rio Maior apresenta quatro
haplotipos partilhados: 1) os acima mencionados CYTB 15 (partilhado com o Almonda) e
CYTB 1 (partilnado com as restantes duas sub-bacias em estudo (Alviela e Maior), com o Lis
e com outras cinco sub-bacias do Tejo); 2) CYTB 2, partilhado com a sub-bacia do rio Grande
Pipa, localizada no Tejo inferior; 2) CYTB 15, com a sub-bacia do Almonda; e 3) CYTB 12,

com a sub-bacia do rio Ocreza, localizada no troco médio direito do rio Tejo.
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Figura 7 - Rede de haplétipos do gene citocromo b dos rios em estudo e bacias vizinhas para S. pyrenaicus. [Cada
circulo representa um haplétipo distinto, com um tamanho proporcional ao nimero de individuos que o apresenta. Os circulos pretos néo
identificados representam haplétipos intermédios ndo sequenciados; e as linhas que unem os haplétipos possuem curtos tragos perpendiculares
correspondentes ao nimero de mutagdes existente entre os haplétipos por elas interligados.]

Os resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA hierarquica) aos grupos
criados (Alviela, Almonda, Maior, Lis e sub-bacias do Tejo) mostraram que existe uma maior
variacao dentro das populacoes (56,91%) e que existem diferengas significativas e estruturacéo
entre estas (Fst = 0,43085; p = 0,00000 £ 0,00000). Neste caso é possivel concluir que: 1) as
sub-bacias dos rios Alviela e Maior tém diferencas significativas entre si e relativamente a todas
as outras sub-bacias e bacias amostradas (p < 0,05); 2) a sub-bacia do rio Almonda apresenta
diferencas significativas relativamente a todas as outras sub-bacias amostradas exceto a do
Nab&o (p > 0,05 ); 3) a bacia do Lis apresenta diferencas significativas com todas as bacias e
sub-bacias amostradas; e 4) considerando a totalidade das sub-bacias do rio Tejo apenas 0s
pares Aravil — Nab&o, Aravil — Sertd, Aravil — Canha, Canha — Nab&o, Erges — Ocreza, Muge
— Sertd, Nabdo — Sertd e Ocreza — Sertd nédo diferem significativamente entre si (p > 0,05 )
(Anexo Il B — Tabela B6).
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Beta-actina — Rios em estudo

No total foram analisadas 122 sequéncias de beta-actina (36 do rio Alviela, 43 do rio
Maior e 34 do rio Almonda) que foram colapsadas em oito haplotipos. Os resultados relativos
aos haplotipos e indices de diversidade em cada ponto de amostragem sdo apresentados na
Tabela 8. Na sub-bacia do rio Maior, o ponto de amostragem com maior nimero de hapl6tipos
e maior diversidade genética ¢ “Alcobertas”, sendo que os dois pontos de amostragem
realizados nesta sub-bacia ndo apresentaram haplotipos exclusivos (Tabela 8). Na sub-bacia do
rio Almonda, o maior numero de haplotipos foi detetado em “Alvordao” (N=5) e o menor em
“Ruiva” (N=3); a maior percentagem de hapldtipos partilhados registou-se em “Ruiva” (33%)
¢ a menor em “Torres Novas” (0%); e a maior diversidade genética foi igualmente obtida em
“Ruiva” e a menor em “Torres Novas” (Tabela 8). N&o tendo sido possivel fazer comparagdes
entre pontos de amostragem do rio Alviela por sé ter sido amostrado um ponto, verifica-se que
existe neste 33% de haplotipos exclusivos, tal como no ponto de amostragem “Ruiva” do rio
Almonda, sendo essa a maior percentagem de haplétipos exclusivos detetada na totalidade dos

pontos de amostragem (Tabela 8).

Tabela 8 - Resultado dos haplétipos e indices de diversidade de beta-actina para cada ponto de amostragem dos rios em
estudo para S. pyrenaicus.
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Ao analisar a rede de haplétipos detetados nas bacias em estudo, Alviela, Maior e
Almonda, mostra a existéncia de duas sub-redes separadas por trés passos mutacionais, cada
uma delas centrada num haplétipo bastante frequente (BACT 1 e BACT 3), presente em quatro
e seis pontos de amostragem. Verifica-se ainda que existem apenas trés haplétipos exclusivos
de um determinado ponto de amostragem (Figura 8). Na sub-bacia do rio Alviela foi detetado
um haplétipo exclusivo (BACT 5) no Unico ponto amostrado, enquanto no rio Almonda foram
detetados dois hapldtipos exclusivos: 1) BACT 7 em “Alvordo”, o ponto mais proximo da
nascente; ¢ 2) BACT 8 em “Ruiva”, o ponto amostrado no troco intermédio deste rio. Dos
quatro haplotipos partilhados apenas BACT 1 e BACT 3 sdo partilhados pelos trés rios em
estudo, enquanto BACT 6 € partilhado pelo Alviela e Almonda e BACT 2 pelo Almonda e

Maior.

BACT 4

1 amostra

@ Alcobertas

@ Rio Maior

. Alvordo

@ Ruiva

(O Torres Novas
BACT 7 @ Alviela Nascente

Figura 8 - Rede de haplétipos do gene beta-actina dos rios em estudo para S. pyrenaicus. [Cada circulo representa um haplétipo
distinto, com um tamanho proporcional ao nimero de individuos que o apresenta. As linhas que unem os hapldtipos possuem curtos tragos
perpendiculares correspondentes ao nimero de mutagdes existente entre os haplétipos por elas interligados.]
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Para testar a existéncia de diferencas significativas entre a diversidade genética das trés
sub-bacias do Tejo em estudo, constituiram-se trés grupos para a analise de variancia molecular
(AMOVA): um grupo com os trés pontos de amostragem do rio Almonda, um segundo com 0s
dois pontos de amostragem do rio Maior e um terceiro grupo com o Unico ponto de amostragem
do rio Alviela. Os resultados da AMOVA hierarquica assim estabelecida detetaram uma maior
percentagem de variacdo dentro das populagdes (79,01%) e demonstraram que existem
diferencas significativas entre a diversidade observada nas trés sub-bacias (Fst = 0,20986; p =
0,00000 + 0,00000). Mais especificamente, as comparacdes entre todos os pares de pontos de
amostragem (Anexo Il B — Tabela B7) demostraram que: 1) o ponto de amostragem “Alvicla
Nascente” apenas difere significativamente dos pontos de amostragem da sub-bacia do rio
Maior (p < 0,05); 2) os dois pontos de amostragem do rio Maior ndo diferem significativamente
entre si (p > 0,05); 3) existem diferencas significativas entre todos 0s pontos amostrados nos
rios Maior ¢ Almonda, a excegdo do par “Rio Maior” — “Ruiva” (p > 0,05); e 4) 0s pontos

amostrados no rio Almonda nao diferem significativamente entre si (p > 0,05).

Beta-actina — Rios em estudo e bacias vizinhas

No total foram analisadas 296 sequéncias de beta-actina (38 do rio Alviela, 58 do rio
Maior, 34 do rio Almonda e 166 dos rios da bacia do Tejo) que foram colapsadas em 11
haplotipos. Os resultados relativos aos haplotipos e indices de diversidade em cada ponto de
amostragem sdo apresentados na Tabela 9. Das trés sub-bacias do rio Tejo em estudo, a do
Almonda é a que apresenta maior nimero de haplétipos e maior diversidade genética, enquanto
ado Alviela apresenta a maior percentagem de haplétipos exclusivos (Tabela 9). Por outro lado,
a sub-bacia do rio Alviela apresenta 0 menor nimero total de haplétipos e a menor diversidade

genética, enquanto a sub-bacia do rio Maior apresenta a menor diversidade genética (Tabela 9).

Relativamente as bacias contiguas a area em estudo, verifica-se que, a sub-bacia do rio
Erges apresenta o maior nimero de haplétipos (N=5) e a do Aravil o menor (N=1); a sub-bacia
do rio Canha apresenta a maior percentagem de hapl6tipos exclusivos (33%) e as restantes sub-
bacias, a excecdo da do Erges, apresentam uma percentagem nula de haploétipos exclusivos; e,
por ultimo, a sub-bacia do rio Nab&o apresenta a maior diversidade genética e a do rio Aravil a

menor (Tabela 9).
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Tabela 9 - Resultado dos hapl6tipos e indices de diversidade de beta-actina para cada ponto de amostragem dos rios em
estudo e bacias vizinhas para S. pyrenaicus.
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A rede de haplétipos gerada BACT 8

com todos os hapl6tipos de beta-actina

amostrados na area em estudo e nas macruo
bacias confinantes (Figura 9) mostra
que existem trés haplotipos mais
frequentes (BACT 1, BACT 2 e BACT
3), dos quais derivam o0s restantes oito
hapl6tipos por apenas um ou dois passos

BACT 11

mutacionais. Os trés haplétipos mais

comuns estdo presentes em 10 (BACT 1 i @
e BACT 3) e 12 (BACT 2) sub-bacias o
de ambas as margens da bacia do Tejo, g “ :
incluindo nas sub-bacias em estudo ? w )
(BACT 1e BACT 2 nas trés sub-bacias BACT 6 8 oo

. Figura 9 - Rede de haplétipos do gene beta-actina dos rios em estudo e
e BACT 3 nas dos rios Almonda € bacias vizinhas para S. pyrenaicus. [Cada circulo representa um haplétipo distinto,

com tamanho proporcional ao nimero de individuos representados. As linhas que 0s unem

Maior) (Figura 9) A SUb-baCia dO riO possuem curtos tragos perpendiculares correspondentes ao nimero de mutacfes existente
) entre os haplétipos por elas interligados.]

Almonda partilha ainda o haplétipo BACT 6 com a sub-bacia do rio Maior, o haplétipo BACT

7 com a sub-bacia do rio Nab&o e o haplotipo BACT 10 com a sub-bacia do rio Muge (Figura

9). Além dos ja mencionados, os rios Maior e Alviela ndo partilham mais nenhum haplétipo.

Duas das trés sub-bacias em estudo apresentam haplétipos exclusivos: BACT 9 no
Almonda e BACT 8 no Alviela (Figura 9). Das restantes sub-bacias do Tejo, apenas a do Erges

e de Canha apresentam também haplétipos exclusivos (BACT 5 e BACT 11, respetivamente).

Os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA hieréarquica) aos grupos
criados (Almonda, Alviela, Maior e sub-bacias do Tejo) mostraram que existe uma maior
variacao dentro das populaces (78,56%) e que existem diferencgas significativas e estruturacao
entre estas (Fst = 0,21443; p = 0,00000 £ 0,00000). Neste caso €é possivel concluir que: 1) as
trés sub-bacias em estudo tém diferencgas significativas entre si (p < 0,05); 2) a sub-bacia do rio
Alviela apresenta diferencas significativas (p < 0,05) relativamente as seguintes sub-bacias das
margens direita e esquerda do rio Tejo: Erges, Figueird, Muge, Sertd e Sever (p < 0,05); 3) a
sub-bacia do rio Almonda apresenta diferencas significativas relativamente as sub-bacias dos
rios Aravil, Erges, Muge, Sertd e Sever (p < 0,05) e 4) a sub-bacia do rio Maior difere
significativamente de todas as sub-bacias do Tejo, exceto das do Aravil e Ocreza ( p > 0,05),

ambas na margem direita do rio (Anexo Il B — Tabela B8).
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Caracterizagdo da fauna de gastropodes

No total foram analisados 223 individuos, com base em critérios morfoldgicos (ver
Anexo Il1), tendo sido identificadas cinco espécies de gastropodes, incluindo uma espécie
exotica (Tabelal0).

Tabela 10 - Espécies de gastropodes identificadas nas nascentes (X assinala a presenca da espécie na nascente).

Estatuto de

[0
Espécie .N, Habitat | Origem | Conservacdo | Lis | Lena | Alcoa | Alcobertas | Alviela
Individuos
(TUCN)

Theodoxus
baeticus 198 Aquatico | Nativo Pouco X | X X X X
(Lamarck, Preocupante
1822)
Radix balthica POUCO
(Linnaeus, 9 Aquatico Nativo Preocupante X
1758) P
Oestophora 3 Terreste Nativo - X
spp.
Physa acuta (N0 se
(Draparnaud, 12 Agquatico | Exético aplica) X
1805) P
Xeroplexa spp. 1 Terrestre | Nativo - X

Riqueza especifica (espécies nativas) 2 1 3 1 1

A identificacdo genética por DNA barcoding, com recurso ao gene COI, permitiu
confirmar a identidade taxondmica de trés das espécies previamente identificadas com base em
caracteres fenotipicos: Theodoxus baeticus, Radix balthica e Oestophora spp.. No caso do
individuo identificado como pertencente a espécie Xeroplexa spp. ndo foi possivel fazer a
extracdo e amplificagdo de ADN, uma vez que a concha estava vazia e nao existia material
genético para analisar. Relativamente & espécie exética Physa acuta a extragdo de ADN foi
bem-sucedida, no entanto, os resultados da amplificacdo ndo permitiram identificar a espécie

dada a reduzida qualidade da sequéncia.

A rede de hapl6tipos elaborada para os individuos pertencentes a espécie Theodoxus
baeticus demonstrou gque existe semelhanca entre os individuos analisados neste estudo e os de
outros estudos que incluem individuos de Portugal e Espanha (Bunje & Lindberg, 2007; Sands
et al., 2019, 2020) (Figura 10). Todos os individuos sequenciados, a excecdo de um (COI 2,
proveniente do rio Maior) partilham o hapl6tipo COI 1, presente igualmente em trés rios
amostrados por outros autores (Bunje & Lindberg, 2007; Sands et al., 2019, 2020): Mondego,
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Ancos e Fuentes de Tubos (Figura 10). O haplotipo exclusivo detetado no rio Maior (COI 2)
difere do hapl6tipo partilhado pelos restantes individuos por apenas uma mutacéo (Figura 10).
Globalmente, a espécie T. baeticus esta representada por 19 haplétipos com um a sete passos
mutacionais entre si (Figura 10). Os hapl6tipos mais diferenciados (COI 12, COI 13, COl 15 €
COI 16) pertencem a individuos amostrados por outros autores no rio Jiloca (bacia hidrografica
do rio Ebro, Espanha) (Figura 10).

A rede apresentada inclui também um individuo pertencente a espécie Theodoxus
fluviatilis (COI 8), para que seja percetivel a distancia entre as duas espécies. Além deste, 0
haplotipo COI 14 (identificado no Genbank como sendo T. baeticus) também se encontra
afastado dos haplétipos de T. baeticus por mais de 30 passos mutacionais, 0 que indica que
podera ser um individuo incorretamente classificado pelos autores da sequéncia (Sands et al.,

2020) e, perante os resultados, pertencente a T. fluviatilis e ndo T. baeticus.

COI13 o COI8Q
COI 1 O
. 2 COI 14
COI 16
O
O
COI 15
COI9
)
3 COol7
corg COI4 ~ @ |
. hC:, ;;;;;; a
@) (0 @ Lena
§ @ Alviela
Col110 g Aleoa
COI120 \ . O Maior
O Tiria
COI3 O Anna
O e O Buiiol
@ Verd
© Guadiana
. O Douro
(O Arroyo de Prado Negro
COI5 O Mondego
(O Baleares
O Jiloca
QO Angos
O Mijares
() Fuentes de Tubos
@ Palanda

Figura 10 - Rede de haplétipos da espécie T. baeticus. [Cada circulo representa um haplétipo distinto, com tamanho proporcional ao niimero
de individuos representados. As linhas que os unem possuem curtos tracos perpendiculares correspondentes ao nimero de mutagdes existente entre 0s
haplétipos por elas interligados.]
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Discussao

A conetividade em ambientes aquaticos, especialmente em ambientes dulciaquicolas,
pode ser afetada por diversos fatores incluindo as barreiras fisicas naturais e antropogénicas
existentes ao longo dos cursos de agua (Caldera & Bolnick, 2008). A maior ameaca a
conetividade das populacdes que ocorrem em sistemas dulciaquicolas é a fragmentacéo imposta
pela construcdo de barragens e acudes que dificultam ou impedem total ou parcialmente a
migracdo livre das espécies ao longo do curso do rio (Coleman et al., 2018; Rodeles et al., 2020;
Selkoe et al., 2015). Esta fragmentacdo consequente isolamento de ndcleos populacionais torna
as populacGes mais vulneraveis a eventos estocasticos e a perda de diversidade genética
(Bijlsma & Loeschcke, 2012; Coleman et al., 2018). Neste seguimento, a genética de paisagem
(landscape genetics) pretende avaliar a diversidade genética num local tendo em conta as
caracteristicas da sua paisagem, incluindo a conetividade entre vérios locais, podendo assim
recolher informacdo sobre as microevolugbes de uma populacdo (Anderson et al., 2010;
Balkenhol, Gugerli, et al., 2009; Balkenhol, Waits, et al., 2009; Bowman et al., 2016; Davis et
al., 2015).

Como anteriormente descrito no capitulo de introducdo, a evolucdo das espécies
estritamente dulciaquicolas na Peninsula Ibérica estd estritamente ligada as alteracdes
paleogeomorfoldgicas das bacias hidrogréficas, sobretudo nos ultimos 5 milhdes de anos, a
medida que as paleobacias deixaram de ser endorreicas e passaram a drenar para o Atlantico e
Mediterranico (Aboim et al., 2013; Casal-Lopez et al., 2018; Sousa-Santos et al. 2019). Foi esta
evolucdo da rede hidroldgica ibérica e 0 consequente isolamento de populacdes que, a uma
macroescala, deu origem ndo s6 a novas espécies, mas também a diferentes linhagens evolutivas

de uma espécie em bacias que passaram a estar isoladas.

Ao longos dos ultimos 50 anos temos vindo a assistir a um aumento muito rapido do
namero de barragens e agudes que sdo construidos nos rios e que modificam significativamente
toda a sua dindmica, fragmentando e isolando as populac@es de organismos aquaticos que neles
ocorrem (Branco et al., 2012). A fragmentacdo dos rios gracas as barreiras que quebram a sua
conetividade longitudinal impede que os animais possam realizar migracdes entre a nascente e
a foz e vice-versa e, a longo prazo, pode mesmo conduzir ao aparecimento de diferencas

genéticas entre sectores distintos de um mesmo rio.
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Tendo em conta estes fatores, pretendeu-se colmatar a falta de informacao sobre as
espécies aquaticas existentes nas nascentes do Macico Calcario Estremenho (MCE) e avaliar a
diversidade genética de duas espécies-alvo, estabelecendo comparacGes interpopulacionais
(com as bacias confinantes a area em estudo) e intrapopulacionais (entre locais de amostragem
do mesmo rio). Este trabalho demonstrou, como sera detalhado em seguida, que as nascentes
do MCE ndo séo desprovidas de vida e que este maci¢o ndo parece constituir uma barreira de
isolamento efetiva entre as linhas de dgua existentes nas suas duas vertentes, pelo menos para
uma das espécies de peixes dulciaquicolas e uma espécie de gastropodes: no caso da ictiofauna,
A. oligolepis (cuja area de distribui¢do conhecida estaria restrita a vertente oeste do MCE) esta
presente nas zonas de cabeceira dos rios Alviela, Almonda e Nabdo, localizados na vertente
este e norte do MCE; e, no caso dos gastropodes, T. baeticus estd presente em dois rios da
vertente oeste (Lis e Alcoa) e em dois da vertente este (Alviela e Alcobertas) do MCE. Em
ambos os casos, a colonizagéo dos rios podera ter acontecido de forma natural por contacto de
cabeceiras no passado, como detalhado abaixo. Além disso, as analises genéticas realizadas a
duas espécies-alvo de peixes revelaram que existe ndo sO diferenciacdo genética
interpopulacional (refletindo uma conetividade antiga entre bacias atualmente independentes),
como também diferenciacdo intrapopulacional, o que indica que podera existir perda de
conetividade genética num mesmo curso de agua devido as caracteristicas particulares dos

ecossistemas fluviais.

i) Composicao especifica

A realizacdo deste estudo demonstrou que as nascentes do Macico Calcario Estremenho
(MCE) néo sdo desprovidas de vida, tendo sido detetada a presenca de oito espécies nativas de
peixes e quatro espécies nativas de gastropodes. As nascentes sdo, por isso, um local importante
para a conservacdo de espécies dulciaquicolas nativas e endémicas, trés delas com elevada
categoria de ameaga: escalo-do-sul Squalius pyrenaicus (Actinopterygii, Leuciscidae,
endémica da Peninsula Ibérica, Em Perigo), enguia europeia Anguilla anguilla (Actinopterygii,
Anguillidae, nativa da Peninsula Ibérica, Em Perigo) e boga-portuguesa Iberochondrostoma
lusitanicum (Leuciscidae, endémica de Portugal, Criticamente em Perigo). A presenca destas
espécies nas bacias e sub-bacias hidrograficas existentes no MCE ndo é uma novidade, pois as

suas areas de distribuicdo eram previamente conhecidas (Bolotov et al., 2017; Bunje &
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Lindberg, 2007; Collares-Pereira et al., 2021). Contudo, a sua presenca nas zonas montante das

linhas de 4gua do MCE, junto as nascentes, ndo estava descrita até ao momento.

Além da presenca das referidas espécies nativas, este estudo também revelou a presenca
de duas espécies exoticas: gobio Gobio lozanoi (Actinopterygii, Cyprinidae) e o caramujo
Physa Acuta (Gastropoda, Physidae). Estas espécies podem prejudicar as espécies nativas
através da predacdo e da competicdo, sendo que algumas espécies exoticas podem até hibridar
com as nativas (Kats et al., 2013). Estima-se que na regido mediterranica uma em cada trés
espécies de peixes de agua doce sejam exoticas e que 44% da ictiofauna ibérica também o seja
(Ascencdo, 2011; Paulson & Stockwell, 2020). E, por isso, necesséario que exista um forte
investimento na prevencdo de novas introdugdes e no controlo da proliferacdo das espécies
aléctones (ou, idealmente, a sua erradicacdo) para que nao causem danos irreversiveis nos
ecossistemas nas quais foram introduzidas. Por exemplo, podem ser realizadas acGes de
remocao e acoes de sensibilizacdo ambiental para o publico em geral, uma vez que a introducao

destas espécies tem origem antropogénica, deliberada ou inadvertida.

ii) Identidade taxonomica dos gastropodes — confirmacéo genética

O DNA barcoding é uma ferramenta rapida e precisa na identificacdo nas espécies
eucariotas atraves da analise do gene COI (Ankola et al., 2020). Neste estudo, e apos a
identificacdo morfoldgica por parte de um especialista, a técnica de DNA barcoding permitiu
confirmar a identidade de trés das espécies identificadas com base em caracteres fenotipicos:

Theodoxus baeticus, Radix balthica e Xeroplexa spp..

Ao longo dos anos, tém existido alteracfes taxondmicos no género Theodoxus e varias
espécies tém sido renomeadas. Uma das trocas mais comuns € a identificacdo de Theodoxus
baeticus como Theodoxus fluviatilis ou 0 oposto. A rede de haplétipos construida, usando
Theodoxus fluviatilis como outgroup, permitiu ter a confirmacdo de que os exemplares
encontrados nestas nascentes pertencem a espécie Theodoxus baeticus. Foi igualmente possivel
perceber que os gastrépodes analisados neste estudo sdo geneticamente semelhantes aos de rios
presentes em Espanha, para o gene analisado. Estudos futuros devem focar-se na utilizagéo de
outros marcadores moleculares para averiguar se existem diferencas entre as populacfes de

diferentes rios ibéricos.
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iii) Conetividade genética das espécies-alvo

Em termos genéticos, este estudo demonstrou que, além das esperadas diferencas
interpopulacionais entre peixes da mesma especie existentes nas diferentes linhas de agua (e
que refletem a ocorréncia de conetividade genética no passado), também existem diferencas
intrapopulacionais que permitem tecer algumas consideracfes sobre a conetividade genética
atual dentro de uma mesma bacia/sub-bacia hidrografica. Para responder a estes dois planos de
andlise (conetividade genética passada e atual) foram analisadas populac6es de duas espécies-
alvo que ocorrem nas nascentes do MCE (Achondrostoma oligolepis e Squalius pyrenaicus) e

que estdo amplamente distribuidas, respetivamente, nas vertentes oeste e este do MCE.

a) Conetividade genética passada

Em primeiro lugar, ao nivel da caracterizacdo genética interpopulacional, a rede de
haplétipos de citocromo b construida englobando as bacias em estudo e as bacias com elas
confinantes demonstrou gque, no caso do A. oligolepis, as populacdes encontradas nas nascentes
da vertente oeste do MCE, nos rios Alcoa e Lis, tém afinidade com as bacias hidrogréaficas do
Mondego e das Ribeiras do Oeste, como seria de esperar dada a distribuicao da espécie ao longo
de uma faixa Atlantica que se estende desde o rio Minho até ao rio Real (Collares-Pereira et al.
2021). As populagdes de A. oligolepis dos rios Alcoa e Lis apresentam haplétipos exclusivos
(para os dois genes analisados), o que indica que a ocorréncia desta espécie na vertente oeste
do MCE seré o resultado de um processo natural de dispersdo que resultou do contacto entre as
cabeceiras/afluentes de rios que atualmente sdo independentes, mas que, no passado, estiveram
ligados e, por isso, as populacBes apresentam ja algum grau de diferenciacdo., mesmo que
temporariamente. Além destas populacdes localizadas a oeste do MCE, o que este estudo trouxe
de inovador foi a caracterizacdo genética de trés ntcleos populacionais encontrados fora da area
de distribuicdo dada para a espécie, amostrados em trés nascentes da vertente este do MCE:

Almonda, Alviela e Nabdo (sub-bacias do rio Tejo).

As populacdes de A. oligolepis presentes nas cabeceiras das sub-bacias do Tejo
localizadas na vertente este do MCE, Almonda e Alviela, apresentaram apenas um haplétipo e
0 mesmo era partilhado com populacdes dos rios costeiros da vertente oposta do MCE (L.is,
Séo Pedro, Alcoa, Tornada e Real). Uma vez que so6 foi encontrado um haplétipo e que 0 mesmo

ndo era exclusivo, mas sim partilhado, a presenca de A. oligolepis nestas sub-bacias do Tejo
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podera ter origens antropogénicas, ou seja, esta espécie pode ter sido transportada para estes
locais por mdo humana. Contudo, as nascentes destes rios ficam no méaximo a 50 km de
distancia e podera ter acontecido, alternativamente, um contacto entre cabeceiras num passado
recente, sem que tenha decorrido tempo suficiente para que se possam diferenciar e originar
haplotipos exclusivos das sub-bacias do Tejo. Pelo contrario, no caso do rio Nabao, a populacéo
de A. oligolepis ai encontrada apresentou nove haplotipos, sendo que apenas quatro s&o
partilhados (com rios da vertente oeste e com o Mondego) e os restantes sdo exclusivos da
populacdo. Neste caso, a presenca de A. oligolepis na sub-bacia do Nab&o podera ser o resultado
de contactos passados e ndo mediados por mdo humana com as cabeceiras de afluentes do
Mondego e de rios da vertente oeste do MCE, ha tempo suficiente para terem surgido haplétipos

exclusivos neste rio.

No caso da segunda espécie-alvo analisada, S. pyrenaicus, verificou-se que as
populacgdes presentes nas nascentes da vertente Este do MCE apresentam, como seria de esperar
dada a &rea de distribuicdo da espécie, afinidade genética com as bacias confinantes (sub-bacias
do Tejo e bacia do Lis), ja com algum grau de diferenciacdo ao nivel do gene mitocondrial
citocromo b traduzido pela presenca de haplotipos exclusivos destes locais. A presenca desta
espécie na bacia do Lis, localizada na vertente oeste do MCE e no limite sul da area de
distribuicdo de Squalius carolitertii (que ocorre desde a bacia do Mondego até as bacias da
Galiza) pode ser explicada por contactos com as cabeceiras das sub-bacias do Tejo, localizadas
a escassos quilémetros na vertente oposta do MCE. E importante reforcar que antes da elevacgéo
do MCE a configuracdo hidrogréfica era diferente e podera ter sido nessa altura que 0s rios
estavam interligados, permitindo assim a passagem destas espécies entre as diversas bacias e

sub-bacias.

b) Conetividade genética atual

Em relacdo a conetividade genética atual, verificou-se que em ambas as espécies e para
ambos os genes existem diferencas intrapopulacionais. A presenca de hapl6tipos exclusivos em
determinados trocos dos rios demonstra que, apesar destes animais partilharem o mesmo rio,
podem existir barreiras ao livre fluxo genético que justificam a detecdo de conjuntos de
haplotipos diferentes consoante o local amostrado. Salienta-se ainda o facto de terem sido
detetados haplétipos exclusivos nas nascentes, tanto para o citocromo b como para a beta-
actina, para as espécies-alvo A. oligolepis e S. pyrenaicus. A presenca de hapldtipos exclusivos

nas nascentes parece indicar que existem nucleos populacionais residentes nestes locais,
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provavelmente com reduzido contacto com o0s ndcleos localizados a jusante e,
consequentemente, com reduzida troca de genes entre si. Apesar de normalmente serem vistas
COMO zonas com Menos recursos e como locais aos quais 0s peixes ndo regressam por ndo
conseguirem migrar de volta gragas as barreiras que encontram ao longo dos rios, as cabeceiras
dos rios do MCE parecem albergar uma parte consideravel da diversidade genética global das
populacbes analisadas. Por outro lado, também foram encontrados hapl6tipos exclusivos em
locais amostrados a jusante das nascentes, o que reforca a ideia de existirem nucleos
populacionais com fundos genéticos distintos ao longo do rio, provavelmente muito pouco
comunicantes entre si. Esta aparentemente reduzida conetividade genética intrapopulacional
pode justificar-se devido & existéncia de barreiras fisicas intransponiveis e/ou ao
estabelecimento de nucleos populacionais em trogcos com habitats mais favoraveis, intercalados
por zonas menos favoraveis e, por isso, menos povoadas. Uma vez que uma parte significativa
do territdrio portugués esta sob influéncia do clima mediterranico, muitos rios sdo intermitentes,
alternando entre caudais elevados no inverno e seca total no verdo (Acufia et al., 2005), e 0s
rios em estudo ndo séo excecdo. No verdo, muitos locais destes rios ficam secos, obrigando a
que os peixes encontrem refligios em pequenos pegos para que consigam sobreviver a época
quente. A procura destes reflgios e a fixacdo nestes locais também podera contribuir para o
aparecimento de haplétipos exclusivos em determinados trocos de um rio. As diferencas
intrapopulacionais detetadas neste estudo poderdo, por isso, ser o resultado da perda da
conetividade longitudinal dos rios. De facto, a construcdo de barragens e agudes e as secas no
periodo estival impedem/dificultam as migracBes dentro dos rios, contribuindo para a
fragmentacdo das populacdes de peixes e para a diminuicdo dos efetivos populacionais: 0s
peixes acabam por ficar isolados em pequenos tro¢os ao longo do rio, acabando, em teoria, por
se reproduzir nestes locais com um ndmero mais limitado (e geneticamente menos
diversificado) de parceiros, 0 que pode justificar as diferencas intrapopulacionais observadas

no que diz respeito ao conjunto de hapldtipos detetados em cada ponto de amostragem.

A Tabela 11 procura sistematizar os resultados obtidos de modo a demonstrar a
importancia de adotar esquemas de amostragem que contemplem varios locais ao longo de um
rio, quando se planeiam estudos de genética populacional em peixes dulciaquicolas primarios.
Assim, verifica-se que, em todos os rios estudados, se tivessem sido analisados apenas 0s
haplétipos presentes nas nascentes, estes representariam apenas 22% a 50% do total de
haplotipos detetados quando se consideram todos os locais de amostragem desse mesmo rio.

Por isso, ao analisar apenas um local, estariamos a influenciar os resultados de uma forma
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negativa, perdendo informacdo importante sobre a real diversidade genética global da

populagéo.

Tabela 11 - N° de haplétipos que seriam detetados se apenas se amostrasse um local no rio (apenas nascente) vs nimero de
haplétipos detetados com varios locais amostrados

Achondrostoma oligolepis Squalius pyrenaicus
Rio Apenas nascente Varios locais amostrados Apenas nascente Varios locais amostrados
Almonda 3 8
Lis 3 6
Maior 2 9
Alcoa 2 4

Conclusoes finais

Uma vez que o MCE faz parte do Parque Natural das Serras de Aire e Candeeiros
(PNSAC) que se insere num Sitio de Importancia Comunitaria, a informacdo obtida e
sintetizada neste estudo podera ser utilizada em planos de gestéo e de conservacao das espécies
e também podera ser aplicada, no futuro, a outras espécies dulciaquicolas para que sejam alvos
de conservagdo. Este estudo revela também a importancia da integracdo da genética de
paisagem (Landscape Genetics), que se encontra dividida em cinco aplica¢fes praticas muito
importantes: (1) identificacdo das unidades evolutivamente significativas para conservacao; (2)
gestdo de agentes patogénicos e espécies invasoras; (3) planeamento de sistemas de patrimonio
natural; (4) avaliacdo do estado populacional e (5) restauro de populacbes (Bowman et al.
2016). Este Gltimo aspeto é de extrema importancia para os ecossistemas dulciaquicolas, uma
vez que serve para a detecdo de barreiras (como barragens e acudes), obstaculos (como as
cascatas) e locais de reflgios e a sua correlagdo com dados de genética populacional, fornecem

informacao importante sobre como agir para poder restaurar uma populagao.

A existéncia de diferenciacdo intrapopulacional detetada neste estudo levanta duas
questbes importantes: (1) a diversidade genética pode diferir entre trogos, localizados a
montante e a jusante de um mesmo rio; e (2) o esquema de amostragem pode influenciar os
resultados obtidos, no que respeita a diversidade genética global de uma populacgéo distribuida
em ambientes dulciaquicolas heterogéneos e com barreiras a conetividade hidrica longitudinal.

Este estudo revela, por isso, que a amostragem de peixes dulciaquicolas em vérios locais de um
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mesmo rio, para a realizacdo de estudos genéticos, gera resultados mais fidveis de diversidade
populacional. No futuro, seria importante apostar em estudos adicionais, com marcadores
moleculares de ritmo rapido (como os microssatélites, por exemplo) para avaliar a conetividade
genética das populagdes de peixes estritamente dulciaquicolas e relacioné-la com os habitats
fluviais e com alteracbes hidrolégicas e morfoldgicas que tenham impacto no livre fluxo de
genes, de modo a ser possivel estabelecer normas de gestdo e conservagdo que maximizem o

estado de conservacao das especies.

Contudo, os resultados deste estudo ja permitem realcar cinco medidas fundamentais
e prioritarias a adotar no PNSAC: (1) preservacéo e reabilitacdo das galerias ripicolas; (2)
melhoria da qualidade da agua; (3) incremento da disponibilidade hidrica em época estival; (4)
controlo da proliferacdo de espécies exdticas e invasoras e (5) promog¢do da conetividade
fluvial. Estas cinco medidas podem, ainda, ser desdobradas em oito medidas ainda mais
concretas e benéficas para o patrimonio nativo e endémico do PNSAC e territorios
imediatamente adjacentes: (1) remocdao de barreiras transversais obsoletas e/ou desnecessarias
que impecam a progressdo da ictiofauna ao longo do curso de dgua para promover a reducéo
da fragmentacdo das populacBes; (2) investimento na reabilitacdo das galerias ripicolas
autdctones, recorrendo a técnicas de engenharia natural, para promocao da permanéncia hidrica
estival, estabilizacdo de taludes e constituicdo de zonas-reflgio para a ictiofauna; (3) promocéo
da melhoria da qualidade da agua, dando énfase a resolucéo dos pontos de descarga de efluentes
sem tratamento prévio e a articulacdo efetiva entre entidades com vista a resolucao das situagdes
de incumprimento; (4) realizacdo de a¢des regulares de controlo da proliferacdo de espécies
exoticas aquaticas, com efeitos reconhecidamente nefastos para a conservacao da ictiofauna
nativa. Estas acdes deverdo ser acompanhadas por ac¢oes de sensibilizacdo da populacgéo local
de modo a minimizar a probabilidade de novas introduces; (5) adocao de medidas eficazes de
gestdo dos usos da dgua, de modo a minimizar a interrupgdo da conetividade hidrica em época
estival; (6) capacitacdo de técnicos para a adocdo de boas praticas na execucdo das limpezas
das linhas de agua; (7) capacitacdo os diferentes utilizadores dos sistemas aquéaticos para a
adocdo de boas praticas que potenciem a disponibilidade hidrica em época estival (preservacédo
de galerias ripicolas, arborizacao de terrenos abandonados, correta gradagem dos solos, gestdo
eficaz das regas, estabilizacdo dos taludes em risco de erosdo) e (8) promocdo da literacia
ambiental e o papel civico dos municipes na preservagdo da Natureza e da Biodiversidade local,
desenvolvendo acbes de sensibilizacdo, formacdo, capacitagdo de técnicos e divulgacédo

cientifica.

50



Anexos

Anexo | — Estado da Arte

Conetividade Hidroldgica

A conetividade hidrolégica é essencial para a integridade ecoldgica dos ecossistemas de
agua doce e pode ser explicada como a transferéncia, mediada pela agua, de matéria, energia e
até de organismos dentro e/ou entre elementos dos ciclos hidrolégicos, cuja alternacdo pode ter
grandes impactos ambientais (Rodeles et al., 2020). Esta conetividade inclui interagcdes ao longo
do tempo e em trés dimensdes espaciais: a longitudinal (deslocagdo da nascente a foz); a lateral
(deslocacao entre habitats ribeirinhos e planicies aluviais) e a vertical (deslocacdes entre a agua

superficial e a agua em profundidade) (Rodeles et al., 2020).

O conceito de conetividade hidrolégica abrange também a conetividade populacional
que se define pela troca e estabelecimento de individuos da mesma espécie entre populacdes
com areas de distribuicdo diferentes (Hughes et al., 2013). Este conceito € igualmente aplicado
a existéncia de livre circulacdo de individuos (e dos seus genes) entre 0s varios sectores que
constituem um rio, sem que existam barreiras a impedir a sua progressdo. As caracteristicas
intrinsecas de cada espécie e as condicOes extrinsecas dos diferentes habitats acabam por ser
fatores que influenciam a conetividade populacional e o fluxo genético (Washburn et al., 2020).
No caso dos sistemas de agua doce, a conetividade pode ser afetada pelas caracteristicas da
estrutura da bacia hidrografica, como por exemplo: inclinacdo do canal, caudal, altitude,
existéncia de cascatas e quedas de agua e dimensdo dos rios e ribeiras. A conetividade fluvial
pode, ainda, ser afetada por fatores antropogénicos (Caldera & Bolnick, 2008) como a
construcao de acudes ou barragens e o desvio das linhas de dgua. Todos estes aspetos podem
afetar a livre circulagdo e as migracdes das espécies, bem como a diversidade e o fluxo genético
das populacbes (Bowman et al., 2016; Caldera & Bolnick, 2008).

Uma das maiores ameagas que os rios enfrentam é fragmentacdo dos seus habitats
(Coleman et al., 2018; Rodeles et al., 2020; Selkoe et al., 2015) que, por norma, acontece devido
a construcdo de barragens ou acudes ao longo do curso do rio. A perda e fragmentacdo de
habitats afetam a conetividade natural dos rios o que podera contribuir para o declinio das

populacbes de peixes de dgua doce (Blomqvist et al., 2010; Branco et al., 2012). Também a
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escassez de agua e a existéncia de longos periodos de seca, como acontece em Portugal, causam
a perda de conetividade fluvial, ameacando a sobrevivéncia das espécies de peixes de agua doce
(Branco et al., 2012). As populagdes isoladas ficam assim mais vulneraveis a eventos
estocasticos e, como consequéncia, mais vulneraveis a perda da diversidade genética e com

maior probabilidade de extin¢do (Bijlsma & Loeschcke, 2012; Coleman et al., 2018).

No ecossistema marinho existem varios habitats que podem estar fragmentados como é
0 caso das pradarias marinhas, recifes de coral e fontes hidrotermais (Baguette et al., 2013;
Selkoe et al., 2015). Por isso, as paisagens marinhas (seascapes) podem ser consideradas redes
de manchas de habitat dentro do meio marinho nas quais existem populacées locais das espécies
conectadas por dispersao ativa ou passiva (Baguette et al., 2013). Contudo, e de um modo geral,
as espéecies marinhas apresentam um grande fluxo genético e conetividade tanto a escalas locais,
regionais e globais (Junge et al., 2019). Mesmo assim, a conetividade no ambiente marinho é
dificil de avaliar visto que a maioria das especies apresente um ciclo de vida bifasico
inicialmente com dispersdo de ovos e/ou das larvas e posteriormente com adultos bentdnicos
ou sedentarios (Appleyard et al., 2021; Gandra et al., 2021; Selkoe et al., 2015; Shelkoe &
Toonen, 2011; Toonen et al., 2011). Neste caso, a dispersdo dos ovos ou das larvas esta
dependente das correntes oceénicas que tém a capacidade de ligar uma mancha de habitat a
outra mais distante (Boussarie et al., 2022; Snyder et al., 2014). No caso das espécies que ndo
apresentam fase larvar, como é o caso dos mamiferos marinhos e dos elasmobranquios,
apresentam uma capacidade de se dispersar por todo o oceano sem enfrentar barreiras ébvias a
sua dispersdo, como as barreiras fisicas (Boussarie et al., 2022; Selkoe et al., 2015; Toonen et
al., 2011). No entanto, estas espécies acabam por apresentar estrutura genética espacial devido

aos seus locais de desova ou reproducéo (Selkoe et al., 2015).

Entender os padrdes da conetividade marinha é essencial para a gestdo de recursos,
especialmente a criacdo e para o aumento da eficacia das areas marinhas protegidas uma vez
que estas dependem ndo s da sua auto-reposicdo, mas também do efeito de spillover, ou seja,
da exportacao de biomassa para o exterior da area marinha protegida (Gandra et al., 2021; Junge
etal., 2019).

Incluir a avaliagdo da conetividade populacional em estudos com vista ao
estabelecimento de medidas de conservacao é, portanto, essencial para o controlo e gestdo das
diferentes populag¢Ges pois sem esta varidvel ndo é possivel prever como é que uma populagédo

sera afetada quando se tenta modificar/controlar uma outra (Hughes et al., 2013). Alem disso,
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a diversidade genética de duas popula¢es de uma espécie pode também indicar se existe

conetividade entre as mesmas através da avaliacdo da sua estrutura genética (Beger et al., 2014).

Diversidade genética

A diversidade genética de uma espécie/populacdo é representada pelas diferentes
caracteristicas de cada individuo, sejam elas ao nivel do fenétipo ou apenas ao nivel do genotipo
(Abdul-Muneer, 2014). Esta diversidade é necessaria para que as populacfes se possam adaptar
a mudancas no ecossistema e assim sobreviverem (Frankham et al., 2004). Os genes séo
definidos como sequéncias de nucledtidos de um determinado locus de uma molécula de DNA,
ou seja, a diversidade genética traduz-se em pequenas alteragdes nestas sequéncias (Frankham
et al., 2004; Lindenmayer & Burgman, 2005). Diferencgas nas sequéncia de DNA podem levar
a modificacGes nas sequéncias de aminoacidos na proteina que determinado gene codifica
(Abdul-Muneer, 2014; Frankham et al., 2004; Lindenmayer & Burgman, 2005). Sdo estas
variacdes de proteinas que provocam diferencas em fungdes bioguimicas, morfoldgicas ou
comportamentais que, consequentemente, afetam a taxa de reproducdo, sobrevivéncia e
comportamento dos individuos (Frankham et al., 2004). As semelhancas e diferencas genéticas
dentro das populacdes e entre grupos de populagbes séo, por isso, fontes de informacao
essenciais para entender a historia evolutiva de uma espécie mas também sdo capazes de
fornecer informacéao sobre o seu potencial evolutivo e sobre o seu estado atual (Dionne et al.,
2008).

Quanto maior for a diversidade genética de uma populacéo, maior probabilidade tera de
sobreviver a alteragdes que eventualmente ocorram no ambiente. Em populagdes de grandes
dimensdes e com elevado fluxo genético com populagdes vizinhas, é expectavel existir uma
grande diversidade genética e uma maior aptiddo para lidar com alteracbes do ambiente
(Frankham et al., 2004). Pelo contrario, em populagdes pequenas, que por norma representam
também espécies ameacadas, a diversidade genética é muito reduzida, o que ira afetar ainda
mais a sua probabilidade de sobrevivéncia (Arif & Khan, 2009; Frankham et al., 2004).

Apesar das suas diferengas, tanto no meio marinho como no de dgua doce existe um
numero semelhante de espécies de peixes, sendo que no meio de agua doce sdo cerca de 15 150
espécies do grupo Actinopterygii vs 14 740 no meio marinho e em ambos os locais existem

zonas com maior diversidade (Arthington et al., 2016). No caso dos sistemas marinhos, a
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diversidade de espécies € maior ao longo das plataformas continentais e de recifes de corais
associados as ilhas, enquanto que em ambientes de agua doce a diversidade especifica esta
associada a elevacdo de montanhas, sistemas com caracter insular e até flutuacoes do nivel do
mar (Arthington et al., 2016)

O estudo da diversidade genética de uma populacdo e a avaliacdo do seu efetivo
populacional sdo aspetos importantes para estabelecer o estado de conservagdo da espécie
(Beger et al., 2014). Tornar as populacGes unidades de conservacao e reunir esfor¢os para
conservar individualmente as diferentes populacfes de uma espécie sdo igualmente medidas
importantes para conservar a variabilidade genética e diminuir o seu risco de extin¢do

(Lindenmayer & Burgman, 2005).

Evolugdo das espécies

De uma forma resumida e basica, a evolucdo pode ser definida como uma mudanca na
composicao genética de uma populacdo, no entanto, esta mudanca necessita de diversidade
genética (Frankham et al., 2004). A evolucdo ocorre quando existe uma alteracéo de frequéncia
de um alelo gracas aos processos de mutacéo, selecdo natural, acaso ou migracdo (Beger et al.,
2014; Frankham et al., 2004). A mutacéo é a principal origem de toda a diversidade genética a
longa prazo, uma vez que a curto prazo as taxas de mutacdo sdo normalmente muito baixas
(Frankham et al., 2004). A existéncia de migracdo, por seu lado, contribui para a reducéo das
diferencas genéticas entre populacdes mas pode ser um importante fonte de diversidade para a
populacdo recetora (Frankham et al., 2004). Por dltimo, a selecdo natural é o Gnico método
evolutivo que melhora a aptidao das popula¢des no seu ecossistema (Frankham et al., 2004).
No entanto, nas populacdes pequenas, a selecdo natural pode nao ter tempo de atuar uma vez
que eventos estocasticos podem facilmente induzir perturbacdes drésticas das frequéncias
alélicas que se traduzem numa rapida perda de diversidade genética (Frankham et al., 2004) e,

consequentemente, numa diminuicdo da aptiddo e da taxa de sobrevivéncia destas populagdes.
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Genética em populagdes pequenas ou em declinio

Populacdes pequenas ou em declinio devem ser consideradas com especial atencdo em
termos conservacionistas uma vez que sofrem perdas mais acentuadas de diversidade genética
por deriva genética e endogamia que, consequentemente, resultam na diminuicdo da aptiddo
reprodutiva e da capacidade de sobrevivéncia a mudancas ambientais (Bijlsma & Loeschcke,
2012; Frankham et al., 2004). Isto significa que estas populacGes estdo em maior risco de

extingdo do que populagdes com maiores efetivos populacionais.

A conservacao de populacbes de pequena dimensdo pode ser considerada um desafio,
especialmente quando estdo isoladas de populacées vizinhas (Ackiss et al., 2021) ou, no caso
de populacdes de organismos aquaticos fluviais, quando estdo bastante fragmentadas. Este
isolamento leva a que estas populagdes sejam mais suscetiveis a modificacfes no habitat e a
variagOes ambientais (Ackiss et al., 2021). Por exemplo, em climas mediterraneos, os cursos de
agua doce sofrem uma drastica modificagdo no verdo, por vezes com seca total de grandes
trocos, e as populacdes dulciaquicolas sdo obrigadas a sobreviver em pequenos pegos, ficando

fragmentadas e isoladas até a época das chuvas que restabelece a conetividade hidrica.

A reducdo do nimero de individuos numa populacdo pode ser identificada como um
bottleneck ou efeito gargalo. Os efeitos gargalo resultam em maiores taxas de endogamia,
menor aptiddo reprodutiva, menor diversidade genética e uma capacidade de evolucdo
comprometida, tornando as populag¢fes pequenas mais vulneraveis a extingdo (Frankham et al.,
2004; Harmon & Braude, 2010). A fragmentacdo dos habitats fluviais, por exemplo, é uma das
causas que pode levar a reducdo drastica dos efetivos populacionais e, consequentemente, a
reducdo da diversidade genética das populacées, sendo o seu efeito ciclico nos rios de regime
Mediterranico onde o regime de seca estival é também ele ciclico e cada vez mais marcado. As
populacbes fragmentadas ficam mais vulneraveis a fatores de pressdo estocasticos e acabam
por enfrentar ameacas a sua diversidade genética (Blomqvist et al., 2010; Hinkson & Richter,
2016). Por terem um ndmero restrito de individuos, ficam igualmente mais vulnerdveis a
endogamia (ameaca mais imediata), mais sujeitos a perda de variabilidade genética para
responderem a variacbes ambientais e & esperado que exista um acumular de mutacoes
desfavoraveis uma vez que a selecdo natural € menos eficiente em pequenas populacdes
(Blomgyvist et al., 2010; Hinkson & Richter, 2016).
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A deriva genética também afeta estas populaces e ira fazer com que a frequéncia de
alelos varie de uma forma mais marcada, com maior probabilidade de perda e fixacéo aleatéria
de alelos, e que a homozigotia aumente (Bijlsma & Loeschcke, 2012). A probabilidade de um
alelo se fixar na populacdo é maior quanto maior for a sua frequéncia inicial, ou seja, alelos
raros tém menor probabilidade de se fixarem nas populacdes pequenas e serdo 0s primeiros a
desaparecerem (Bijlsma & Loeschcke, 2012). Uma vez que normalmente os alelos raros
representam aqueles que conferem ao organismo a resisténcia ao stress, as populacées pequenas
irdo facilmente perder a capacidade de se adaptarem a mudancas no ambiente e de sobreviverem

a momentos de stress (Bijlsma & Loeschcke, 2012).

Genética da paisagem

A genética da paisagem (Landscape Genetics) é uma area de investigacdo que junta o
estudo da genética de populacGes, ecologia das paisagens, geografia e estatistica espaciais
(Anderson et al., 2010; Balkenhol, Gugerli, et al., 2009; Bowman et al., 2016). Esta area
pretende entender como é que as caracteristicas da paisagem podem afetar os processos de
microevolugdo das espécies, incluindo o fluxo e a deriva genética (Anderson et al., 2010;
Balkenhol, Gugerli, et al., 2009; Balkenhol, Waits, et al., 2009; Bowman et al., 2016). A
genética de paisagem também tenta perceber como € que as modificacGes antropogénicas nas
caracteristicas naturais dos sistemas pode afetar a conetividade genética entre as populacdes e
os padrdes espaciais de variagdo genética (Davis et al., 2015; Lean et al., 2017). De um modo
geral, esta area de genética permite avaliar a conetividade funcional caracterizada pela
dispersdo e pelo fluxo genético, e pela conetividade estrutural, ou seja, a distancia que existe

entre habitats diferentes e entre manchas de habitat (Lean et al., 2017).

O investimento nesta area de estudo é bastante importante para avaliar questdes de
conetividade em larga escala, uma vez que 0s ecossistemas estdo a enfrentar mudancas
climéticas, existindo uma aceleracdo na perda e degradacédo de habitat (Balkenhol, Gugerli, et
al., 2009; Bowman et al., 2016). Além disso, e uma vez que 0S ecossistemas ndo séo
homogéneos, esta area de investigagdo consegue contribuir para o estudo da genética de
populacdes demonstrando como € que as paisagens complexas podem afetar a conetividade das
populaces e, assim, afetar os padrbes genéticos (Balkenhol, Gugerli, et al., 2009; Balkenhol,
Waits, et al., 2009). E ainda considerada adequada para estudar quais 0s mecanismos de

especiacdo que levam a formacdo de uma nova espécie quando existe uma separacdo, por
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barreiras intransponiveis, de uma populacdo e o seu fluxo de genes € reduzido (Balkenhol,
Gugerli, et al., 2009).

Os ecossistemas dulciaquicolas podem ser considerados bons modelos para estudos de
genética da paisagem, em compara¢do com 0s ecossistemas terrestres e marinhos, uma vez que
a dispersdo das espécies estritamente de dgua doce esta restrita a rede fluvial, permitindo uma
mais facil caracterizacdo de corredores de dispersao e das caracteristicas de habitat associadas
aos mesmos (Lean et al.,, 2017). Nestes ecossistemas, para além da acdo humana na
fragmentacdo dos ambientes de &gua doce, também existem barreiras fisicas naturais que
fragmentam estes habitats, como € o caso das montanhas, quedas de agua e cascatas (Lean et
al., 2017; Leclerc et al., 2008). No caso de espécies com pouca capacidade de dispersao, estas
fragmentacdes ndo permitem a migracdo entre manchas de habitat, resultando em reducées
demogréficas e até em extingdes locais, especialmente se além da fragmentacao existir perda e
degradacéo de habitat (Lean et al., 2017).

Finalmente, a genética da paisagem também pode ser utilizada para estudar o potencial
adaptativo e evolutivo das populacdes, analisando a sua variagé@o espacial (Balkenhol, Gugerli,
et al.,, 2009; Lean et al.,, 2017). Uma vez que as paisagens estdo a ficar cada vez mais
fragmentadas, levando ao isolamento de populages, o estudo da genética da paisagem é uma
mais-valia para a implementacdo de medidas de conservacdo que permitam a existéncia de
fluxo genético entre os habitats fragmentados para que se possa manter ou maximizar a

diversidade genética global da populagéo (Davis et al., 2015).

Colonizacéo da Peninsula Ibérica por peixes estritamente dulciaquicolas

A Peninsula Ibérica é uma regido com bastantes endemismos no que diz respeito a
espécies piscicolas de agua doce. O nimero de espécies endémicas é elevado nesta regido pois
a Peninsula Ibérica tem um efeito insular na ictiofauna continental (Doadrio et al., 2011; Levy
et al., 2009; Sousa-Santos et al., 2007). Isto significa que a ictiofauna continental ibérica, ao
contrario do que acontece com outros vertebrados e invertebrados, € incapaz de atravessar de
forma ativa barreiras geograficas como é o caso dos Pirenéus e do Estreito de Gibraltar (Doadrio
etal., 2011). Estaictiofauna tera surgido, por isso, antes da formacéo destas e de outras barreiras
(ou pelo menos antes destas se terem tornado intransponiveis), sendo o resultado de uma fauna

original antiga e isolada no territorio (Doadrio et al., 2011).
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As familias mais representativas de peixes estritamente dulciaquicolas da Peninsula
Ibérica séo as dos ciprinideos e leuciscideos (Collares-Pereira et al., 2021; Schonhuth et al.,
2018). Estes peixes serdo originarios do leste asiatico e terdo chegado a Europa quando se
ergueram os Montes Urais, que fecharam o Mar Obi que unia o Atléntico e o Mediterraneo ha
cerca de 37 milhdes de anos (Doadrio et al., 2011; Popov et al., 2004; Zardoya & Doadrio,
1999). Depois de colonizarem a Europa, os ciprinideos e leuciscideos terdo chegado a Peninsula
Ibérica antes da elevacdo total dos Pirenéus, no Oligoceno, e depois do fecho do Mar Turgai
(Doadrio et al., 2011; Popov et al., 2004). Ainda assim, a ictiofauna continental ibérica foi
afetada pelo ultimo maximo glaciar, no Pleistoceno Superior (ha 23 — 18 mil anos) (Doadrio et
al., 2011; Levy et al., 2009). Nesta altura, a fauna “mais antiga” refugiou-se nas peninsulas da
Italia, Ibérica e Balcas que funcionaram como uma “bolsa de sobrevivéncia” para varias
espécies, além das dulciaquicolas. Por este motivo, a ictiofauna ibérica é mais semelhante a dos
paises mediterraneos do que a da Europa Central, que apresenta uma fauna “mais recente” em
resultado de uma recolonizacéo apés a época glaciar (Abell&n & Svenning, 2014; Doadrio et
al., 2011).

A evolugdo dos peixes estritamente dulciaquicolas na Peninsula Ibérica terd sido
fortemente influenciada pelo isolamento de diferentes linhagens neste territorio, apos a
elevacdo completa dos Pirenéus e da interrupcéo dos contactos com o norte de Africa, e também
pelas alteragdes paleogeomorfoldgicas que a rede hidrogréfica ibérica sofreu. Com efeito, a
rede hidrogréafica da Peninsula Ibérica sofreu alteracdes ao longo do tempo e a configuracéo
atual é muito recente, datando do final do Plioceno / inicio do Pleistoceno (2,5-1,8 milhdes de
anos) (Casas-Sainz & de Vicente, 2009; Pais et al., 2012). Antes desta configuracdo, no
Mioceno, a Peninsula Ibérica era constituida por grandes lagos endorreicos, ou seja, lagos
interiores que ndo escoavam para o mar (Doadrio & Carmona, 2003; Filipe et al., 2009; Perea
et al., 2010, 2016). Entre o Mioceno Superior e 0 Plioceno deu-se a separacdo das bacias
hidrograficas do Norte e do Sul devido a formacdo do Macigo Central Ibérico (Andeweg et al.,
1999; Casas-Sainz & de Vicente, 2009). Esta rede hidrogréafica s6 passou a ter sistemas
exorreicos (com drenagem para o0 mar) devido a conjugacao de eventos tectonicos e orogénicos
com alteracOes climéticas (passagem para um clima mais pluvioso) que potenciaram a agdo da
erosdo regressiva (erosdo de jusante para montante), com formacao e aprofundamento de vales
fluviais e captura de bacias endorreicas por rios costeiros (Cunha & Martins, 2004; Casas-Sainz
& de Vicente, 2009; Pais et al., 2012).
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O isolamento das linhagens ancestrais de peixes em bacias endorreicas e a sua posterior
dispersdo para diferentes regides, a medida que a rede hidroldgica exorreica se ia formando,
tera provocado diferenciacdo e especiacdo das populac@es ictiofaunisticas, como tem sido
demonstrado em diversos estudos filogeogréficos (Brito et al., 1997; Casal-Ldpez et al., 2018;
Doadrio et al., 2011; Doadrio & Carmona, 2003; Perea et al., 2020, 2021; Sousa-Santos et al.,
2014, 2016, 2019).

A evolucdo tectonica no Mesozoico e no Terciario condicionou a topografia da placa
ibérica, alterando a disposi¢do das bacias existentes (Casas-Sainz & de Vicente, 2009). A
convergéncia e colisdo Africa — Ibérica — Europa originou o aparecimento dos Pirenéus, da
Cadeia Ibérica, do Sistema Central e de outras cadeias de menores dimensdes (Casas-Sainz &
de Vicente, 2009). Em Portugal existiram trés bacias endorreicas mais expressivas durante o
Cenozoico: Douro-Oeste, Lusitanica (Mondego) e Alvalade (Tejo inferior e Sado) (Pais et al.,
2012). Estas bacias foram influenciadas pelo aparecimento de cadeias montanhosas,
condicionando a evolugdo dos rios e, consequentemente, das espécies ancestrais ai presentes
(Sousa-Santos et al., 2019). A paleobacia do Douro foi influenciada pela orogenia da cordilheira
do Sistema Central (Pais, 2012; Sousa-Santos et al., 2019) e tornou-se exorreica apenas muito
recentemente, no Pleistoceno, por erosdo regressiva de uma pequena drenagem atlantica para
oeste, em direcdo ao sistema de falhas de Vilarica (Sousa-Santos et al., 2019). No caso da
paleobacia Lusitanica (Mondego), esta foi influenciada pela evolucdo da Serra da Estrela que
influenciou a configuracdo atual dos rios desta bacia (Mora & Vieira, 2020). Por altimo, a
paleobacia de Alvalade esta relacionada com a compressao dos Pirenéus, sendo que 0 seu
preenchimento sedimentar tera tido inicio no Eoceno Médio e a sua transi¢do para a sua incisdo
fluvial existente tera ocorrido no final do Gelasiano (Pais, 2012). Esta bacia passou a exorreica
ainda antes da ligacdo aos trocos médio e superior do atual Tejo, situacdo que s6 ocorreu muito

mais recentemente, no Pleistoceno (Sousa-Santos et al., 2019).

A Serra de Candeeiros, de idade Jurassica, tera tido igualmente importancia, dada a sua
localizagdo no centro de Portugal, na evolucdo dos percursos dos rios atuais da regido, mais
concretamente na definicdo dos limites atuais das bacias hidrograficas do Mondego, Oeste e
Tejo (J. P. Carvalho et al., 2005).
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Macico Calcario Estremenho e Parque Natural das Serras de Aire e Candeeiros

O Macigo Calcéario Estremenho (MCE) teve a sua origem no Jurassico Médio e é uma
unidade geomorfoldgica que estd elevada acima da Bacia do Tejo e da de Ourém e da
Plataforma Litoral (J. Carvalho et al., 2011; S. L. dos Santos, 2019). Existem 3 regides elevadas
bem definidas que compdem este macico: Serra de Candeeiros, Planalto de Santo Anténio e o
Planalto de Sdo Mamede e, por fim, a Serra de Aire (J. Carvalho et al., 2011). Estas 3 regides
estdo separadas pelos sulcos tectdénicos Rio Maior — Porto de Més e Porto de Mds — Moitas
Vendas que criaram, respetivamente, a depressdo Mendiga e a Alvados e Mindes associadas a
acidentes tecténicos (J. Carvalho et al., 2011; Peyroteo et al., 2015) (Figura 11).
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Figura Al - Localizagdo do MCE (delimitado pelo tracejado preto) (Carvalho et al., 2011).

O MCE esta, em parte, abrangido pelo Parque Natural das Serras de Aire e Candeeiros
(PNSAC) criado em 1979 (S. L. dos Santos, 2019; Marques, 2010). O PNSAC insere-se no SIC
Serra de Aire e Candeeiros estando localizado numa zona de transi¢do entre a Estremadura e o
Ribatejo e abrangendo os concelhos de Alcobaga e Porto de M6s no distrito de Leiria e os de
Alcanena, Rio Maior, Santarém, Torres Novas e Ourém no distrito de Santarém, perfazendo

um total de 38162 hectares (S. L. dos Santos, 2019; Marques, 2010). A criacdo deste parque

60



natural deve-se ao interesse geoldgico nas extensdes dos afloramentos calcarios do MCE que
sdo considerados dos mais significativos do pais, acabando por atribuir a este local uma

individualidade geoldgica e geografica muito propria e importante (Marques, 2010).

O sistema aquifero deste macico calcario € dominado pela drenagem subterranea,
apresentando uma drenagem superficial praticamente nula devido a natureza carbonatada do
macico (J. Carvalho et al., 2011; S. L. dos Santos, 2019). Este sistema é considerado uma das
principais reservas subterraneas de Portugal que tem bastante importancia no abastecimento de
agua regional e é um centro de irradiacdo de diversos cursos de agua superficiais das bacias do
Tejo, Lis e Ribeiras do Oeste (J. Carvalho et al., 2011; S. L. dos Santos, 2019; Peyroteo et al.,
2015). As éreas delimitantes deste sistema estdo fora dos limites do MCE estendendo-se a sul
e a este pelas formac6es do MCE sobre a Bacia Terciaria do Tejo e a oeste inclui a Plataforma
de Aljubarrota estendendo-se até a nascente de Chiqueda (Rio Alcoa) (J. Carvalho et al., 2011,
S. L. dos Santos, 2019). Das 5 nascentes perenes do MCE, a nascente de Alviela é considerada
a mais importante estando situada entre a rocha calcaria do MCE e o arenito da Bacia Terciaria
do Baixo Tejo (S. L. dos Santos, 2019).
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Anexo Il — Suplementos

A. Materiais e métodos

Figura A6 - Nascente do Alviela.

Figura A7 - Nascente do Lis.
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Figura A4 - Nascente do Alcobertas.
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o = 9
Figura A9 - Corte da barbatana dorsal para genética.
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Tabela Al - Coordenadas dos locais amostrados neste estudo (excluindo sequéncias da base de dados do MARE-ISPA).

Bacia / Sub-bacia Ponto de amostragem Latitude Longitude

Alcoa nascente 39°32'13.41"N 8°56'47.88"W
Alcoa / Alcoa Alcobaca 39°33'10.00"N 8°58'46.04"W
Valado dos Frades 39°34'1.00"N 8°59'20.50"W

Lis nascente 39°41'8.26"N 8°46'17.62"W

Leiria 39°44'23.92"N 8°48'0.98"W

Lena 39°34'57.69"N 8°49'8.59"W

Lis/Lis Sirol 39°45'16.40"N 8°46'4.59"W
Bajouca 39°53'58.86"N 8°47'57.26"W

Carreira 39°52'13.37"N 8°51'14.47"W

Alcobertas 39°25'15.59"N 8°54'14.41"W

Tejo/ Mator Rio Maior 39°204041°N 8°5759.64"W
Ruiva 39°29'29.76"N 8°34'32.88"W

Tejo / Almonda Torres Novas 39°28'35.40"N 8°32'11.76"W
Alvordo 39°29'55.68"N 8°32'47.04"W

Tejo / Alviela Alviela nascente 39°26'38.27"N 8°42'37.43"W
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Tabela A2- N° de sequéncias utilizadas (0s himeros entre paréntesis representam o n° de sequéncias obtidas nas nascentes do

MCE no dmbito deste trabalho).

Bacia Sub-bacias A. oligolepis S. pyrenaicus
Bacias em estudo
Citocromo b | Beta-actina | Citocromob | Beta-actina
Alcoa Alcoa 32(7) 64 (24)
Lis Lis 66 (19) 104 (42)
Alviela 17 (17) 38 (38)
Tejo Almonda 27 (6) 34 (10)
Maior 29 (15) 58 (30)
Bacias vizinhas
Almonda 25 38
Tejo Alviela 2 4
Nab&o 32 44
Alva 20 20
Arunca 28 44
Ceira 17 6
Mondego
Corvo 17 6
Déo 19
Mortagua 20
Real 20 16
Ribé::;i do Tornada 10 14
Sé&o Pedro 16
Lis Lis 36
Canha 6 12
Aravil 6 4
Erges 15 22
Figueird 20 38
Grande Pipa 20 24
Muge 15 14
Tejo
Nabéo 6 6
Ocreza 8 6
Ota 20
Ponsul 17
Sertd 7 12
Sever 15 28
Total 325 360 264 296
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Tabela A3 - CondicOes PCR e sequéncia de primers utilizados.

Gene Forward N(_)me Sequéncia do primer Condigdes PCR
/ Reverse primer
1. 94 °C — 3min
Forward LCB1 5’ACTTGAAGAACCACCGTTG3’ 2. 35 ciclos: 94 °C —
Citocromo 1min + 50 °C — 1min
b 30s + 72°C — 1min
Reverse HA 5’CAACGATCTCCGGTTTACAAGAC3’ 30s
3.72°C —10 min
1.94°C — 3min
Forward BactFor 5’ATGGATGATGAAATTGCCGC3’ 2. 35 ciclos: 94 °C —
Beta - . .
. Imin + 55 °C — 1min
actina +72°C — 1min 30
Reverse | BactRev 5’ AGGATCTTCATGAGGTAGTC3’ - min SUs
3.72°C - 10 min
, .| 1.94°C— 3min
Forward | LCO1490 | 5’GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3 | 5 40 ciclos: 94 °C —
Col 30s + 50 °C — 30s +
Reverse | HCO2198 | S"TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA3’ | 72°C —1min
3.72°C —10 min

Tabela A4 - Accession numbers, espécie, localizagdo e coordenadas das sequéncias utilizadas na analise dos gastropodes.

Accession numbers Espécie Pais Local Coordenadas
AYT771277 Theodoxus baeticus Espanha Tdria 39.485900, -0.442300
AY771278 Theodoxus baeticus Espanha Anna 39.020340, -0.645450
AY771279 Theodoxus baeticus Espanha Bufiol 39.418030, -0.800590
AY771296 Theodoxus baeticus Espanha Verd 39.136170, -0.525170
MK754594 Theodoxus baeticus Portugal Guadiana 37.646573, -7.651702
MK754600 Theodoxus fluviatilis Portugal Douro 41.093614, -8.522075
MK754617 Theodoxus baeticus Espanha Arroyo de Prado Negro | 37.321621, -3.452829
MK754660 Theodoxus baeticus Portugal Guadiana 37.806344, -7.632635
MK754661 Theodoxus baeticus Portugal Guadiana 37.806344, -7.632635
MK754662 Theodoxus baeticus Portugal Guadiana 37.641303, -7.656622
MK754663 Theodoxus baeticus Portugal Mondego 40.200487, -8.425247
MK754664 Theodoxus baeticus Portugal Mondego 40.200487, -8.425247
MK754665 Theodoxus baeticus Portugal Mondego 40.200487, -8.425247
MK754803 Theodoxus baeticus Espanha Baleares 39.765972, 2.715336
MK754810 Theodoxus baeticus Espanha Baleares 39.765972, 2.715336
MK754813 Theodoxus baeticus Espanha Baleares 39.765972, 2.715336
MN657531 Theodoxus baeticus Espanha Jiloca 40.924064, -1.30014
MN657532 Theodoxus baeticus Espanha Jiloca 40.924064, -1.30014
MN657533 Theodoxus baeticus Espanha Jiloca 40.921905, -1.30242
MN657534 Theodoxus baeticus Espanha Jiloca 40.921905, -1.30242
MN657535 Theodoxus baeticus Espanha Jiloca 40.920314, -1.302572
MNG657536 Theodoxus baeticus Espanha Jiloca 40.920314, -1.302572
MN657537 Theodoxus baeticus Espanha Jiloca 40.917863, -1.302667
MNG657538 Theodoxus baeticus Espanha Jiloca 40.917863, -1.302667
MNG657574 Theodoxus baeticus Portugal Ancos 39.9786, -8.572917
MN657575 Theodoxus baeticus Portugal Ancos 39.9786, -8.572917
MNG657576 Theodoxus baeticus Espanha Mijares 40.07415, -0.533917
MNG657577 Theodoxus baeticus Espanha Mijares 40.07415, -0.533917
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MNG657578 Theodoxus baeticus Portugal Guadiana 37.55525, -7.53345
MNG657579 Theodoxus baeticus Portugal Guadiana 37.55525, -7.53345
MN657580 Theodoxus baeticus Espanha Verd 39.135683, -0.524633
MN657581 Theodoxus baeticus Espanha Verd 39.135683, -0.524633
MN657582 Theodoxus baeticus Espanha Fuentes de Tubos 37.818867, -2.767683
MN657583 Theodoxus baeticus Espanha Palancia 39.877733, -0.501717
MN657584 Theodoxus baeticus Espanha Palancia 39.877733, -0.501717
KP242785 Radix balthica Espanha Oria 43.270000, -2.030000
KP242855 Radix balthica Espanha Sequia Primera 41.800000, 0.840000
KP242860 Radix balthica Espanha Séquia Primera 41.800000, 0.840000
FJ786477 Oestophora barbula Espanha Vilches -

FJ786476 Oestophora barbula Espanha Vilches -

B. Valores de Fst e respetivos valores de significancia

Tabela B 1 - Valores de Fst e respetivos valores de significancia (p) para as comparagdes entre pares de popula¢fes em estudo,
para as sequéncias do gene citocromo b obtidas para a espécie-alvo A. oligolepis (a verde estdo assinalados os pares
significativamente diferentes)

Alcoa Valado . . . Lis .
Alcobaca dos Bajouca | Carreira Leiria Lena Sirol
nascente Nascente
Frades
Alcoa *
nascente
0,32432
Alcobaca +00473 *
VZ':fo 0,37838 | 0,16216 + .
+0,0539 0,0353
Frades
Bajouca 0,02703 | 0,00000 = | 0,00000 £ *
+0,0139 0,0000 0,0000
Carreira 0,02703 | 0,00000 + | 0,00000 + | 0,40541 + .
+0,0139 0,0000 0,0000 0,0493
Leiria 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,52252+ | 0,27027 £ .
+ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0425 0,0407
Lena 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,23423+ | 0,00901 + | 0,00000 + .
+ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0309 0,0091 0,0000
Lis 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,09910+ | 0,09910 | 0,11712 + | 0,00000 £ -
Nascente | +0,0000 0,0000 0,0000 0,0344 0,0252 0,0333 0,0000
Sirol 0,00901 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,99099 + | 0,99099 = | 0,75676 £ | 0,29730 + | 0,25225 -
+ 0,0091 0,0000 0,0000 0,0030 0,0030 0,0310 0,0333 +0,0353
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Tabela B2 - Valores de Fst e respetivos valores de significancia (p) para as comparagdes entre pares de popula¢fes em estudo e das bacias vizinhas, para as sequéncias do gene citocromo b
obtidas para a espécie alvo A. oligolepis (a verde estdo assinalados os pares significativamente diferentes).

Alcoa Lis Déo Alva Arunca Ceira Corvo Mortagua | Almonda | Alviela Nabéo Real S&o Pedro Tornada
Alcoa *
. 0,00000
Hs | 40,0000 .
Dio 0,00000 | 0,00000 *
+0,0000 | *0,0000
Alva 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 + *
+0,0000 | +0,0000 0,0000
Arunca 0,00000 | 0,00000 | 0,02703+ | 0,00000 + .
+0,0000 | +0,0000 0,0194 0,0000
Ceira 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000 + *
+£0,0000 | *0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Corvo 0,00000 | 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000 * .
+0,0000 | *0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Mortagua 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000 | 0,00000 + .
+0,0000 | *0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Almonda 0,00000 | 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000 | 0,00000 + *
+0,0000 | *0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Alviela 0,99099 | 0,01802+ | 0,00000+ | 0,00901+ | 0,00901+ | 0,02703+ | 0,02703 | 0,01802+ | 0,01802 .
+0,0030 0,0121 0,0000 0,0091 0,0091 0,0139 0,0139 0,0121 +0,0182
Nabso 0,00000 | 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,02703+ | 0,00000+ | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000 | 0,00000+ .
+0,0000 | *0,0000 0,0000 0,0000 0,0139 0,0000 0,0000 0,0000 + 0,0000 0,0000
Real 0,10811+ | 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000 | 0,99099 | 0,00000 + *
0,0264 + 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 +0,0000 | +0,0030 0,0000
Séo 0,00000 | 0,02703 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000 | 0,00901 | 0,00000+ | 0,00000 + .
Pedro +0,0000 | +0,0139 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 +0,0000 | +0,0091 0,0000 0,0000
Tornada 0,27928 | 0,00000 | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000 | 0,99099 | 0,00000+ | 0,42342+ | 0,00000 .
+0,0566 | +0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 +0,0000 | +0,0030 0,0000 0,0636 0,0000
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Tabela B3 - Valores de Fst e respetivos valores de significancia (p) para as comparagdes entre pares de populagdes em estudo, para as sequéncias do gene beta-actina obtidas para a espécie-

alvo A. oligolepis (a verde estéo assinalados os pares significativamente diferentes).

© » ]
o c (o]
g £ g o8 2 £ o E S g
z 3 3 ERS s 3 @ = = =
< < i ” - o S
> 5
Alcoa nascente *
0,43243 £ *
Alcobaca 0,0572
Valado dos 0,22523 + 0,21622 + *
Frades 0,0279 0,0364
. 0,00000 + 0,00000 + .
Lis Nascente 0,0000 0,0000 0,00000 + 0,0000
. 0,00000 + 0,00000 + «
Leiria 0.0000 0,0000 0,00000 + 0,0000 | 0,02703 +0,0139
0,00000 + 0,00000 + .
Lena 0.0000 0,0000 0,00000 + 0,0000 | 0,00000 + 0,0000 | 0,00000 + 0,0000
. 0,00901 + 0,00000 +
! ! + + + + *
Sirol 0.0001 0,0000 0,00000 + 0,0000 | 0,00000 + 0,0000 | 0,00000 + 0,0000 | 0,10811 + 0,0326
Bajouca 0,00000 + 0,00000 £ 0,04505 + 0,0203 | 0,18018 +0,0383 | 0,06306 + 0,0305 | 0,01802 + 0,0121 | 0,00000 + 0,0000 *
0,0000 0,0000
Carreira 08%%%%1 08%%%%i 0,00000 £ 0,0000 | 0,04505 + 0,0152 | 0,01802 £ 0,0121 | 0,64865 + 0,0504 | 0,15315 + 0,0430 | 0,22523 + 0,0244 *
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Tabela B4 - Valores de Fst e respetivos valores de significancia (p) para as comparagdes entre pares de populagfes em estudo e das bacias vizinhas, para as sequéncias do gene beta-actina
obtidas para a espécie alvo A. oligolepis (a verde estdo assinalados os pares significativamente diferentes).

© 8 © e o)
g 2 g £ s 5 ° 3 = 2 B
: : e 5 | 8| & | 2| 8 | B | % |E
Alcoa *
. 0,00000 +
Lis 0,0000 *
Arunca 0,00000 = 0,00000 + -
0,0000 0,0000
Ceira 0,00000 + 0,01802 + 0,18018 + .
0,0000 0,0121 0,0449
Corvo 0,00000 * 0,02703 + 0,18018 + 0,99099 + N
0,0000 0,0194 0,0407 0,0030
Almonda 0,00000 + 0,04505 + 0,01802 + 0,00000 + 0,00000 + *
0,0000 0,0203 0,0121 0,0000 0,0000
Alviela 0,00901 + 0,11712 + 0,19820 + 0,01802 + 0,00901 + 0,02703 N
0,0091 0,0237 0,0297 0,0121 0,0091 +0,0139
Nabio 0,00000 + 0,01802 + 0,36937 + 0,08108 + 0,09009 + 0,05405 + 0,18919 + .
0,0000 0,0121 0,0515 0,0252 0,0303 0,0278 0,0286
Real 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 £ 0,04505 0,01802 + *
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 + 0,0203 0,0121
S50 Pedro 0,00000 = 0,00000 + 0,00000 £ 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 + 0,03604 + 0,00000 + 0,00000 + *
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0148 0,0000 0,0000
Tornada 0,90991 0,00901 + 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 + 0,00901 + 0,00901 + 0,00000 + 0,00000 + *
+0,0253 0,0091 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0091 0,0091 0,0000 0,0000
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Tabela B5 - Valores de Fst e respetivos valores de significancia (p) para as comparagdes entre pares de populages em estudo,
para as sequéncias do gene citocromo b obtidas para a espécie-alvo S. pyrenaicus (a verde estdo assinalados os pares

significativamente diferentes).

Alviela Alcobertas Rio Maior Alvorao Ruiva Torres
Nascente Novas
Alviela -
Nascente
0,00000 +
Alcobertas 0,0000 *
. . 0,00000 0,07207 +
Rio Maior 0,0000 0,0264 )
~ 0,01802 + 0,00901 + 0,03604 +
Alvordo 0,0121 0,0091 0,0201 -
Ruiva 0,00000 + 0,00000 + 0,05405 + 0,99099 + x
0,0000 0,0000 0,0201 0,0030
Torres Novas 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 + 0,63063 + 0,41441 + -
0,0000 0,0000 0,0000 0,0304 0,0411
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Tabela B6 - Valores de Fst e respetivos valores de significancia (p) para as comparagdes entre pares de popula¢des em estudo e das bacias vizinhas, para as sequéncias do gene citocromo b obtidas
para a espécie-alvo S. pyrenaicus (a verde estdo assinalados os pares significativamente diferentes).

< 3 - = © 0 k= 3 o =) < = - =
© S 2 = < g, E cg =2 b o o 2 £ g L%
2 - = = S i 2 s = e 8 © g & & |-
Alviela *
Almonda Bg’%%%% *
: 0,00000 | 0,00000 = .
Maior | 10,0000 | 0,0000
| 0,00000 | 0,00000% | 0,00000 %
Aravil 50000 | 00000 | 0,0000 "
o | 0/00000 | 0,00901 % | 0,00000% | 0,00000% N
+0,0000 | 00091 | 00000 | 0,0000
Erges | 000000 | 0,00000% | 0,00000% | 001802 | 0,00801 -
+0,0000 | 00000 | 00000 | 00121 | 0,0091
Figueirg | 000000 | 0,00000 [ 0,00000: | 0,00000% | 0,00000 % | 0,00000 .
+0,0000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 0,0000
Grande | 0,00000 | 0,00000 = | 0,00000 = | 0,00901 | 0,07207 = | 0,00000 % | 0,00000 % -
Pipa | +0,0000 | 00000 | 00000 | 00091 | 00227 | 00000 | 0,0000
Muge | 000000 | 000000 % [ 0,00000 | 0,00000% | 0,00000:% | 0,00000% | 000000 | 0,00000 % -
+0,0000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 0,0000
\abao | 000000 | 031532 | 0,02707% | 019820+ | 0121612 | 0,05405% | 0,00000% | 0,02703 % | 0,02703% -
+0,0000 | 00412 | 00182 | 00424 | +00433 | 00148 | 00000 | 00139 | 00139
Oorers | 000000 | 0,00000% | 0,02702% | 0,02703% | 000000+ | 032432 | 0,00000% | 0,00901% | 0,00000% | 0,00901 = N
+0,0000 | 00000 | 00139 | 00194 | 00000 | 00364 | 00000 | 00091 | 00000 | 0,0001
om | 000000 [0,00901% | 0,00000% | 0,00000% | 0,02703% | 0,00000 | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00901% | 0,00000 -
+0,0000 | 00091 | 00000 | 00000 | 00139 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00091 | 0,0000
oomeu] | 0/00000 | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,01802% | 0,00000 | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,01802% | 0,00000% | 0,00000 = .
+0,0000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00121 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00121 | 00000 | 0,0000
Sora | 000000 | 004505% | 000901 % | 035135+ | 0,02703% | 007207 + | 0,00000% | 0,01802% | 0,03604% | 056757 + | 005405+ | 0,02703 % | 0,02703 % .
+0,0000 | 00152 | 00091 | 00515 | 00139 | 00227 | 00000 | 00121 | 00201 | 00237 | 00242 | 00194 | 0,0194
Sover | 0.00000 | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000 .
+0,0000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 0,0000
.| 000000 | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,05405% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 0,00000% | 000000 | .
+0,0000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 00201 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 | 0,0000
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Tabela B7 - Valores de Fst e respetivos valores de significancia (p) para as comparagdes entre pares de populagfes em
estudo, para as sequéncias do gene beta-actina obtidas para a espécie-alvo S. pyrenaicus (a verde estdo assinalados os pares
significativamente diferentes).

Alviela Alcobertas Rio Maior Alvorao Ruiva Torres
Nascente Novas
Alviela Nascente *
0,00000 + .
Alcobertas 0,0000
. . 0,02703 £ 0,06306 + .
Rio Maior 0,0139 0,0139
Alvoro 0,08108 + 0,00000 + 0,00901 + .
0,0163 0,0000 0,0091
Ruiva 0,36036 + 0,00000 + 0,09009 + 0,44144 + .
0,0383 0,0000 0,0271 0,0684
Torres Novas 0,09910 + 0,00000 + 0,00901 + 0,51351 + 0,72973 + *
0,0316 0,0000 0,0091 0,0543 0,0479
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Tabela B8 - Valores de Fst e respetivos valores de significancia (p) para as comparagoes entre pares de populacdes em estudo e das bacias vizinhas, para as sequéncias do gene beta-actina obtidas
para a espécie-alvo S. pyrenaicus (a verde estdo assinalados os pares significativamente diferentes).

Alviela Almonda Maior Aravil Canha Erges Figueird Grande Pipa Muge Nab&o Ocreza Sertd Sever
Alviela *
0,00901 +
Almonda 0,0001 *
Maior 0,00000 = | 0,00000 *
0,0000 0,0000
Aravil 0,08108 = | 0,04504 + | 0,27928 * *
0,0212 0,0152 0,0316
Canha 0,34234 + | 0,27027 = | 0,00000 = | 0,02703 + -
0,0212 0,0407 0,0000 0,0139
Erges 0,00000 + | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00000+ | ,
g 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Fiqueiré 0,01802 = | 0,29730+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,16216 = | 0,00000 = *
g 0,0121 0,0430 0,0000 0,0000 0,0379 0,0000
Grande | 0,09009+ | 0,19820+ | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,75676+ | 0,00000+ | 0,17117 + -
Pipa 0,0271 0,0402 0,0000 0,0000 0,0610 0,0000 0,0417
Muge 0,00000 = | 0,00000 + | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,03604+ | 0,00000% | 0,00000 + 0,00901 *
ug 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0201 0,0000 0,0000 0,0091
Nabo 0,06306 = | 0,47748+ | 0,01802+ | 0,00901 + | 0,12613 + | 0,03604+ | 0,18919+ 0,14414 0,00901 -
0,0237 0,0385 0,0121 0,0091 0,0337 0,0148 0,0438 0,0278 0,0091
Ocreza 0,14414 + | 0,24324 + | 0,09009 + | 0,05405+ | 0,09009 + | 0,62162 0,25225 + 0,13514 0,00000 £ 0,26126 + *
0,0309 0,0305 0,0332 0,0201 0,0271 0,0394 0,0424 0,0311 0,0000 0,0344
Serta 0,00000 £ | 0,02703 = | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,00901+ | 0,13514 0,06306 = 0,01802 = 0,00000 £ 0,04505 0,059459 -
0,0000 0,0139 0,0000 0,0000 0,0091 0,0244 0,0305 0,0121 0,0000 0,0203 0,0454
Sever 0,00901 + | 0,00000+ | 0,00000+ | 0,01802+ | 0,01802+ | 0,27928 + 0,00000 + 0,00000 + 0,00000 £ 0,02703 £ 0,74775+ | 0,09910 + -
0,0091 0,0000 0,0000 0,0121 0,0121 0,0344 0,0000 0,0000 0,0000 0,0139 0,0305 0,0163
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Anexo Il — Informacéo sobre as espécies

Espécies de estudo genético

Escalo-do-sul (Squalius pyrenaicus, Ginther, 1868)

O escalo-do-sul é um leuciscideo benténico com um corpo fusiforme que pode atingir
0s 30 centimetros de comprimento. Apresenta uma coloragdo prateada com brilhos metélicos,
sendo mais escuro no dorso e mais claro na zona ventral (Doadrio et al., 2011; Sanchez-Pérez
& Marin, 2021). Em termos de longevidade, acredita-se que possa atingir os oito anos de idade,
com o0s machos a alcancar a maturidade sexual entre os 60-75 mm (2 anos) e as fémeas entre
0s 70-100 mm (3 anos) (Fernandez-Delgado & Herrera, 1995; Pires et al., 2000; Soriguer,
Bravo, et al., 2000).

Em termos de distribuicdo, é uma espécie endémica do sul da Peninsula Ibérica
(Rogado et al., 2005; Sanchez-Pérez & Marin, 2021). Em Portugal, esta presente nas grandes
bacias do Tejo, Sado e Guadiana, e nas pequenas bacias costeiras da Samarra, Colares,
Lizandro, Junqueira e Gildo (Rogado et al., 2005). Pode ser encontrado em rios e ribeiras
permanentes e intermitentes, ocorrendo em zonas fluviais pouco profundas, bem oxigenadas,
com vegetacdo aquatica e ensombramento (Rogado et al., 2005). O periodo de reproducédo
ocorre entre abril e julho e nesta altura os machos apresentam tubérculos nupciais na zona da
cabeca (Doadrio et al., 2011; Fernandez-Delgado & Herrera, 1995; Pires et al., 2000). Na fase
de pré-postura, os machos escavam pequenas depressdes no leito do rio, em substrato de
cascalho, onde cortejam as fémeas até que estas depositem os seus ovos (Sousa-Santos et al.,
2014).

Esta espécie esta especialmente ameacada pela perda e degradacdo de habitat e pela
introducdo de espécies exdticas (Rogado et al., 2005). Nos ultimos anos algumas populacdes
terdo desaparecido de locais altamente afetados pela exploragdo dos recursos hidricos, em
resultado sobretudo da extracdo de agua e da construcdo de barragens que reduzem a
disponibilidade de habitat, e pela degradacdo da qualidade da &gua devido ao aumento da
poluicdo e de descargas ndo tratadas de saneamento (Doadrio et al., 2011; Sanchez-Pérez &
Marin, 2021). A introducdo de espécies exoticas também é uma ameaca a sobrevivéncia da

espécie podendo estas tornar-se competidoras, predadoras e/ou transmissoras de doencas
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(Collares-Pereiraetal., 2021; Doadrio et al., 2011; Rogado et al., 2005). Por ultimo, esta espécie

aparenta ter uma maior suscetibilidade a bactérias quando comparada com outras espécies de

leuciscideos (Grilo et al., 2021).

Figura A10 - Exemplar de S. pyrenaicus. Foto: C. Sousa-Santos.

Ruivaco (Achondrostoma oligolepis, Robalo, Doadrio, Almada & Kottelat, 2005)

O ruivaco é um leuciscideo endémico de Portugal que tem como caracteristica principal
a coloracdo avermelhada na base das barbatanas peitorais, pélvicas e anal e que atinge, em
média, 18 centimetros de comprimento, apresentando uma linha lateral muito marcada (Robalo
etal., 2005; J. Santos et al., 2013; Silva, 2017). Esta espécie tem uma distribuicao relativamente
alargada, podendo ser encontrada em bacias hidrograficas do norte e centro de Portugal, mais
concretamente entre o rio Minho e o rio Real (Collares-Pereira et al., 2021; Robalo et al., 2005).
A longevidade desta espécie ronda os 8 anos de vida, sendo que a maturidade sexual ¢ atingida
por volta dos dois anos de idade (Collares-Pereira et al., 2021; J. Santos et al., 2013; Silva,
2017).

O ruivaco habita preferencialmente sistemas de dgua doce com um fluxo de agua
moderado ou lento, com substrato arenoso ou composto por cascalho, e abundante vegetacao
aquética (J. Santos et al., 2004). Em termos de alimentacéo, pode ser considerada uma espécie
generalista que se alimenta do que estiver disponivel: detritos organicos, material vegetal e
invertebrados bentdnicos (J. Santos et al., 2013). A sua reproducdo ocorre entre abril e junho e
€ 0 macho que inicia a aproximacéo a fémea dando-lhe toques na cabeca ou na regido ventral

para que esta desove junto ao substrato (Pereira, 2007; J. Santos et al., 2013). Os ovos sdo
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adesivos, ficando aderentes a vegetacdo aqudtica e raizes imersas das &rvores ripicolas
(Collares-Pereira et al., 2021).

Figura A1l - Exemplar de A. oligolepis. Foto: C. Sousa-Santos.

Espécies encontradas nas nascentes

Boga-de-boca-reta (Pseudochondrostoma polylepis, Steindachner, 1865)

A boga-de-boca-reta é uma espécie nativa da Peninsula Ibérica que pode atingir os 45
centimetros de comprimento (Collares-Pereira et al., 2021; Ferreira et al., 1999; Torralva &
Oliva-Paterna, 1997). Esta espécie pode alcancar 8 a 10 anos de idade, atingindo a maturidade
sexual aos 3/4 anos (Doadrio, 2002). A época de desova ocorre na primavera, em locais com
fundos de areia e de cascalho, sendo que os machos desenvolvem pequenos tubérculos nupciais
por todo o corpo (Doadrio, 2002; Ferreira et al., 1999). E uma migradora potamédroma,
ascendendo as cabeceiras dos rios para desovar (Collares-Pereira et al., 2021). A sua
alimentacdo é feita a base de vegetacdo mas também se alimenta de pequenos invertebrados,
como larvas de insetos, e de detritos (Doadrio, 2002; Ferreira et al., 1999). A caracteristica
principal desta espécie é a forma reta do labio inferior que possui uma lamina cérnea bem
desenvolvida (Doadrio, 2002; Torralva & Oliva-Paterna, 1997). Esta caracteristica particular

permite que os individuos raspem algas do substrato para se alimentarem.
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Figura A12 - Exemplar de P. polylepis. Foto: C. Sousa-Santos.

Boga-portuguesa (Iberochondrostoma lusitanicum, Collares-Pereira 1980)

A boga-portuguesa é uma espécie endémica de Portugal e apresenta uma distribuicao
restrita as bacias do Tejo (apenas sub-bacias do tro¢o inferior), Sado, regido Oeste (Lizandro,
Samarra, Colares, Caparide, Laje, Barcarena e Jamor) e lagoas costeiras Melides e Albufeira
(Collares-Pereira et al., 2021; Robalo et al., 2007). Esta espécie pode atingir os 16 centimetros
e 0s 4 anos de idade (Collares-Pereira et al., 2021). Em relagdo a sua alimentacéo, ainda néo
existem estudos especificos, mas acredita-se que se alimente de zooplancton, detritos e
macroinvertebrados aquéticos (Collares-Pereira et al., 2021). E uma espécie que habita
preferencialmente rios pouco profundos, com vegetacao aquatica, ensombramento nas margens
e com uma corrente de velocidade moderada (Mesquita et al., 2001; Robalo et al., 2009). A
semelhanca da espécie anterior, a boga-portuguesa reproduz-se na primavera, entre abril e maio,

agregando-se durante a desova (Robalo et al., 2009). Os ovos desta espécie sdo também

adesivos e ficam “colados” nas rochas e, sobretudo, na vegetacao aquética (V. Carvalho et al.,
2002; Robalo et al., 2009).

Figura A13 - Exemplar de 1. lusitanicum. Foto: C. Sousa-Santos
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Barbo-comum (Luciobarbus bocagei, Steindachner, 1865)

O barbo-comum ¢é uma espécie endémica da Peninsula Ibérica, pertencente a familia
Cyprinidae, que pode atingir os 100 centimetros de comprimento e 0s 11 anos (Collares-Pereira
et al., 2021; Ferreira et al., 1999; Oliveira et al., 2002). Em Portugal esta presente na maioria
das bacias do norte e do centro do pais (Oliveira et al., 2002), do rio Lima ao rio Sado. Pode
ser encontrado em rios com correntes de velocidade média ou lenta mas na época de postura,
entre Fevereiro e Junho, prefere locais de correntes mais rapidas (Ferreira et al., 1999) nas
cabeiras dos rios, para onde migra se nao existirem barreiras intransponiveis a sua deslocagédo
para montante (&, por isso, um migrador potamodromo) (Collares-Pereira et al., 2021). Em
termos de alimentacdo, o barbo-comum é uma espécie generalista alimentando-se tanto de
vegetacdo como de pequenos invertebrados, consoante a disponibilidade alimentar, sendo que
0s peixes maiores podem chegar a predar outros peixes (Collares-Pereira et al., 2021,
Magalhdtes, 1992). A caracteristica mais evidente nesta espécie sdo os dois pares de barbilhos
existentes na mandibula superior e que funcionam como 6rgdos sensoriais para detecdo de
presas bentonicas (Ignacio, 2002).

Figura Al4 - Exemplar de L. bocagei. Foto: C. Sousa-Santos
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Enguia-europeia (Anguilla, Linnaeus, 1758)

A enguia-europeia é uma espécie migradora catddroma que esta presente ao longo da
costa europeia e norte de africa e que apresenta um ciclo de vida grande e complexo (Lozano,
2009). Esta espécie migra de aguas doces para o Mar dos Sargacos, no Atlantico Norte (viagem
que pode levar entre trés a sete anos), onde se reproduz e de onde as larvas iniciam a migracao
de regresso as dguas doces europeias e norte africanas (Bevacqua et al., 2006; Doadrio et al.,
2011; Lozano, 2009). Em Portugal, esta espécie estd presente em todas as bacias hidrograficas,
sendo que na Madeira e nos Acgores esta presente em nimeros muitos reduzidos (DGPA et al.,
2008). E uma espécie que pode atingir 1,5 metros de comprimento, contudo, 0 maior registo é
de 1,33 metros e 6,5 quilogramas (Collares-Pereira et al., 2021; Doadrio et al., 2011). Em
termos de longevidade, acredita-se que esta espécie possa viver mais de 20 anos (Collares-
Pereira et al., 2021). As enguias sdo fortemente afetadas pela construcdo de barragens e de
outros obstaculos que as impedem de usufruir de todo o comprimento do rio até voltarem a
migrar para a reproducdo (DGPA et al., 2008) e pela pesca ilegal das suas larvas (“meixdo”
quando estas, apos atravessarem o Oceano Atlantico, sdo capturadas nas fozes dos rios onde
procuram entrar. Além disso, a destruicdo e degradacdo de habitat, a sobrepesca e as alteracdes

climaticas também contribuem para que esta espécie esteja criticamente ameacada e em

constante declinio em toda a Europa (Lozano, 2009).

Figura A15 - Exemplar de A. anguilla. Foto: C. Sousa-Santos.
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Esgana-gata (Gasterosteus aculeatus, Linnaeus, 1758)

O esgana-gata é uma espécie pertencente a mesma familia que os cavalos marinhos (
Gasterosteidae) esta distribuida pelo hemisfério norte e pensa-se que apresenta dois ecotipos
distintos: (1) ecotipo residente, que ocorre vive exclusivamente em agua doce; e (2) ecotipo
migrador anadromo (Collares-Pereira et al., 2021; Stinson, 1983). A nivel morfol6gico, esta
espécie apresenta uma grande variacao (incluindo variagdes na forma das barbatanas) e um
tamanho reduzido entre 26 e 100 milimetros (Foster, 1994; Swarup, 1958; Taylor et al., 2005;
Walker, 1997). O esgana-gata € um peixe que apresenta trés espinhos dorsais e que, em vez de
escamas, apresenta placas dorsais e laterais (Doadrio et al., 2011). Reproduz-se
maioritariamente entre abril e maio (Kitano et al., 2007; Swarup, 1958) e apresenta dimorfismo
sexual: os machos sdo mais pequenos e com tons avermelhados ou laranja-escuro na zona
ventral anterior e os olhos azulados durante o periodo reprodutor (Collares-Pereira et al., 2021).
Os machos reprodutores tornam-se agressivos para conseguirem um territério para o
acasalamento e para atrairem as fémeas (Kitano et al., 2007). As fémeas apenas depositam 0s
ovos e sd8o 0s machos que constroem 0s ninhos na vegetagdo ou detritos lenhosos, que as
cortejam, através de uma danga “ziguezagueante” e uma claborada parada nupcial e que

apresentam cuidados parentais, protegendo os juvenis, uma vez que as fémeas sdo expulsas dos

ninhos ap6s a postura (Collares-Pereira et al., 2021; Foster, 1994; Kitano et al., 2007).

Figura A16 - Exemplar de G. aculeatus. Foto: C. Sousa-Santos

81



Verdema (Cobitis paludica, de Buen, 1930)

A verdemd é uma espécie endémica da Peninsula Ibérica, pertencente a familia
Cobitidae, que pode atingir os 5 anos de idade e os 15 centimetros de comprimento total
(Perdices & Doadrio, 1997; Sanchez-Carmona et al., 2008; Soriguer, Vallespin, et al., 2000).
A sua alimentacdo € principalmente a base de larvas de insetos, algas e detritos que obtém
filtrando o substrato (Sdnchez-Hernandez et al., 2018; Soriguer, Vallespin, et al., 2000). Esta
espécie apresenta um comportamento bentdnico e pode ser encontrada em rios com uma
corrente baixa com substrato arenoso ou de cascalho, para se poder enterrar, e com vegetacao
aquatica (Collares-Pereira et al., 2021; Sanchez-Carmona et al., 2008). A verdema desova entre
maio e julho e os machos maduros apresentam uma lamina circular com um manubrio curto, o
que permite distinguir os dois sexos (Perdices & Doadrio, 1997). A verdema pode ser afetada
de forma negativa pela extracdo de materiais dos leitos dos rios e pela pesca ilegal visto que
ainda é utilizada como isco vivo para a pesca de outras espécies, incluindo a achiga (Collares-
Pereira et al., 2021).

Figura A17 - Exemplar de C. paludica. Foto: C. Sousa-Santos
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Gobio (Gobio lozanoi, Linnaeus, 1758)

O gobio é uma espécie de gobionideo considerado endémico da Peninsula Ibérica e do
sul de Franca sendo que a sua distribuicdo natural é nas bacias do Ebro e Bidosa em Espanha e
nas bacias do Andour e Nivelle em Franca (Collares-Pereira et al., 2021; Doadrio et al., 2011).
Em Portugal, teré sido introduzido como isco-vivo para a pesca lidica e desportiva da truta,
estando presente nas bacias do Minho, Lima, Cavado, Ave, Leca, Douro, Vouga, Mondego e
Tejo, podendo ser abundante em certos locais acabando por competir com as espécies nativas
por habitat (Collares-Pereira et al., 2021). Esta espécie € caracterizada pela sua coloragédo
cinzenta/castanha acima da linha lateral e creme na zona do ventre apresentando seis a nove
manchas escuras e arredondadas ao longo da linha lateral possuindo um par de barbilhos junto
a boca (Collares-Pereira et al., 2021; Doadrio et al., 2011). Esta espécie pode atingir os 16 cm
de comprimento e chegar aos 5 anos de idade (Collares-Pereira et al., 2021; Doadrio et al.,
2011). A maturidade sexual € atingida quando tém cerca de 7 cm (cerca de 1 ano )sendo que a

reproducdo ocorre entre maio e agosto em zonas de corrente moderada e com pouca vegetacao

para que o0s odcitos sejam depositados em fundos arenosos (Collares-Pereira et al., 2021;
Doadrio et al., 2011).

Figura A18 - Exemplar de C. paludica. Foto: C. Sousa-Santos
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Gastropodes

Theodoxus baeticus (Lamarck, 1822)

Theodoxus baeticus é uma espécie de gastropode de dgua doce que esta distribuida ao
longo de toda a Peninsula Ibeérica, ilhas Baleares, Sicilia, Tunisia e Balc&s, podendo ainda ser
encontrada na Asia mas restrita aos sistemas de drenagem do Golfo de Gékova na Turquia
(Sands et al., 2020). Esta espécie apresenta muitas variagdes morfoldgicas, podendo ser
totalmente negra ou branca com varias linhas paralelas (continuas, interrompidas ou em
ziguezague) de cores variaveis (Gasull, 1969; Martinez-Orti et al., 2009). E possivel encontrar
esta espécie em colénias numerosas, normalmente com a mesma coloragéo, sobre as pedras nos

cursos de agua limpa e lenta (Gasull, 1969).

Figura A19 - Diversos exemplares com caracteristicas externas diferentes de T. baeticus.
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Radix balthica (Linnaeus, 1758)

Radix balthica tem sofrido algumas modificacfes de nomenclatura e ja foi conhecido
como Lymnaea ovata/peregra e Radix ovata (Evanno et al., 2006; Hollander et al., 2017). Esta
espécie encontra-se distribuida ao longo da Europa Central e do Norte e pode ser encontrada
em varios tipos de corpos de agua lénticos, como é o caso das lagoas, lagos e dos rios com
caudais lentos (Evanno et al., 2006; Hollander et al., 2017). Em termos de reprodugdo, € um
gastropode hermafrodita capaz de autofecundacdo (Hollander et al., 2017; Jarne & Delay,
1990).

Esta espécie apresenta uma forte capacidade de dispersdo, o que lhe permite uma
colonizacao réapida de novos locais (Hollander et al., 2017). Para além desta capacidade de
colonizacdo, Radix balthica também é conhecida por apresentar uma alta plasticidade: pode
alterar a expressdo de caracteristicas morfoldgicas (ex: forma da concha) quando estd exposta
a estimulos quimicos de peixes moluscivoros, desenvolvendo uma concha mais arredondada
(Bronmark et al., 2012; Lakowitz et al., 2008).

Figura A20 - Exemplar de R. balthica.
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Oestophora spp.

O género Oestophora encontra-se representado por 10 espécies distribuidas pela
Peninsula Ibérica, Africa do Norte e Acores (Quintana et al., 2006). Ap6s a criacio deste género
em 1907 por Hesse, Ortiz de Zéarate & Ortiz de Zarate, em 1961, dividiram-no em trés
subgéneros (Oestophora s. str., Suboestophora e Gasullia) que mais tarde passaram a géneros
(Prieto, 1986 revisto em Ruiz et al., 2008). Este género é caracterizado por apresentar uma
concha com verticilos arredondados, angulares ou em quilha, peristomo refletido e espessado e

teleoconcha nervurada (Arrébola et al., 2006).

Na Peninsula Ibérica existem varias espécies deste geénero: Oestophora
barbula (Rossméssler, 1838; também conhecida nos Agores), Oestophora lusitanica (Pfeiffer,
1841), Oestophora calpeana (Morelet, 1854), Oestophora tartieri (Morelet, 1854), Oestophora
dorotheae (Hesse, 1930), Oestophora silvae (Ortiz de Z&rate, 1962), Oestophora ortizi (De
Winter & Ripken, 1991) e Oestophora granesae (Arrébola, 1998) (Ruiz et al., 2008).

Figura A21 - Exemplar de Oestophora spp..
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Physa acuta (Draparnaud, 1805)

Physa acuta é uma espécie de gastropode de dgua doce encontrada em habitats naturais
e artificias (como rios, lagos, charcos) da América do Norte (Bousset et al., 2004; Lydeard et
al., 2016). P. acuta é uma espécie invasora na Europa, Africa, Asia e Australia, acreditando-se
que tera sido primeiro introduzida em Franca no século XVIII durante o comércio de algodéo
com os Estados Unidos da América e que depois se tera dispersado para os restantes locais
(Lydeard et al., 2016). Como alguns bons invasores (ex: Procambarus clarkii), esta espécie é
capaz de sobreviver em condicGes adversas, como as temperaturas extremas e poluigédo, tem
uma taxa de proliferacdo elevada e apresenta uma alta capacidade de dispersdo (Albrecht et al.,
2009; Oscoz et al., 2010).

P. acuta é uma espeécie utilizada em aquarios e acredita-se que este sera 0 motivo atual
para as invasdes mais recentes e a uma escala global (Albrecht et al., 2009). Nos habitats
exoticos, esta espécie ameaca estufas de plantas comerciais e sistemas de filtragdo das estacdes
de tratamento de aguas (Aditya & Raut, 2002; Albrecht et al., 2009). Acredita-se que esta
espécie seja responsavel pela diminuicdo da espécie nativa Physa fontinalis em Italia e Franca
(Manganelli et al., 2000; Mouthon & Daufresne, 2010).

Figura A22 - Exemplar de P. acuta.
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Xeroplexa spp.

O género Xeroplexa encontra-se distribuido pelo Mediterraneo Ocidental, com maior
presenca no Oriente Ibérico onde sdo conhecidas muitas espécies (Gasull, 1964; Murelaga et
al., 2012). As espécies deste género habitam em locais xerdfilos, ou seja, sdo encontradas em
terrenos com pouca pluviosidade (Gasull, 1964; Murelaga et al., 2008, 2012) e, em Portugal,
foram primeiramente descritas nas colinas costeiras de Setubal (Gittenberger, 1985). Este
género é caracterizado por ter conchas com periferia fortemente inclinada (Gittenberger, 1985)
e por apresentar uma coloragdo branca com nervuras fortes e as primeiras voltas translicidas,

lisas e de cor branca ou creme (Murelaga et al., 2008).

Figura A23 - Exemplar de Xeroplexa spp..
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