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Introducao geral

A introdugao e o estabelecimento de espécies invasoras em ecossistemas aquaticos
tém sido reconhecidos como uma das principais causas de transformagdo da
biodiversidade e do funcionamento ecolégico nesses ambientes (Strayer, 2010; Ricciardi
e Maclsaac, 2011). Dentre os vetores mais influentes nesse processo esta a construgdo de
grandes barragens, especialmente as usinas hidrelétricas (UHEs), que promovem a
conversao de ambientes l6ticos em sistemas 1€nticos artificiais, resultando em mudangas
profundas na estrutura fisica, na composi¢ao biodtica e nos processos ecologicos (Stanford

e Ward, 2001; Nilsson et al., 2005; Rodrigues e Silva, 2012).

A modificagdao do regime hidroloégico imposta por barramentos altera a dindmica
de nutrientes, os fluxos de energia, a retengdo de sedimentos e a conectividade
longitudinal dos rios (Rodrigues e Silva, 2012; Havel et al., 2005; Alho, 2020), a0 mesmo
tempo em que favorece a proliferacio de espécies oportunistas e a introducao de
organismos nao nativos (Linares et al., 2020). Tais alteragdes promovem a substituicao
de espécies nativas por invasoras, reorganizando as redes troficas e interferindo nas
interagdes ecoldgicas estabelecidas. Esses efeitos sdo particularmente evidentes no rio
Araguari (MQG), afluente do rio Paranaiba, na regido do Alto Parana. O rio Araguari ¢ um
sistema caracterizado por um conjunto de UHEs dispostas em cascata — Nova Ponte,
Miranda, Amador Aguiar I e II — que transformaram a paisagem fluvial e alteraram
significativamente as condi¢oes ecoldgicas regionais (Loures e Pompeu, 2019; Santiago

do Vale et al., 2021).

As perturbagdes associadas a essas barragens incluem o alagamento de areas
riparias, a elimina¢do de vegetacdo aquatica, a modificacdo dos padrdes de correnteza e
a elevacao na concentracdo de nutrientes, promovendo a colonizagdo por espécies
invasoras bem adaptadas a ambientes artificiais (Rodrigues e Silva, 2012; Linares et al.,
2020). No contexto do rio Araguari, destacam-se trés moluscos invasores de origem
asiatica: o gastropode Melanoides tuberculata e os bivalves Corbicula fluminea e

Limnoperna fortunei (Maroneze et al., 2011; Linares et al., 2020).

Esses moluscos invasores competem por espago e alimento com espécies nativas,
podem servir como vetores de doengas e influenciam diretamente as interagdes troficas
em ambientes invadidos (Oliveira et al., 2010; Strayer, 2010). Entretanto, embora sejam

frequentemente descritos como agentes de perturbacdo, hd evidéncias de que esses
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organismos também tém sido integrados as cadeias alimentares locais, atuando como
novo recurso alimentar para predadores nativos, incluindo peixes e decapodes (Montalto
et al., 1999; de Avila-Simas et al., 2019). Estudos demonstram, por exemplo, que juvenis
e larvas de L. fortunei podem ser consumidos por diferentes grupos de predadores em
ambientes dulcicolas tropicais, especialmente em regides como a bacia do rio Parana

(Paolucci et al., 2015; Paolucci e Thuesen, 2015).

No caso dos peixes neotropicais, diversas espécies tém demonstrado plasticidade
alimentar suficiente para incorporar moluscos invasores em sua dieta, especialmente em
ambientes onde esses invertebrados estdo amplamente disponiveis (Oliveira et al., 2010;
de Avila-Simas et al., 2019; Gonzéalez-Bergonzoni et al., 2020). Essa incorporagio pode
ocorrer em diferentes estagios ontogenéticos e em distintas guildas alimentares, incluindo
espécies onivoras, bentivoras e carnivoras (Isaac et al., 2014; Rosa et al., 2018). No
entanto, a magnitude e os efeitos dessa predagdo ainda sdo incertos, uma vez que, em
muitos casos, a frequéncia de consumo € baixa e insuficiente para reduzir a densidade das

populacdes invasoras (Ricciardi e Maclsaac, 2011; Rosa et al., 2021).

Além disso, lacunas metodologicas limitam o conhecimento sobre essas
interagdes. As andlises visuais tradicionais de conteudo estomacal apresentam limitagdes
quanto a detec¢ao de presas pequenas, fragmentadas ou digeridas. Por isso, o uso de
ferramentas moleculares como o DNA metabarcoding tem ganhado destaque, oferecendo
maior resolucdo taxondmica e capacidade de deteccao de presas cripticas ou nao

identificaveis morfologicamente (Nielsen et al., 2018; Bucklin et al., 2024).

Neste cenario, a presente tese teve como objetivo ampliar a compreensao sobre as
interacdes troficas entre peixes e moluscos invasores, por meio de uma abordagem
integrada e multidisciplinar. Ao articular revisdo bibliografica, dados empiricos e andlise
molecular, esta tese oferece uma contribuicao relevante ao campo da ecologia trofica e
das invasdes biologicas, com foco em ambientes dulcicolas tropicais sob influéncia de
barragens. Os resultados obtidos ndo apenas aprofundam o entendimento das dinamicas
ecologicas entre predadores nativos e presas invasoras, como também fornecem subsidios
para estratégias de monitoramento, conservagao e manejo adaptativo da biodiversidade

aquatica.

Assim, este trabalho foi dividido em trés capitulos, brevemente apresentados a

seguir:
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Capitulo 1 — Moluscos invasores na dieta de peixes neotropicais: um revisao de

padroes de consumo na bacia do rio Parana

No primeiro capitulo, realizamos uma revisao sistematica da literatura cientifica
sobre o consumo de moluscos invasores por peixes na bacia do rio Parania. Foram
identificados as principais espécies consumidoras, os grupos troficos envolvidos, os
ambientes de ocorréncia e a frequéncia relativa dos moluscos na dieta ictiofaunistica.
Além disso, discutimos os padrdes espaciais de predacdo, os fatores que influenciam a
incorporagdo desses invertebrados a dieta dos peixes e as possiveis implicacdes

ecoldgicas dessas interacdes nos ecossistemas invadidos.

Capitulo 2 — Predacao de moluscos invasores por peixes em um rio impactado por

barragem no sudeste do Brasil

Neste capitulo, avaliamos a presenca dos moluscos invasores Melanoides
tuberculata, Corbicula fluminea e Limnoperna fortunei na dieta de peixes capturados na
area da barragem de Amador Aguiar II, no rio Araguari (Minas Gerais). Foram
comparados os trechos a montante e jusante da barragem quanto a composicao alimentar
da ictiofauna, com foco na variagdo da ocorréncia de L. fortunei. As hipoteses testadas
consideraram (i) a alta propor¢ao de moluscos invasores na dieta dos peixes e (ii) uma

menor representacao de L. fortunei no trecho a montante, onde sua invasao ¢ mais recente.

Capitulo 3 — A utilizacio de DNA metabarcoding na analise de invertebrados em

dieta de peixes do rio Araguari, Minas Gerais

No terceiro capitulo, utilizamos a técnica de DNA metabarcoding para identificar
os invertebrados presentes nos contetidos estomacais de peixes da regido da barragem de
Amador Aguiar II. Este capitulo complementa o anterior ao empregar uma abordagem
molecular mais sensivel e abrangente. Foram comparadas a riqueza e a composi¢ao
faunistica detectadas com aquelas obtidas pelo método de analise visual do contetdo
estomacal, considerando os tdxons em comum. Essa comparacdo visou avaliar a eficacia
e a complementaridade das duas metodologias no contexto da ecologia trofica em

ambientes impactados por espécies invasoras.
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Capitulo 1
Moluscos invasores na dieta de peixes neotropicais: uma revisao de padroes de
consumo na bacia do rio Parana

Resumo

A introdugdo de moluscos invasores em ecossistemas aquaticos tem provocado diversos
impactos ecoldgicos, alterando a estrutura e o funcionamento das comunidades nativas.
Na bacia do rio Parana, espécies como Melanoides tuberculata, Corbicula fluminea e
Limnoperna fortunei t€m se estabelecido com sucesso, tornando-se abundantes em
diferentes habitats. Este capitulo apresenta uma revisdo da literatura sobre a presenca
desses moluscos na dieta de peixes da bacia do Parana, com o objetivo de identificar
padrdes de predagdo, espécies consumidoras e possiveis implicagdes ecoldgicas da
incorporacdo de invertebrados invasores na alimentacdo da ictiofauna. A revisdo
considerou 16 estudos publicados entre 1999 e 2025, que aplicaram métodos visuais de
analise de conteudo estomacal em diferentes regides da bacia. Os resultados mostram que
diversos grupos de peixes, especialmente onivoros e consumidores de invertebrados,
incluem moluscos invasores em sua dieta, embora a frequéncia de consumo varie entre
espécies, ambientes e estagios de invasdo. Limnoperna fortunei ¢ a espécie mais
frequentemente registrada, inclusive em areas onde a invasdo € recente, 0 que sugere um
oportunismo trofico por parte da ictiofauna. A presenga constante desses moluscos na
dieta de peixes pode indicar sua integracdo as cadeias alimentares locais, com possiveis
consequéncias para a dindmica de populagdes nativas e o fluxo de energia nos
ecossistemas. Conclui-se que, embora a predacao por peixes possa atuar como uma forma
de controle natural, ela ndo parece limitar a expansao dos moluscos invasores como em
situacoes de baixa taxa de consumo, auséncia de predadores especializados e ciclo
reprodutivo réapido dos moluscos, reforcando a necessidade de estratégias de manejo

integradas e estudos que avaliem os efeitos troficos de longo prazo dessas interagdoes.

Palavras-chave: Ictiofauna; predagdo; interacdes troficas; espécies exoticas; andlise

alimentar
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Abstract

The introduction of invasive mollusks into aquatic ecosystems has caused several
ecological impacts, altering the structure and functioning of native communities. In the
Parand River basin, species such as Melanoides tuberculata, Corbicula fluminea, and
Limnoperna fortunei have successfully established and become abundant in various
habitats. This chapter presents a literature review on the occurrence of these mollusks in
the diet of fish from the Parana basin, aiming to identify predation patterns, consumer
species, and potential ecological implications of incorporating exotic invertebrates into
the diet of the ichthyofauna. This review considered 16 studies published between 1999
and 2025, which applied visual methods of stomach content analysis in different regions
of the basin. The results show that several fish groups, especially omnivores and
invertebrate feeders, include invasive mollusks in their diet, although consumption
frequency varies among species, habitats, and invasion stages. L. fortunei is the most
frequently recorded species, even in recently invaded areas, suggesting rapid trophic
adaptation by the fish assemblage. The consistent presence of these mollusks in fish diets
may indicate their integration into local food webs, with potential consequences for native
population dynamics and energy flow. Although predation by fish may act as a form of
natural control, it does not appear to limit the expansion of invasive mollusks,
highlighting the need for integrated management strategies and further studies on the

long-term trophic effects of these interactions.

Keywords: Ichthyofauna; predation; trophic interactions; exotic species; diet analysis
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Introduciao

Nas ultimas décadas, a bacia do rio Parana tem se destacado como uma das regides
mais afetadas por invasdes bioldgicas em ecossistemas de agua doce na América do Sul
(Darrigran e Damborenea, 2011; Miyahira et al., 2020). Entre os principais organismos
invasores presentes nesse sistema, destacam-se os moluscos ndo nativos Limnoperna
fortunei, Melanoides tuberculata e Corbicula fluminea, cuja expansao tem sido
amplamente facilitada por atividades humanas como a constru¢do de barragens, o
transporte fluvial e a transposi¢ao de bacias hidrograficas (Miyahira et al., 2020; Mansur
et al., 2012). Paralelamente, a ictiofauna nativa da bacia do Parand, reconhecida por sua
diversidade funcional e importancia ecologica, tem respondido de formas diversas a
presenca dessas novas presas em seu ambiente (Garcia e Protogino, 2005; Gonzélez-

Bergonzoni et al., 2020).

A interacdo entre predadores e presas ¢ um dos principais motores da dindmica
ecoldgica, influenciando a estrutura trofica e a estabilidade dos ecossistemas (Strayer,
2010). Em ambientes aquaticos, as relacdes entre peixes e macroinvertebrados —
incluindo moluscos — podem determinar padroes de coexisténcia, regulagao
populacional e fluxos de energia (Ricciardi e Maclsaac, 2011). No caso de espécies
invasoras, o consumo por predadores nativos tem sido apontado como um possivel
mecanismo de mitigacdo dos impactos ecologicos, embora sua eficacia dependa de
fatores como a densidade dos invasores, a capacidade de predacao e a disponibilidade de

presas alternativas (Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020; Glassic et al., 2023).

Além das alteragdes troficas, a presenga de moluscos invasores na bacia do Parana
também tem provocado impactos fisicos e quimicos relevantes para a estrutura dos
ecossistemas aquaticos, com consequéncias que vao desde a modificacdo da composi¢cao
bentdnica até a bioacumulagao de metais pesados e o entupimento de estruturas artificiais
(Miyahira et al., 2020; Darrigran e Damborenea, 2011). Apesar disso, estudos vém
mostrando que algumas espécies de peixes t€m incorporado esses moluscos em sua dieta,
o que pode representar um oportunismo tréfico a mudanga na disponibilidade de recursos
alimentares (Garcia e Protogino, 2005; Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020). Além disso, a

plasticidade alimentar de certos predadores pode influenciar diretamente a relevancia
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trofica desses invasores e, em alguns casos, contribuir para sua supressao local (Glassic

et al., 2023; Ricciardi e Maclsaac, 2011).

Diante disso, torna-se necessario compreender o papel que os moluscos invasores
desempenham na dieta da ictiofauna regional, especialmente em uma bacia hidrografica
de elevada complexidade ecologica e forte pressdo antropica como a do Parana (Miyahira
et al., 2020; Mansur et al., 2012). Uma revisao da literatura sobre esse tema pode oferecer
subsidios para a formulacdo de estratégias de manejo e conservacao, além de ampliar o
conhecimento sobre os efeitos ecoldgicos das invasdes bioldgicas em sistemas tropicais

e subtropicais (Ricciardi e Maclsaac, 2011).

Nesse contexto, este capitulo tem como objetivo revisar a literatura cientifica
sobre o consumo de moluscos invasores pela ictiofauna da bacia do rio Parana.
Especificamente, busca-se: (i) identificar, por meio de revisao bibliogréafica, as espécies
de peixes que consomem moluscos invasores; e (ii) avaliar a contribuicdo desses
moluscos para a dieta da ictiofauna em termos de frequéncia e relevancia trofica. As
hipdteses propostas sao: (i) os moluscos invasores representam uma importante fonte
alimentar para a ictiofauna da bacia do Parana; e (ii) o consumo de moluscos invasores
pela ictiofauna varia conforme a disponibilidade local dos invasores, a estrutura da

comunidade de invertebrados nativos e os habitos alimentares dos peixes predadores.

Moluscos invasores na bacia do Parana

A bacia do rio Parana tem sido amplamente afetada pela introdugao e dispersao
de espécies invasoras de moluscos de 4gua doce, sendo considerada uma das regides mais
vulnerédveis a processos de bioinvasdo no continente sul-americano (Oliveira et al., 2015;
Coelho et al., 2018; Sousa et al., 2024). Cinco espécies se destacam pela sua ampla
distribuicdo, impacto ecologico e alta capacidade de colonizagdo: os bivalves Limnoperna
fortunei (mexilhdo-dourado) e Corbicula fluminea (corbicula asidtica) e os gastropodes
Melanoides tuberculata, Helisoma duryi e Physa acuta (Cataldo e Boltovskoy, 1998;
Oliveira et al., 2011; Coelho et al., 2018; Miyahira et al., 2020).

Esses moluscos invasores compartilham caracteristicas tipicas de espécies bem-
sucedidas em ambientes invadidos, como elevadas taxas de fecundidade, ampla tolerancia

ambiental e rapida dispersdo, muitas vezes facilitada por a¢des humanas como navegacao,
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aquarismo ou uso de estruturas artificiais (Oliveira et al., 2015; Sousa et al., 2024; Duran-

Rodriguez et al., 2024).

Originario do sudeste asiatico, L. fortunei foi detectado pela primeira vez na bacia
do rio da Prata na década de 1990 e, desde entdo, expandiu-se rapidamente para diversas
bacias hidrograficas sul-americanas, incluindo a do Parana (Boltovskoy e Cataldo, 1999;
Oliveira et al., 2015). A dispersdo dessa espécie ocorre tanto de forma natural quanto
antrdpica, especialmente por meio de embarcagdes, equipamentos nauticos e estruturas

fixas, como represas e dutos (Oliveira et al., 2011; Oliveira et al., 2015).

A espécie apresenta notdvel capacidade de aderéncia a substratos duros, formando
colonias densas sobre rochas, conchas, raizes e até outros organismos bentonicos, o que
favorece sua fixacao e expansao territorial (Oliveira et al., 2015). Em ambientes tropicais
e subtropicais, L. fortunei pode se reproduzir continuamente ao longo do ano, com altas

taxas de crescimento populacional (Boltovskoy e Cataldo, 1999; Oliveira et al., 2011).

Seus impactos ecoldgicos sdo extensos, incluindo a obstrugdo de estruturas
hidraulicas, alteragdo da qualidade da 4agua, modificagdo na transparéncia e
disponibilidade de nutrientes e mudangas na estrutura da comunidade bentonica (Oliveira
et al., 2011; Oliveira et al., 2015). Além disso, ha indicios de que sua introducao criou
novas oportunidades alimentares para predadores nativos, como algumas espécies de

peixes da bacia do Parana (Sylvester et al., 2007).

Corbicula fluminea, originaria da Asia, foi introduzida na América do Sul décadas
antes de L. fortunei e ¢ amplamente distribuida em rios e reservatérios brasileiros,
incluindo o sistema do Parané (Cataldo e Boltovskoy, 1998; Maroneze et al., 2011). Essa
espécie habita principalmente substratos arenosos ¢ lamosos de ambientes 1€nticos ou de

baixa velocidade de corrente, onde pode formar populagdes densas (Paschoal et al., 2015).

A alta densidade de C. fluminea pode gerar efeitos negativos sobre espécies
nativas por meio da competi¢do por espago e alimento, além de alterar o funcionamento
do ecossistema bentdnico (Ferreira-Rodriguez et al., 2018). Estudos também mostram
que flutuagdes nos niveis da agua podem afetar diretamente a densidade dessa espécie,
uma vez que ela € sensivel a eventos de estresse hidrico (Paschoal et al., 2015). Na bacia

do Parand, a presenca simultanea de L. fortunei e C. fluminea pode levar a interacdes
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competitivas, nas quais o primeiro tende a sobrepor fisicamente o segundo, agravando o

impacto ecoldgico (Oliveira et al., 2015; Ferreira-Rodriguez et al., 2018).

O gastropode Melanoides tuberculata ¢ originario do norte da Africa e do sul da
Asia, tendo sido introduzido em ambientes dulcicolas brasileiros principalmente via
aquarismo (Coelho et al., 2018; Sousa et al., 2024). A espécie apresenta reprodugdo
partenogenética e elevada tolerancia ambiental, o que favorece seu estabelecimento em
uma ampla variedade de habitats, inclusive em areas urbanas e canais de irrigacao

(Coelho et al., 2018; Duran-Rodriguez et al., 2024).

Sua presenca tem sido confirmada em multiplas bacias hidrograficas, incluindo a
do Parana, onde ocupa ambientes 1€nticos e 1éntico-16ticos (Coelho et al., 2018; Sousa et
al., 2024). Estudos de modelagem geoespacial indicam um alto potencial de sobreposicao
com a distribui¢dao de gastropodes nativos, sugerindo risco de competicao e substituicao

de espécies locais (Sousa et al., 2024).

Além disso, M. tuberculata ¢ reconhecida como hospedeira intermediaria de
trematodeos parasitas, o que representa uma ameaga adicional a fauna nativa de
vertebrados aquaticos (Duran-Rodriguez et al., 2024). Embora existam poucos registros
de sua predacao por peixes na bacia do Parana, sua abundancia e ampla distribuicao
podem gerar implicagdes ecologicas indiretas relevantes (Coelho et al., 2018; Sousa et

al., 2024).

Physa acuta, origindria da América do Norte, ¢ uma espécie de gastrépode
invasora amplamente registrada em ambientes lénticos no Brasil, incluindo reservatorios
do baixo rio Tieté (Franga et al., 2007). Trata-se de um molusco pulmonado que habita
principalmente margens rasas com vegetacdo aqudtica, tolerando ampla variacdo de
condi¢cdes ambientais. Sua presenca tem sido associada a alteragdes na composigao das
comunidades bentonicas, competindo com espécies nativas por espaco e recursos. Além
disso, a capacidade de rapida reprodugao e dispersdo contribui para sua ampla distribuicao
e potencial impacto ecoldgico em ecossistemas aquaticos impactados por atividades

humanas (Franga et al., 2007).

Helisoma duryi, gastropode planorbideo origindrio da América do Norte, foi

registrado pela primeira vez em ambiente natural no Brasil em Juiz de Fora, Minas Gerais
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(Paraense, 1976). Desde entdo, a espécie tem sido registrada em diversas regides do pais,
com uma expansdo notavel em ambientes lénticos e artificiais, como tanques, canais e
reservatorios (Fernandez et al., 2010). Helisoma duryi possui ampla tolerancia a variagcdes
fisico-quimicas da agua, o que favorece sua dispersdo e colonizacdo de novos habitats.
Devido a isso, sua presenga pode representar risco ecoldgico ao competir com espécies
nativas por recursos e espago, além de contribuir para a homogeneizacdo da malacofauna
local. A facilidade de dispersao por meio de atividades humanas, como o comércio de
plantas aquaticas ornamentais, também tem sido apontada como um dos principais

vetores da sua introducgao (Fernandez et al., 2010).

Predaciao de moluscos pela ictiofauna: interacoes troficas e estratégias alimentares

A predagdo de moluscos por peixes em ambientes dulcicolas tem sido
documentada em diferentes regides do mundo, sendo considerada uma interagdo trofica
relevante, especialmente frente ao avango de espécies invasoras (Meira et al., 2024;
Magoulick e Lewis, 2002). No Brasil, estudos demonstram que varias espécies de peixes
da bacia do rio Parand incorporam moluscos, como L. fortunei e C. fluminea, em suas
dietas, o que sugere um potencial papel no controle natural dessas populagdes invasoras

(de Oliveira et al., 2010).

Essas interagdes entre peixes e moluscos envolvem caracteristicas
morfofuncionais associadas a dieta bentivora., como o desenvolvimento de estruturas
bucais capazes de triturar ou aspirar presas de concha dura (Peretti e Andrian, 2008;
Pessanha e al., 2015). Espécies com especializagdo invertivora ou carnivora, como
Serrasalmus marginatus e Hoplias aff. malabaricus, apresentam caracteristicas
morfofuncionais que favorecem a manipulacdo e ingestdo de presas bentonicas, incluindo

moluscos (Peretti e Andrian, 2008).

Bivalves e gastropodes sdo consumidos por uma ampla diversidade de peixes ao
redor do mundo, embora a intensidade da predacao dependa da disponibilidade de presas,
do tipo de substrato e da experiéncia alimentar dos predadores (Meira et al., 2024). No
caso da bacia do Paran4, a abundéancia de moluscos invasores pode representar um recurso
alimentar emergente explorado principalmente por espécies generalistas e oportunistas

(de Oliveira et al., 2010;).
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As interagdes troficas entre peixes e moluscos também estdo condicionadas por
alteragdes ambientais, como a formacdo de reservatorios, que favorecem o aumento de
ambientes l1énticos e, consequentemente, a proliferacdo de espécies como L. fortunei
(Hahn et al., 2008; de Oliveira et al., 2010). Essas modificagdes no habitat podem facilitar
o encontro entre predadores e presas, aumentando as chances de incorporagdo de

moluscos na dieta da ictiofauna (Hahn et al., 2008; Braga et al., 2012).

Além disso, estratégias alimentares como o oportunismo e a flexibilidade tréfica
sdo determinantes para a capacidade de os peixes explorarem moluscos invasores como
recurso (Kiitter et al., 2009; Braga et al., 2012). Espécies com ampla amplitude tréfica
conseguem ajustar sua dieta de acordo com a oferta de presas, o que pode incluir moluscos
quando estes estdo abundantes no ambiente (Braga et al., 2012; Pessanha et al., 2015;

Neves et al., 2024).

Do ponto de vista morfolégico, a forma e o comprimento do trato digestivo, a
estrutura dos dentes e a posi¢cdo da boca estao diretamente associados ao tipo de recurso
consumido pelos peixes (Peretti e Andrian, 2008; Pessanha et al., 2015). Essas
caracteristicas, quando associadas a habitos bentonicos ou demersais, favorecem o acesso
a presas como moluscos, principalmente nos substratos onde esses invertebrados se

concentram (Kiitter et al., 2009; de Oliveira et al., 2010).

Por fim, a eficiéncia predatdria sobre moluscos pode variar entre espécies e
individuos, influenciada por fatores como experiéncia alimentar, idade, morfologia e
habitat (Magoulick e Lewis, 2002; Meira et al., 2024). Tais variacdes devem ser
consideradas na avaliagdo do papel da ictiofauna no controle bioldégico de moluscos
invasores, bem como na compreensao das mudangas estruturais nas redes alimentares em

ambientes impactados (Magoulick e Lewis, 2002).
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Materiais e Métodos

Foirealizada uma busca sistematica na literatura cientifica para identificar estudos
que investigaram o consumo de moluscos invasores pela ictiofauna na bacia do rio
Parand. As buscas foram conduzidas nas plataformas Google Scholar, Scopus e Web of
Science, utilizando as combinagdes de palavras-chave: ("molusco invasor" OR
“Limnoperna fortunei” OR “Melanoides tuberculata” OR “Corbicula fluminea” OR
“Physa acuta” OR “Helisoma duryi”) AND (“conteudo estomacal” OR “analise de dieta”
OR “predacao”) AND (“peixe” OR ‘“ictiofauna”) AND (“bacia do Parand” OR
“reservatorio”). Foram incluidos artigos publicados até 2025. Os critérios de inclusao
foram: (i) ocorréncia comprovada de consumo de moluscos invasores por peixes nativos
ou ndo nativos; (i) localiza¢ao do estudo em rios ou reservatérios da bacia do Parana; e
(111) descricao clara da metodologia de andlise alimentar. Foram excluidos trabalhos que
nao diferenciavam moluscos nativos e invasores ou que niao permitiam associar

diretamente as espécies consumidoras as espécies de moluscos.

Resultados

Foram encontrados 16 artigos cientificos entre os anos de 1999 e 2025 que
abordam o consumo de moluscos invasores pela ictiofauna na bacia do rio Parana, com
énfase nas espécies Limnoperna fortunei, Corbicula fluminea, Melanoides tuberculata,
Physa acuta e Helisoma duryi. Os estudos contemplam diferentes trechos da bacia —
alto, médio e baixo Parana — e abrangem ambientes variados, como rios, planicies de

inundagao, canais e reservatorios (Cantanhéde et al., 2008; de Avila-Simas et al., 2019).

A espécie Limnoperna fortunei foi a mais investigada entre os moluscos invasores,
sendo identificada na dieta de aproximadamente 79 espécies de peixes, abrangendo
estagios adultos, juvenis e larvais (Oliveira et al., 2010; Avila-Simas et al., 2019; Paolucci
et al., 2015; Paolucci e Thuesen, 2015). Sua ingestao foi registrada tanto na forma adulta
quanto como larvas véligers, conforme demonstrado por analises de conteido estomacal
em diferentes fases ontogenéticas dos peixes (Paolucci e Thuesen, 2015; Paolucci et al.,
2017). Corbicula fluminea foiregistrada com frequéncia na dieta de 14 espécies de peixes
bentivoros, especialmente em ambientes loticos com substrato arenoso (Cantanhéde et

al., 2008; Oliveira et al.,, 2010; Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020). Por sua vez,
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Melanoides tuberculata foi consumida exclusivamente por Pimelodus maculatus, espécie
que também apresentou consumo de L. fortunei e C. fluminea (Cruz et al., 2025 — Capitulo
2 da presente tese) (Tabela 1). Nao foram encontrados registros de consumo das espécies

Physa acuta e Helisoma duryi por peixes na bacia do rio Parana.

Tabela 1. Espécies de peixes consumidoras de moluscos invasores na bacia do Parana.

Espécies Moluch(s) Referéncia
consumido(s)

Crenicichla Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
celidochilus P "
Crenicichla jurubi Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
Crenicichla minuano  Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
Crenicichla Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019;
missioneira P Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
Geopﬁagu's Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
brasiliensis
Gymnogeophagus Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
gymnogenys
Acestror'hy nehus Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
pantaneiro

. . . Avila-Simas et al., 2019;
Schizodon nasutus Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
Psalidodon fasciatus ~ Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019

. . . Avila-Simas et al., 2019;
Astyanax lacustris Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
S, ] latus Li fortunei Oliveira et al., 2010; Isaac et al.,
errasalmus maculatus Limnoperna fortunei 2014; Avila-Simas et al., 2019
Stezn‘dc‘zchnerma Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
brevipinna
Cyprinus carpio Limnoperna fortunei Cataldo et al.,, 2002; Avila-Simas
P P P etal., 2019

Hy p ostomu.s Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
isbrueckeri
Hypostomus Limnoperna fortunei Avila-Simas et al., 2019
roseopunctatus
Hypostomus Limnoperna fortunci Boltovskoy e Cataldo, 1999;

uruguayensis

Avila-Simas et al., 2019




Loricariichthys anus

Limnoperna fortunei
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Avila-Simas et al., 2019;
Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020

Pterodoras granulosus

Limnoperna fortunei /

Boltovskoy e Cataldo, 1999;
Montalto et al., 1999; Garcia e
Protogino, 2005; Oliveira et al.,

Corbicula fluminea 2010; Belz et al., 2012; Isaac et al.,
2014 Catenhéde et al., 2018;
Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
- Limnoperna fortunei Paolucci et al., 2015; Paolucci e
Sorubim lima (1
veligers Thuesen, 2015
Parapimelodus Limnoperna fortunci Paolucci e Thuesen, 2015;
valenciennis P Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
Pimelodus s Limnoperna fortunei Paolucci et al., 2015; Paolucci e
pp- veéligers Thuesen, 2015
Limnoperna fortunci Oliveira et al., 2010; Paolucci et
Theringichthys /op al., 2015; Paolucci e Thuesen,
veéligers e adultos / . , .
labrosus . . 2015; Gonzalez-Bergonzoni et al.,
Corbicula fluminea
2020
Pseudoplatystoma spp. Ll,n?nop erna fortunei Paolucci e Thuesen, 2015
véligers
Luciopimelodus pati Ll,n?nop erna fortunei Paolucci e Thuesen, 2015
véligers
Aphyocharax sp. Ll,n?nop erna fortunei Paolucci e Thuesen, 2015
véligers
Oliveira et al., 2010; Paolucci et
Limnoperna fortunei al., 2015; Paolucci e Thuesen,

Prochilodus lineatus

véligers e adultos

2015; Gonzalez-Bergonzoni et al.,
2020

Paolucci et al., 2015; Paolucci e

Apareiodon affinis Limnoperna fortunei Thuesen, 2015; Paolucci et al.,
P veligers e adultos 2017; Gonzalez-Bergonzoni et al.,
2020
Lycengraulis Limnoperna fortunei Paolucci e Thuesen, 2015;
grossidens véligers Paolucci et al., 2017
Limnoperna fortunei Paolucci et al., 2015; Paolucci e
Catathyridium jenynsii .. P Thuesen, 2015; Paolucci et al.,
véligers
2017
Limnoperna fortunei

Salminus brasiliensis

véligers

Paolucci et al., 2015
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Montalto et al., 1999; Boltovskoy
e Cataldo, 1999; Garcia e

Megaleporinus Limnoperna fortunei Protogino, 2005; Oliveira et al.,
obtusidens P 2010; Isaac et al., 2014; Rosa et
al., 2018; Gonzélez-Bergonzoni et
al., 2020
Brochiloricaria Limnoperna fortunci Garcia e Protogino, 2005;
chauliodon P Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
Leporinus striatus Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
. . . . Garcia e Protogino, 2005;
Rhinodoras dorbignyi  Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
Odontesthes humensis  Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
Pimelodus absconditus Limnoperna fortunei Gonzélez-Bergonzoni et al., 2020

Paraloricaria vetula

Limnoperna fortunei /
Corbicula fluminea

Boltovskoy e Cataldo, 1999;
Garcia e Protogino, 2005; Lopes e
Vieira, 2012; Gonzalez-
Bergonzoni et al., 2020

Pimelodus maculatus

Limnoperna fortunei /
Corbicula fluminea /

Melanoides tuberculata

Garcia e Protogino, 2005; Oliveira
et al., 2010; Isaac et al., 2014;
Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020;
Cruz et al., 2025 (cap 2 da tese)

Pimelodella gracilis Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
JSD;eudobonocep halus Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
Rhaphiodon vulpinus  Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
Galeochqrax Limnoperna fortunei Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020
humeralis
Hypostomus Limnoperna fortunei Oliveira et al., 2010; Gonzalez-
commersoni P Bergonzoni et al., 2020

Montalto et al., 1999; Boltovskoy
Pimelodus albicans Limnoperna fortunei e Cataldo, 1999; Gonzalez-

Bergonzoni et al., 2020

Ricola macrops

Limnoperna fortunei /

Garcia e Protogino, 2005;

Corbicula fluminea Gonzélez-Bergonzoni et al., 2020
Eigenmannia sp. Limnoperna fortunei Gonzélez-Bergonzoni et al., 2020
Pimelodella australis ~ Limnoperna fortunei Gonzélez-Bergonzoni et al., 2020
Auchenipterus nuchalis Limnoperna fortunei Gonzélez-Bergonzoni et al., 2020
Lorzcarzzch‘thy s Limnoperna fortunei Gonzélez-Bergonzoni et al., 2020
melanocheilus
Geophagus cf. Limnoperna fortunei Isaac et al., 2014

proximus




Megaleporinus
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elongatus Limnoperna fortunei Isaac et al., 2014

Leporinus friderici Limnoperna fortunei %llelra et al., 2010; Isaac et al.,
Leporinus lacustris Limnoperna fortunei Isaac et al., 2014

Potamotrygon cf. ) '

falkneri Limnoperna fortunei Isaac et al., 2014

Schizodon borellii

Limnoperna fortunei /
Corbicula fluminea

Oliveira et al., 2010; Isaac et al.,

2014

Megalancistrus lenqperna for.tunel / Oliveira et al., 2010
parananus Corbicula fluminea

Megaleporinus Limnoperna fortunei Oliveira et al., 2010
macrocephalus

Hypostomus ternetzi

Limnoperna fortunei /
Corbicula fluminea

Oliveira et al., 2010

Serra'salmus Lzmngpema fo:itunez / Oliveira et al., 2010
marginatus Corbicula fluminea

Piaractus ' Lzmngpema for'tunez / Oliveira et al., 2010
mesopotamicus Corbicula fluminea

Hypostomus regani Limnoperna fortunei Oliveira et al., 2010
Prerygop Iththy s Limnoperna fortunei Oliveira et al., 2010
ambrosettii

Potamotrygon motoro  Limnoperna fortunei Oliveira et al., 2010
Melj'/nms . Limnoperna fortunei Oliveira et al., 2010
lippincottianus

Auchenipterus Limnoperna fortunei Oliveira et al., 2010
osteomystax

Satanoperca setepele

Limnoperna fortunei /

Oliveira et al., 2010

Corbicula fluminea
Pinirampus pirinampu  Limnoperna fortunei Oliveira et al., 2010
Hovlias aff Oliveira et al., 2010; Lopes e

P . Limnoperna fortunei Vieira, 2012; Cruz et al., 2025 (cap
malabaricus
2 da tese)

Trachelyopterus Limnoperna fortunei /  Oliveira et al., 2010; Cruz et al.,
galeatus Corbicula fluminea 2025 (cap 2 da tese)
Plagzoscz‘on. lengperna for'tunel / Oliveira et al., 2010
squamosissimus Corbicula fluminea
Loricaria sp. Corbicula fluminea Oliveira et al., 2010
Spatuloricaria Limnoperna fortunei Cataldo et al., 2002

nudiventris
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Megalancistrus

aculeatus Limnoperna fortunei Belz et al., 2012

Micropogonias furnieri Limnoperna fortunei Lopes e Vieira, 2012

Oxydoras kneri Limnoperna fortunei Cataldo et al., 2002

Potamotrygon cf-

brachiurs Limnoperna fortunei Montalto et al., 1999

Rhamdia aff. quelen Limnoperna fortunei Lopes e Vieira, 2012

Triportheus nematurus Limnoperna fortunei Cruz et al., 2025 (cap 2 da tese)

Leporinus

amblyrhynchus Limnoperna fortunei Cruz et al., 2025 (cap 2 da tese)

As metodologias empregadas concentram-se na andlise visual de conteudo
estomacal, com identificagdo de conchas ou fragmentos calcificados, embora também
incluam abordagens experimentais € observacionais sobre efeitos populacionais (Rosa et
al., 2018; Gonzalez-Bergonzoni et al.,, 2020). Os estudos abrangem espécies com
diferentes habitos alimentares e graus de especializacao tréfica (Isaac et al., 2014; Rosa

et al., 2018).

Dentre as espécies consumidoras, Pterodoras granulosus apresentou alta
frequéncia de C. fluminea em ambientes l0ticos, com ocorréncia superior a 40% em
algumas amostras (Boltovskoy e Cataldo, 1999; Montalto et al., 1999; Cantanhéde et al.,
2008). Limnoperna fortunei também foi identificado na dieta dessa espécie,
especialmente em canais mais estaveis (Isaac et al., 2014; Garcia e Protogino, 2005;
Cantanhéde et al., 2008). Megaleporinus obtusidens se destacou como predador ativo de
L. fortunei emreservatorios, com reducao significativa na densidade do molusco em areas
sob forte pressdo predatoria (Montalto et al., 1999; Boltovskoy e Cataldo, 1999; Garcia e
Protogino, 2005; Oliveira et al., 2010; Isaac et al., 2014; Rosa et al., 2018; Gonzalez-
Bergonzoni et al., 2020).

O consumo de moluscos invasores ndo se restringiu a poucos grupos taxondmicos.
Limnoperna fortunei e C. fluminea foram registrados na dieta de ao menos 13 espécies
de peixes em estudos realizados na planicie de inundagdo do alto rio Parana (Oliveira et

al., 2010). Em um levantamento mais amplo, L. fortunei foi identificado nos contetidos
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estomacais de 22 espécies, sendo que 11 dessas ndo haviam sido previamente

reconhecidas como moluscivoras (de Avila-Simas et al., 2019).

O consumo também foiregistrado em fases iniciais de ontogenia. Larvas de peixes
como Catathyridium jenynsii € Salminus brasiliensis foram observadas ingerindo véligers
de L. fortunei em ambientes eutroficos e subtropicais (Paolucci et al., 2015; Paolucci e

Thuesen, 2015; Paolucci et al., 2017).

As evidéncias diretas de predacao, obtidas principalmente por meio de analise de
conteudos estomacais, confirmam a presenca recorrente de L. fortunei e C. fluminea em
dietas de peixes bentivoros e onivoros (Garcia e Protogino, 2005; Cantanhéde et al., 2008;
Oliveira et al., 2010; Isaac et al., 2014). Esses dados sdao reforcados por estudos que
demonstram correlacdo positiva entre a abundancia ambiental de L. fortunei e sua
frequéncia nos estdmagos de peixes como M. obtusidens e Prochilodus lineatus (de

Avila-Simas et al., 2019; Gonzélez-Bergonzoni et al., 2020).

A frequéncia de ocorréncia de L. fortunei nos conteiidos estomacais variou entre
10% e 35% nas planicies de inundacdo, com maiores valores em espécies bentivoras e
habitats com substrato consolidado (Isaac et al., 2014; de Avila-Simas et al., 2019). Em
reservatorios como o de Funil, os valores oscilaram entre 12% e 28%, principalmente em
zonas litoraneas e areas com presenga de estruturas artificiais (Rosa et al., 2014). Ja C.
fluminea apresentou frequéncias superiores a 40% em P. granulosus em trechos de rio

com substrato fino (Cantanhéde et al., 2008).

Os fatores que influenciam o consumo incluem a abundancia e acessibilidade das
presas, estrutura fisica do habitat, tipo de substrato e morfologia alimentar dos peixes
(Peretti e Andrian, 2008; Miyahira et al.,, 2020; Linares et al., 2020). Peixes com
estruturas bucais robustas e comportamento bentdnico apresentam maior eficiéncia na
predacdo de moluscos com conchas rigidas (Cantanhéde et al., 2008; Rosa et al., 2023).
A plasticidade alimentar e o oportunismo troéfico também favorecem a incorporagdo
desses itens por espécies originalmente nio moluscivoras (Isaac et al., 2014; de Avila-

Simas et al., 2019).

Ambientes lénticos, como reservatorios e canais, favoreceram a fixag¢do e o

consumo de L. fortunei, enquanto C. fluminea foi mais frequente em ambientes l6ticos,
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especialmente rios com substrato arenoso (Cantanhéde et al., 2008; Rosa et al., 2014).
Em regides a jusante de barragens, a redu¢do da correnteza e o acimulo de matéria
organica favorecem a agregacdo de moluscos e ampliam sua exploracdo trofica (de
Oliveira et al., 2010; Boltovskoy e Correa, 2014). Em termos regionais, os maiores
registros de predacdo foram encontrados no sudeste e sul do Brasil, onde condi¢des
ambientais estaveis e presenga de substratos artificiais promovem altas densidades de
moluscos invasores (Oliveira et al.,, 2010; Lopes e Vieira, 2012; Isaac et al., 2014;

Catenhéde et al., 2018; Rosa et al., 2018).

Por fim, variacdes sazonais também podem influenciar o consumo. Durante a
estacdo seca, a retragdo do nivel da 4gua concentrou presas em zonas rasas, aumentando
a ocorréncia de moluscos nos contetidos estomacais (Rosa et al., 2018). Na cheia, a maior

disponibilidade de recursos reduziu essa frequéncia (Isaac et al., 2014).

Discussao

A analise dos estudos revisados revelou padrdes consistentes de predagdo de
moluscos invasores pela ictiofauna da bacia do Parana, com destaque para L. fortunei e
C. fluminea. Ambas as espécies foram detectadas com frequéncia nos conteudos
estomacais de peixes de diferentes guildas alimentares, tanto em ambientes lénticos
quanto 16ticos (Cantanhéde et al., 2008; Isaac et al., 2014; de Avila-Simas et al., 2019;
Rosa et al., 2014).

A ocorréncia desses moluscos em dietas variadas sugere um padrao de
incorporagdo trofica oportunista por parte dos peixes, influenciado pela abundancia da
presa e pela disponibilidade no ambiente (Gonzéalez-Bergonzoni et al., 2020; Linares et
al., 2020). O consumo foi registrado em diferentes estagios ontogenéticos, inclusive em
larvas, como observado para L. fortunei (Paolucci et al., 2015; Paolucci e Thuesen, 2015).
Tal plasticidade trofica contribui para o reposicionamento funcional de espécies invasoras
dentro da cadeia alimentar, ampliando seu papel ecoldgico nos sistemas invadidos (Rosa

et al., 2023; Ramos, 2024).

A disponibilidade ambiental das presas, especialmente em ambientes eutrofizados
e regulados por barragens, influencia diretamente o padrdo de consumo. Ambientes

lénticos, com substratos duros e estruturas artificiais, favorecem a fixacao de L. fortunei,
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0 que aumenta sua acessibilidade e, consequentemente, sua exploragdo pela ictiofauna
(Oliveira et al., 2015; Pereira et al., 2018). Além disso, a presenca de represas modifica
os fluxos hidrologicos, facilitando o estabelecimento e expansdo desses moluscos

(Boltovskoy e Correa, 2014; Linares et al., 2020).

Os estudos indicam que peixes com morfologia alimentar adaptada a ingestao de
presas duras — como estruturas bucais robustas e dentes trituradores — tém maior
eficiéncia na predacdo de bivalves e gastropodes invasores (Peretti e Andrian, 2008;
Paolucci e Thuesen, 2015). Espécies bentonicas, como Pterodoras granulosus € Rhamdia
aff. quelen, demonstraram maior frequéncia de consumo, principalmente em substratos
arenosos e de baixa velocidade de corrente (Cantanhéde et al., 2008; Rosa et al., 2023).
No entanto, apesar da riqueza de informacdes sobre L. fortunei e C. fluminea, os dados

sobre M. tuberculata permanecem escassos.

Apesar de Melanoides tuberculata ser uma das principais espécies invasoras de
agua doce no Brasil, os estudos que avaliam especificamente sua predagao por peixes na
bacia do Parand ainda sdo inexistentes ou escassos. O mesmo ocorre para as espécies
Physa acuta e H. duryi. Porém, a auséncia de registros diretos ndo deve ser interpretada
como auséncia de intera¢do trofica, mas sim como reflexo da escassez de estudos

especificos sobre essas espécies (Isaac et al., 2014).

Embora ainda nao haja outros registros da predacao de M. tuberculata por peixes
na bacia do rio Parana, estudos realizados em outras bacias hidrograficas brasileiras
sugerem que essa interagao ¢ possivel. No reservatorio de Lajeado, bacia do rio Tocantins,
foi documentada a presenca de M. tuberculata no conteudo estomacal de Pterodoras
granulosus, uma espécie nativa amplamente distribuida na bacia do Parana (Agostinho et
al., 2009). Essa evidéncia refor¢a a hipotese de que peixes nativos podem explorar esse

molusco invasor como recurso alimentar.

Em outras regides do mundo, M. tuberculata tem demonstrado alta capacidade de
adaptagdo ambiental, o que pode favorecer sua persisténcia e proliferagdo mesmo em
condi¢des adversas (Mitchell e Brandt, 2005). A espécie tolera uma ampla faixa de
temperatura, inclusive em ambientes artificiais ou termicamente alterados, como canais e
reservatorios aquecidos, o que pode dificultar a atuagdo de predadores nativos (Mitchell

e Brandt, 2005).



31

Estudos realizados com Tarebia granifera, espécie com nicho ecologico
semelhante ao de M. tuberculata, mostram que moluscos do grupo Thiaridae tém
potencial para alterar cadeias troficas, afetando desde moluscos nativos até o acesso da
ictiofauna a presas bentonicas (Pearson et al.,, 2024). Além disso, um experimento
demonstrou que moluscivoros como a carpa-negra (Mylopharyngodon piceus) consomem
M. tuberculata ativamente, adaptando sua estratégia alimentar a oferta e ao tamanho da

presa (Mitchell e Brandt, 2005).

No Brasil, M. tuberculata tem sido registrada como espécie dominante em habitats
alterados, inclusive suprimindo popula¢des de Biomphalaria glabrata, o que evidencia
sua capacidade competitiva e de alteragdo da fauna local (Giovanelli et al., 2005). Essa
evidéncia reforca a necessidade de investigacdes futuras que explorem essa possivel

interagao com espécies da ictiofauna brasileira.

A espécie Physa acuta apresenta alta tolerdncia a ambientes impactados e
artificializados, o que favorece sua permanéncia em locais onde outras espécies de
moluscos ndo persistem (Franga et al., 2007). A espécie € frequentemente encontrada em
corpos d’adgua com baixa qualidade ambiental, inclusive em locais contaminados por
compostos quimicos e esgoto doméstico (Cieplok e Spyra, 2020). Essa capacidade de
tolerancia e adaptacao ambiental pode reduzir sua vulnerabilidade a predagao direta, uma
vez que ela € capaz de sobreviver em condi¢des adversas, onde predadores potenciais sao

menos abundantes ou eficientes.

Estudos experimentais demonstram que P. acuta responde de forma adaptativa a
diferentes formas de estresse ambiental. Em estudo de Bernot et al. (2005), nos Estados
Unidos, foi observado que a exposicdo a liquidos idnicos alterou significativamente o
comportamento de locomogao e alimentacao da espécie. Da mesma forma, Brown et al.
(2012), também nos Estados Unidos, relataram em experimento que o triclosan, um
contaminante comum em aguas urbanas, influencia negativamente o crescimento e a
atividade de P. acuta. Essas alteragdes comportamentais podem ter implicagdes
ecologicas importantes, incluindo o potencial de evasdo de predadores ou alteragdo da

disponibilidade como presa (Brown et al., 2012).

Embora ainda ndo haja documentagdo formal sobre a predagdo de P. acuta por

peixes na bacia do Parana, estudos internacionais com peixes moluscivoros indicam que
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a morfologia e o desempenho alimentar dos predadores sdo fatores cruciais para
determinar a predacao de moluscos de corpo mole e conchas frageis, como € o caso de P.
acuta (Huckins, 1997; Slootweg, 1998). Assim, ¢ possivel que a ictiofauna neotropical
com adaptagdes para consumo de moluscos seja capaz de consumir P. acuta como recurso
alimentar, especialmente em habitats com alta densidade da espécie. Investigagdes futuras
poderdo elucidar o papel trofico dessa espécie nas cadeias alimentares dos sistemas

aquaticos da bacia do Parana.

A espécie Helisoma duryi apresenta uma capacidade adaptativa que inclui
respostas fisiologicas e comportamentais a estresses ambientais, como variagdes no
oxigénio dissolvido e poluentes, favorecendo sua sobrevivéncia em habitats
antropogénicos (Fernandez et al., 2010; Miyahira et al., 2020). Tal resisténcia pode
reduzir a vulnerabilidade da espécie a predacao direta, uma vez que ambientes degradados
tendem a abrigar menos predadores naturais ou predadores com eficiéncia reduzida
(Miyahira et al., 2020). Esse contexto ecologico pode ajudar a explicar a escassez de
estudos sobre interagdes troficas envolvendo H. duryi nos ambientes invadidos, refletindo

mais uma lacuna de pesquisa do que a inexisténcia da predacao.

Os resultados revisados confirmam a hipotese de que moluscos invasores
representam um recurso trofico importante para diversas espécies de peixes na bacia do
Parana (Isaac et al., 2014; de Avila-Simas et al., 2019). A segunda hipotese, de que a
predacao ¢ influenciada pela disponibilidade ambiental e competicdo com presas nativas,
também foi corroborada, especialmente nos casos em que L. fortunei se torna dominante

em ambientes alterados (Rosa et al., 2023; Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020).

Do ponto de vista do manejo, os dados sugerem que a ictiofauna nativa pode
exercer controle biologico parcial sobre moluscos invasores, principalmente em habitats
favoraveis a predagdo (Rosa et al., 2018). No entanto, esse efeito depende de multiplos
fatores — incluindo morfologia dos peixes, tipo de habitat e densidade das presas — e

nao deve ser superestimado sem validagdo experimental.

As principais limitagdes dos estudos revisados incluem a escassez de dados de
predacdo para M. tuberculata, P. acuta e H. duryi, a auséncia de abordagens moleculares
(como DNA mabarcoding) e a restricdo geografica das pesquisas. H4 também uma

caréncia de estudos longitudinais e em microhabitats especificos, o que limita a
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compreensdo de como as interagdes troficas variam ao longo do tempo e em diferentes

contextos ambientais.

Conclusao

Os dados disponiveis demonstram que L. fortunei e C. fluminea ja desempenham
um papel relevante nas dietas da ictiofauna da bacia do Parana, com varia¢des conforme
ambiente, habitos alimentares e estagio ontogenético. A presenca frequente desses
bivalves em contetidos estomacais evidencia sua relevancia como recurso alimentar,

especialmente em ambientes com substratos favoraveis e alta densidade de moluscos.

Em contraste, informacdes sobre a predagao de Melanoides tuberculata, P. acuta
e H. duryi ainda sdo ausentes, representando uma lacuna relevante no conhecimento
ecolégico da regido. Investigar a predacdo dessas espécies e realizar comparacdes com
outras regides invadidas pode ser essencial para orientar agdes de conservagdo e

mitigacdo em ecossistemas aquaticos neotropicais.

A presenga de moluscos invasores na dieta da ictiofauna aponta para alteracdes
nas redes troficas locais, com potencial redistribuigdo de nichos e aumento da
conectividade alimentar. Embora espécies nativas possam atuar como predadores
naturais, o controle biologico exercido ¢ limitado e dependente de fatores ecoldgicos,
como estrutura do habitat e abundancia das presas. Assim, estratégias de manejo devem
considerar essas interagdes, mas com base em evidéncias especificas e integradas a outras

abordagens.

Futuras pesquisas devem priorizar o uso de técnicas como o DNA metabarcoding
aliado a metodologia morfologica tradicional para detec¢do mais precisa de itens
alimentares, além de estudos experimentais e de longo prazo que avaliem o papel
funcional de moluscos invasores em diferentes contextos ambientais, subsidiando

estratégias de manejo e conservagdo mais eficazes.
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Abstract

This study explores the interaction between ichthyofauna and invasive species in aquatic
environments of the Amador Aguiar II dam, located in the Araguari River, Minas Gerais,
Brazil. The research focuses on the impact of invasive mollusks, such as Limnoperna
fortunei, Melanoides tuberculata, and Corbicula fluminea, on the structure and dynamics
of aquatic ecosystems, evaluating their presence in the diet of ichthyofauna in upstream
and downstream areas of the dam. The results showed that the proportion of L. fortunei
in ichthyofauna diet was significantly higher downstream, while M. tuberculata and C.
fluminea predominated upstream. The stomach content analysis revealed that only a few
fish species, such as Pimelodus maculatus and Triportheus nematurus, consistently
consumed these invasive mollusks, albeit with low frequency compared to other food
items, such as plant material and aquatic insects. The data suggest that the consumption
of invasive mollusks by fish can partially moderate their impacts, but isolated predation

is insufficient to control their populations. The incrustation experiment revealed a
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homogeneous distribution of L. fortunei between the sites, indicating its trophic plasticity
to fragmented environments and adverse conditions, such as water level variation.
Despite the partial integration of these invaders into the food webs, their ecological
impacts, including alterations in sediments and nutrient availability, highlight the need
for continuous management. The study underscores the importance of control and
conservation strategies to mitigate the impacts of invaders, especially in areas influenced

by dams, contributing to biodiversity preservation and aquatic ecosystem sustainability.

Keywords: Aquatic biodiversity; Exotic species; Trophic interactions; Neotropical fish;

Dam; Cerrado.
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Introduction

The accelerated globalization since the late 20th century has intensified the
accidental or intentional introduction of invasive species, creating a growing and
widespread problem (Machado and Oliveira, 2009). In the Brazilian context, the
introduction of invasive species dates back to the arrival of European and African ships,
whose hulls transported non-native marine organisms (Souza et al., 2009). More recently,
ballast water discharge has facilitated the entry of exotic species into freshwater
environments, contributing to the alteration of local biodiversity (Carlton and Geller,

1993; Souza et al., 2009).

In aquatic environments, many of these species have caused significant negative
impacts, mainly due to the predation of native species by exotic predators, which has led
to a reduction in the diversity and abundance of local fauna, as well as changes in trophic
dynamics and destabilization of ecosystems (Moyle and Light, 1996; Beisner et al., 2003).
However, some ofthese species, such as certain invasive mollusks, can create new trophic
niches for local predators, generating complex interactions between native and exotic
species (Pelicice and Agostinho, 2009). This phenomenon is particularly relevant for
understanding the long-term impacts of these invasions, as native predators may exhibit
trophic plasticity to these new food sources, which could alter their foraging strategies
and, consequently, impact the ecological balance in unpredictable ways (Beisner et al.,

2003).

In Brazil, the introduction of exotic mollusks into freshwater environments began
in the 1960s, with notable species such as the bivalves Corbicula fluminea (Miiller, 1774)
and Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), as well as the gastropod Melanoides
tuberculata (Miiller, 1774) (Latini et al., 2016). These species are highly adaptable,

capable of colonizing various types of aquatic environments, including those impacted
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by human activities (Latini et al., 2016). The rapid spread of L. fortunei is favored by the
mobility of its larvae and the ability of adults to attach to hard substrates (Andrade et al.,
2015), with its dispersal further facilitated by dam construction, increased connectivity
between river basins, and inland navigation (Boltovskoy, 2015). All three species have
already been recorded in various aquatic environments in Minas Gerais (Fernandez et al.,
2003; Maroneze et al., 2011; Bastos, 2020), including the area surrounding the Amador
Aguiar I1 Hydroelectric Power Plant (HPP), either through studies conducted in the region
or based on visual observation (Jacobucci, pers. obs., 2015; Bastos, 2020; Barboza et al.,

2025).

The presence of these invasive species has caused changes in the dynamics of
aquatic communities, particularly in reservoirs, where the formation of lentic
environments favors the proliferation of these mollusks, often to the detriment of native
species. Different studies indicate that M. tuberculata, C. fluminea, and L. fortunei have
altered the structure of fish and invertebrate communities in several Brazilian reservoirs,
by competing with native species for essential resources such as food and habitat (Garcia
and Montalto, 2009; Pelicice and Agostinho, 2009; Ricciardi and Maclsaac, 2011,
Andrade et al., 2015; Silva et al., 2021). These impacts are even more pronounced due to
the absence of natural predators of these species in the newly invaded areas, which gives

them a significant competitive advantage (Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020).

Moreover, the ingestion of these invasive mollusks by fish has been observed in
several studies, highlighting a shift in the diets of these animals (Junior et al., 2008; Garcia
and Montalto, 2009; Pereira, 2014). Specifically, the presence of fragments of L. fortunei
and C. fluminea shells in the digestive tracts of fish indicates that these mollusks have
become a predominant food source in some regions (Junior et al., 2008; Garcia and

Montalto, 2009). Such trophic plasticity may contribute to the stabilization of invasive
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populations, as fish consume these mollusks in large quantities, leading to an increase in
the homogenization of diets and a decrease in the diversity of available food sources in

the environment (Rosa et al., 2021; Silva et al., 2021).

In this context, the present study aims to evaluate the presence of M. tuberculata,
C. fluminea, and L. fortunei in the stomach content analysis diets of fish in the area of the
Amador Aguiar II Dam, located in the Araguari River, Minas Gerais. The specific
objectives were: (i) to assess the presence of these invasive species in the diets of fish
upstream and downstream of the dam; and (i1) to investigate the variation in the
occurrence of L. fortunei in the diets of fish between the upstream and downstream
stretches. The formulated hypotheses are: (1) there will be a high proportion of invasive
mollusks compared to other items in the dietary composition of fish; and (2) in the
upstream stretch, where L. fortunei invasion is more recent, the representation of this

species in the fish diet should be lower.

Materials and methods

Study area

The Araguari River (Figure 1) originates in the Serra da Canastra National Park,
located in the municipality of Sdo Roque de Minas, and has a drainage area of 21,063
km?, flowing for 475 km before emptying into the Paranaiba River. The Araguari River
is one of the main tributaries of the Paranaiba River, which, in turn, joins the Grande
River to form the Parana River, thereby integrating the La Plata Basin (Agéncia Nacional

de Aguas — ANA, 2013).

According to the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE, 2021), the
Araguari River spans 30 municipalities in the Mesoregion of Triangulo Mineiro and Alto

Paranaiba, in the state of Minas Gerais, including the municipality of Araguari, where the
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Amador Aguiar II Hydroelectric Power Plant (18°39'33" S; 48°26'14" W) is located. This

plant has an installed generation capacity of 210 MW and a reservoir with a useful volume

of 872.83 million m* (Capim Branco Energy Consortium — CCBE, [n.d.]).

Figure 1. Location of the sampling sites upstream and downstream of the Amador Aguiar II

Hydroelectric Power Plant, Araguari River, Minas Gerais, Brazil.
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Fish collections were conducted at two distinct sections of the Amador Aguiar II

Hydroelectric Power Plant reservoir: one located upstream (18° 44.931° S, 48° 16.430°

W) and the other downstream (18° 28.301” S, 48° 36.224> W) (Fig. 1). Sampling took

place in July and October 2023 and February and May 2024, totaling four campaigns

throughout the study period.
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At each site and sampling period, a set of eight gillnets (10 x 2 m) with different mesh
sizes (15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, and 60 mm between opposite knots) was deployed to
ensure the capture of individuals from various size classes. The nets were set in the late
afternoon and retrieved the following morning, remaining submerged for approximately
16 hours. Each net functioned as an independent replicate within each sampling site, while

the different sampling campaigns represented temporal replicates.

To minimize suffering after removal from the nets, fish were euthanized in a clove oil
solution (whose active compound is eugenol) at a concentration of 300 mg/L for 10
minutes. After this period, opercular movement was monitored, and stimuli were applied
to confirm death. Captured individuals were identified, measured for standard length (SL,
cm), and weighed using a precision scale (0.1 g). Specimens were subsequently deposited
in the fish collection of the Cerrado Biodiversity Museum (Museu de Biodiversidade do
Cerrado — MBC), INBIO — Federal University of Uberlandia (UFU). Next, fish were
dissected for removal of stomachs and intestines, which were immediately preserved in
96% ethanol. Gastrointestinal contents were then examined under a stereomicroscope,
and food items were identified, whenever possible, to the taxonomic level of order and

species. Additional categories were created when necessary.

The procedures described above comply with the provisions of Law No. 11.794 of
October 8, 2008, Decree No. 6.899 of July 15, 2009, and the regulations issued by the
National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA), and were
approved by the Ethics Committee for the Use of Animals (CEUA) of the Federal

University of Uberlandia under protocol No. 23117.014834/2023-95.

Colonization experiment of Limnoperna fortunei
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An experiment was conducted to assess the colonization of Limnoperna fortunei on
artificial substrates, providing an estimate of the occurrence of this invasive species in
stretches with both recent and long-term presence of the golden mussel. The substrate
used was adapted from the artificial substrate proposed by Mansur et al. (2009). A total
of 40 bricks were employed as experimental units (20 upstream and 20 downstream),
wrapped with plastic tape and connected to a PET bottle (Figure 2). Each brick
represented an independent replicate, allowing for the capture of variability within each
site. The bricks were submerged at spaced points near the sections where gillnets were

deployed for ichthyofauna sampling, in February 2024, and were retrieved in May 2024.

Figure 2. Representation of the artificial substrate used in the colonization experiment

Summer was selected as the submersion period due to its correspondence with the
peak larval production of the invasive golden mussel (Limnoperna fortunei) (Mansur et

al., 2009; Bergonci et al., 2009), as well as its characteristic high diversity and abundance
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of benthic fauna (Martins et al., 2015). Following a 90-day submersion period, 13 out of
the 20 bricks deployed upstream and 19 out of the 20 bricks deployed downstream were
successfully recovered. The bricks were retrieved and transported to the Laboratory of
Aquatic Ecosystem Ecology (LEEA) at the Federal University of Uberlandia, Minas
Gerais. The PET bottles were discarded along with the plastic ties and the organisms
attached to them, such as sponges. The bricks were then individually examined, and the
mussels found adhered to their surfaces were fixed in 70% ethanol for preservation

(Figure 3).

Figure 3. Bricks recovered after 90 days of submersion.

Sampling of benthic organisms and larval density of L. fortunei

To assess the availability of benthic organisms at the sampling sites, a single collection
was carried out upstream and downstream of the dam in February 2024. Benthic
organisms were collected by dragging a D-frame net along the riverbanks of the sampled

stretches, both upstream and downstream. Material collected at four points near the fish
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sampling nets was stored in four plastic bags, fixed in 10% formalin during the collection,
and later washed in the laboratory and preserved in 70% ethanol in three plastic bags for
sorting and identification under a stereoscopic microscope. The organisms were sorted
and identified to the order level in the case of insects, and to the species level for the target

invasive species.

Larval sampling of L. fortunei was conducted during two distinct periods, in
November 2023 and February 2024. For sampling, a 30 um mesh plankton net was used
to filter a total volume of 300 L of water, obtained through successive collections using
a 10 L bucket. Each campaign represented a temporal replicate of the experiment, while
each 300 L sampling was considered an independent replicate. After collection, the
samples were stored in appropriate containers and fixed in a 4% formalin solution for

preservation and subsequent analysis.

Data Analysis

Regarding the diet of the ichthyofauna, fish abundance and biomass were assessed

using estimates based on Catch Per Unit Effort (CPUE):

CPUE = (C/E) * 100

Where: C =total number of individuals or total weight captured, and E = fishing effort
employed (net area % fishing time x number of samplings). The index was calculated

based on the number of individuals (individuals/m?) and biomass (kg/m?).

The frequency of occurrence (F) and the percentage by weight (%P) of the food items
found in the stomachs were used to describe the diet of the species (Hyslop, 1980). These
values were combined to identify the main food items through the Index of Relative

Importance (IA), as proposed by Kawakami and Vazzoler (1980):
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F; X %P;

i = S < %P,

Where: TA; represents the Feeding Index of item i; F; is the frequency of occurrence

of item i; and %P; is the relative weight of item 1.

Finally, to estimate the contribution of each food category to the total biomass of the

captured fish, the Feeding Contribution Index was calculated as:

SCPUE; X IA;

Where: CPUE; = biomass-based catch per unit effort (CPUE) for species 1; [A; =

Feeding Index of item 1.

The total quantification of L. fortunei was performed across the entire surface area
of each brick used in the artificial substrate experiment. Quantitative data were used to
calculate mussel coverage relative to the brick area (area = 4,959 cm?). Mussel coverage
on each brick was measured from laboratory-acquired photographs, which were

processed using the Imagel software.

The Mann-Whitney test was used to compare mean mussel cover between locations
(upstream and downstream), while the Student’s t-test was employed to compare
benthic organism abundance per sample between locations, for each taxonomic group
identified. All statistical analyses were performed using RStudio version 3.5.1 (R Core

Team, 2018), adopting a 5% significance level.
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To assess L. fortunei larval density, samples were homogenized and aliquots were
extracted for analysis under optical microscopy, using a Sedgewick-Rafter counting
chamber with internal dimensions of 20 x 50 x 1 mm and a capacity of 1 mL. In the
laboratory, aliquots corresponding to 10% of the total sample volume were examined.
When fewer than 100 individuals were counted, additional aliquots were analyzed until
this threshold was reached, or the entire sample was examined when necessary. L.
fortunei larval density (ind. m™3) was calculated using the following formula (APHA,

2005):

Ind.m™3 = LV
V”XV,”

Where:

C = number of individuals counted

V’ = volume of the concentrated sample (mL)
V’’ = volume of the aliquot (mL)

V>’ = volume of the collected sample (m?)

Results

Diet of the ichthyofauna upstream and downstream of the Amador Aguiar Il dam

During the four sampling campaigns conducted upstream of the Amador Aguiar II
dam, a total of 11 fish species were identified, comprising 88 individuals. Of these, 56
individuals had empty stomachs, while 31 had full stomachs, in which 19 food items were
identified (Table S1; see supplementary material). These included digested material

(d.m), vegetal material (v.m) (leaf fragments, seeds, twigs, etc.), algae, soybean, sponge
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spicules, Trichoptera, Diptera, Plecoptera, Coleoptera, Ephemeroptera, Odonata,
Melanoides tuberculata, Corbicula fluminea, Ostracoda, zooplankton, Dilocarcinus

pagei, unidentified insects (u.i), fish, and plastic (Figure 4a).

Vegetal material was the most frequently consumed food item, being present in the
stomach contents of 7 out of the 15 species analyzed (Figure 4a). The species Pimelodus
maculatus exhibited the highest dietary diversity, ingesting 17 of the 19 items recorded
throughout the four sampling periods, with soybean (F = 13.46), vegetal material (F =
5.41), and fish (F = 4.25) being the most frequent. Rhamdia aff. quelen, in turn, consumed

six items, with Odonata (F = 2.11) and spicules (F = 0.73) being the most frequent.

Among the invasive species, Melanoides tuberculata was consumed exclusively by
P. maculatus (F = 0.71), while Corbicula fluminea was recorded only in the diet of

Trachelyopterus galeatus (F = 0.005).

Downstream, 12 species were identified, totaling 110 individuals, of which 29 had
empty stomachs and 81 had full stomachs. A total of 12 food items were identified:
digested material (d.m), vegetal material (v.m), unidentified insects, Limnoperna
fortunei, Macrobrachium pantanalense, Diptera, Odonata, Trichoptera, Hemiptera, fish,
plastic, and algae (Table S2; see supplementary material). The most prevalent food item

was vegetal material, consumed by 9 of the 12 species (Figure 4b).

Triportheus nematurus exhibited the highest dietary diversity, consuming 9 out of
the 13 identified items. The most frequent items in its diet were digested material (F =
6.50), the invasive species L. fortunei (F = 2.32), and Diptera (F = 0.98). Serrasalmus
maculatus stood out as the second most diverse feeder, ingesting seven items, with the

invasive species Melanoides tuberculata being the most frequent (F = 16.62).
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The invasive species L. fortunei was recorded in the diet of 7. nematurus (F = 2.32),
P. maculatus (F = 1.65), Leporinus amblyrhynchus (F = 0.24), and Hoplias aff.
malabaricus (F = 0.97). The item Macrobrachium pantanalense was consumed by
several species, including P. maculatus (F = 1.65) and H. aff. malabaricus (F = 0.97),

with the highest consumption frequency observed for S. maculatus (F = 16.62).

Figure 4. Frequency of food items found in the stomachs of fish species captured during the four
sampling campaigns in the upstream (a) and downstream (b) area of the Amador Aguiar Il dam

(insect.n.i = unidentified insects; m.d = digested material; m.v = vegetal material).
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Regarding numerical abundance, the most representative species upstream were
Satanoperca setepele, Pimelodus maculatus, and Hypostomus sp. 2, which together
contributed 73.25% of the total number of individuals captured (Figure 5a). In terms of
biomass, the most abundant species were P. maculatus, Hypostomus sp. 2, and S. setepele,

accounting for 61.66% of the total biomass captured (Figure 5b).

Downstream, regarding numerical abundance, the most representative species were
Serrasalmus maculatus, Pimelodus maculatus, and Triportheus nematurus, which

together contributed 62.71% of the total number of individuals captured (Figure 5¢). In
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terms of biomass, the most abundant species were S. maculatus, P. maculatus, and
Hoplias aff. malabaricus, accounting for 58.94% of the total biomass captured (Figure

5d).

Figure 5. Percentage of Catch Per Unit Effort (CPUE) by number of individuals and biomass for
fish species collected in July and October 2023, and February and May 2024, in the upstream (a,

b) and downstream (c, d) section of the Araguari River, Minas Gerais.
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The estimated contribution of each food category to the total fish biomass captured
upstream suggests that 43.59% of the biomass is sustained by vegetal material, 23.99%
by digested material, 17.30% by soybeans, 5.92% by fish, and 3.90% by unidentified

Insects.
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Downstream, the estimated contribution of each food category to the total fish
biomass captured suggests that 28.03% is derived from digested material, 27.41% from

Macrobrachium pantanalense, 23.27% from vegetal material, and 11.68% from Odonata.
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Fouling experiment of Limnoperna fortunei

Among the bricks recovered upstream, only two exhibited the presence of the golden
mussel, whereas downstream, six bricks showed colonization by this invasive species.
The fouling experiment indicated that the mean coverage of L. fortunei did not differ
significantly between upstream and downstream areas (Figure 6), as demonstrated by the

Kruskal-Wallis test (p = 0.9795).

Figure 6. Boxplot showing the mean coverage of Limnoperna fortunei between upstream and

downstream locations.
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A total of 291 individuals were identified upstream, distributed among 10 taxa (Table
1). Corbicula fluminea was the dominant species, accounting for 59.45% of all

specimens. Other observed species included Melanoides tuberculata (20.62%),
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Limnoperna fortunei (5.50%), and Pomacea lineata (1.37%). Aquatic insects were less
abundant, with representatives from the orders Odonata, Trichoptera, Plecoptera,
Ephemeroptera, Diptera, and Coleoptera, each contributing between 0.34% and 5.15% of

the total.

Table 1. Composition and relative abundance (%) of benthic organisms recorded in the upstream

sampling site of the Amador Aguiar II dam.

Upstream
Taxa N %
Corbicula fluminea 173 59.45
Limnoperna fortunei 16 5.50
Melanoides tuberculata 60 20.62
Pomacea lineata 4 1.37
Odonata 5 1.72
Trichoptera 2 0.69
Plecoptera 8 2.75
Ephemeroptera 3 1.03
Diptera 15 5.15
Coleoptera 5 1.72
Total 291 100.00

Downstream, a total of 429 individuals were recorded, with L. fortunei being the most
abundant species, accounting for 78.09% of the total, followed by M. pantanalense
(12.35%). The orders Diptera, Odonata, and Hemiptera were also identified, with relative

abundances ranging from 0.70% to 5.13% (Table 2).

Table 2. Composition, number of individuals (N), and relative abundance (%) of benthic

organisms recorded in the downstream sampling section of the Amador Aguiar I dam.



Downstream
Taxa N %
Limnoperna fortunei 335 78.09
Macrobrachium pantanalense 53 12.35
Diptera 12 2.80
Odonata 22 5.13
Hemiptera 7 1.63
Total 429 100.00
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These results indicate a difference in the composition and abundance of species

between the two sampling sites, with the predominance of different species at each

location.

In the comparison between common organisms upstream and downstream, the

normality analysis of benthos indicated that Diptera and Odonata had a normal

distribution both upstream and downstream. However, for L. fortunei, only downstream

was considered normal, while upstream the normality value was lower (p = 0.03918),

suggesting a more heterogeneous distribution.

The t-tests performed to compare the proportions of common taxa between upstream

and downstream showed a higher proportion of L. fortunei downstream (p = 0.0175). For

Diptera (p = 0.1085) and Odonata (p = 0.0821), the differences observed between the

sites were not statistically significant (Figure 7).
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Figure 7. Proportion of benthic organisms by shared categories related to upstream and

downstream locations.
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Larval density of Limnoperna fortunei

Upstream, a sample volume of 450 mL was obtained, and downstream, 300 mL, both
filtered from a total volume of 0.3 m?. In November 2023, five individuals were recorded
upstream, resulting in a density of 16.67 individuals per cubic meter (ind. m™*), whereas

two individuals were observed downstream, corresponding to a density of 6.67 ind. m™>.

In February 2024, the sample volumes were reduced to 195 mL upstream and 200 mL
downstream, while maintaining the same filtered volume of 0.3 m?. The abundance of L.

fortunei larvae decreased compared to November: only one individual was recorded
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upstream, resulting in a density of 3.33 ind. m=, while no individuals were recorded

downstream.

These data indicate a decline in the abundance of L. fortunei larvae from November
to February, with a reduction in both the number of individuals and their density,
especially downstream of the dam, where no individuals were found during the second

sampling (Table 3).

Table 3. Density of L. fortunei larvae (ind. m3).

nov/23 fev/24
Upstream Downstream Upstream Downstream

Sample volume in mL

D) 450 300 195 200
Aliquot volume in mL

v" 450 300 195 200
Filtered volume in m?

v 0.3 0.3 0.3 0.3
Number of L. fortunei

individuals (C) 5.0 2.0 1.0 0.00
Density of L. fortunei

(m~—3) 16.67 6.67 3.33 0.00

Discussion

The results highlight significant interactions between the local ichthyofauna and

invasive species, emphasizing the role that such trophic interactions play in aquatic
environments. Although invasive species occurred at a lower frequency compared to
other dietary items, the presence of Limnoperna fortunei, Melanoides tuberculata, and
Corbicula fluminea in the diet of fish both upstream and downstream of the Amador
Aguiar II dam indicates a process of integration of these species into the food webs,
potentially mitigating some of their negative impacts (Ricciardi and Maclsaac, 2011).

This adaptation suggests that the consumption of invasive mollusks by native fish may
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function as a natural control mechanism, reducing the harmful effects these invaders exert

on the local ecosystem (Garcia and Protogino, 2005).

In the present study, only four species were classified as detritivorous or herbivorous,
and therefore unable to feed on the target invasive species. In contrast, omnivorous
species are capable of consuming mollusks, which may be related to the high abundance
of invasive species in reservoir environments. As generalist feeders, omnivorous fish tend
to exploit the most readily available resources in their surroundings (Pelicice and
Agostinho, 2009). However, these results do not support our initial hypothesis of a
significant presence of invasive mollusks in the fish diet. Although the ichthyofauna does
feed on these species, their frequency of occurrence in the diet was low compared to other

analyzed items (Figures 4a and 4b).

Previous studies have shown that native fish can play a relevant role in controlling
invasive mollusks by incorporating them into their diet. In the lower Uruguay River,
approximately one-third of the fish species analyzed (28 out of 81) consumed L. fortunei,
with 11 species exhibiting a high frequency of ingestion, where the mussel represented
more than 10% of stomach contents. This predation resulted in a reduction of up to 70%
in the density and 40% in the maximum size of the bivalve at the study site (Gonzalez-
Bergonzoni et al., 2020). Similarly, in the Rio de la Plata, Garcia and Protogino (2005)
observed that five out of seven fish species studied consumed L. fortunei and C. fluminea.
The former species had a frequency of 14.3% and 40% in the stomachs of the two fish
species in which it was found, while C. fluminea showed variable frequency, reaching up

to 44.4% in one of them.

The literature highlights the broad ecological impacts of biological invasions. Invasive

species alter community structure and nutrient availability, often to the detriment of native
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species (Ricciardi and Maclsaac, 2011; Souza et al., 2009). In this context, the low
frequency of C. fluminea and M. tuberculata consumption upstream and of L. fortunei
downstream suggests that, although partially integrated into fish diets, some invasive

species are not consumed on a large scale.

The consumption of M. tuberculata by Pimelodus maculatus and of C. fluminea by
Trachelyopterus galeatus upstream, as well as L. fortunei by Triportheus nematurus, P.
maculatus, Leporinus amblyrhynchus, and Hoplias atf. malabaricus, reveals that certain
fish species are capable of incorporating these invasive species into their diets. Previous
studies have reported the presence of gastropods in the stomach contents of P. maculatus,
L. amblyrhynchus and T. galeatus (Garcia et al., 2018; Garcia et al., 2023), but specific
predation on these invasive mollusks by these or other fish species had not been
documented until now. However, isolated predation is likely insufficient to control
invasive populations, considering the ongoing impacts these organisms exert on the

substrate and water quality (Souza et al., 2009).

Invasive mollusks influence benthic structure and ecological processes such as
nutrient cycling and sediment dynamics (Miyahira et al., 2020). The consistent presence
of M. tuberculata, C. fluminea, and L. fortunei in both upstream and downstream areas
indicates that these species are established at the sampling sites (Table 1 and 2).
Furthermore, the fouling experiment showed that L. fortunei cover was similar between
locations (Figure 6), despite colonization occurring at different times, suggesting an
adaptation of these invasive species to fragmented environments (Boltovskoy, 2015; Rosa
et al,, 2021; Gonzélez-Bergonzoni et al,, 2020). Nevertheless, this result may be
influenced by substrate loss and aerial exposure caused by water level fluctuations—

conditions that can affect colonization dynamics. While periodic exposure to air generally



63

limits colonization for many benthic organisms, L. fortunei is known for its high tolerance
to desiccation and its ability to survive short-term aerial exposure, especially when
attached to shaded or humid substrates. Therefore, its persistence under such conditions
may reflect both its physiological tolerance and the availability of suitable microhabitats

(Miyahira et al., 2020).

Besides the diet analysis, bricks colonization and larval sampling data indicate that
the establishment of L. fortunei at the sampling sites was confirmed through
complementary data from the fouling experiment and benthic collections. The bricks
colonization revealed active settlement of adult individuals on submerged substrates,
demonstrating the species capacity to attach and persist in these habitats. This pattern is
consistent with findings from studies on artificial substrate colonization by limnic
macroinvertebrates, such as those reported in the delta of the Jacui River (Pereira et al.,
2010), where substrate type and environmental conditions strongly influenced species
composition and colonization success. Similarly, our results highlight the importance of
substrate availability and quality in facilitating L. fortunei settlement and population

establishment.

Benthic samples showed a higher abundance of L. fortunei downstream, consistent
with the older invasion history in this region, indicating population stabilization in areas
where environmental conditions, such as substrate stability and water level fluctuations,
favor persistence. Furthermore, planktonic samples detected L. fortunei larvae, indicating

ongoing reproduction and recruitment in the study areas.

The larval densities recorded here can be compared with those found by Eilers et al.
(2011) and Rezende Ayroza et al. (2019), who reported variations in larval density

influenced by hydrological factors and habitat structures such as net cages that enhance
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larval retention and condition. These comparisons suggest that local environmental
factors strongly regulate larval abundance and recruitment success, which ultimately

influence the invasion dynamics of L. fortunei in dam-impacted freshwater ecosystems.

The presence of both larval and adult stages highlights a complete reproductive cycle
and continuous dispersal, which likely enhance the invasive potential by enabling rapid
colonization of new substrates and recovery after disturbances. These findings align with
previous research indicating that L. fortunei thrives in hydrologically altered
environments where flow regimes and habitat fragmentation create favorable conditions

for proliferation (Boltovskoy, 2015; Rosa et al., 2021).

Integrating data from colonization experiments, benthic community assessments, and
planktonic larval samplings provides a comprehensive picture of L. fortunei invasion
dynamics, underscoring the species’ resilience and the challenges posed for management

in these ecosystems.

The analysis of the benthic community indicated a greater abundance of Limnoperna
fortunei, compared to the other invertebrates, and when combined with the ichthyofauna
diet data, it supports our second hypothesis. That is, the representation of L. fortunei is
higher downstream of the dam, where the invasion process is older, in contrast to the

upstream area, which has a more recent invasion history.

The varied and opportunistic diet of Serrasalmus marginatus indicates an adaptive
behavior related to the seasonal availability of food resources (Peretti and Andrian, 2008;
Ferreira et al., 2014). Therefore, S. marginatus adjusts its diet in response to seasonal

variations and prey abundance in floodplain environments, such as those of the upper
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Parand River basin (Peretti and Andrian, 2008) and the Negro River basin (Ferreira et al.,

2014).

The presence of non-native species can modify the structure of aquatic food webs,
directly influencing the availability of benthic resources (Rosa et al., 2023). However, a
study by Linares et al. (2020) suggested that invasive mollusks may increase benthic
biomass by enriching the substrate. The results of this study suggest an opposite effect,
with a lower total abundance of benthic organisms downstream, where L. fortunei
predominated. This may be related to changes in trophic flows, where invasive species
can redirect organic matter transfer, favoring certain groups to the detriment of others
(Linares et al., 2020). Thus, the high density of L. fortunei may be promoting alterations
in microhabitat availability and in the composition of deposited organic matter, negatively

affecting some benthic guilds (Rosa et al., 2023).

Conclusion

The present study contributes to understanding the interactions between ichthyofauna
and invasive mollusk species in dam-altered ecosystems, demonstrating how these
interactions can influence the structure and dynamics of aquatic communities. Although
invasive species were detected in the diets of several fish species, their overall frequency
was low compared to other dietary items, leading to the rejection of our first hypothesis.
However, the second hypothesis was confirmed: L. fortunei was more prevalent
downstream of the dam, where the invasion is more advanced, as evidenced by both

dietary data and benthic community assessments.

The presence of M. tuberculata, C. fluminea, and L. fortunei in both larval and adult

stages, combined with evidence from colonization experiments, underscores the ongoing
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establishment and reproductive success of these species in the study area. Although
certain fish species are incorporating invasive mollusks into their diets—indicating some
level of ecological adaptation—predation alone appears insufficient to contain their

spread.

These findings reinforce the need for continuous monitoring and the development of
integrated management strategies to mitigate the impacts of invasive species. In dam-
influenced systems, where altered flow regimes and substrate conditions may facilitate
invasions, such efforts are essential to protect native biodiversity and maintain ecosystem

resilience.
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N= individuals, e.s = empty stomachs, F= frequency of occurrence, %P= percentage by weight, IAi= Index of Relative Importance
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Table S1. Frequency of occurrence (%) of fish species analyzed upstream of the Amador Aguiar II dam, Minas Gerais, Brazil. Food items are coded as follows:

1 = plant material, 2 = digested material, 3 = algae, 4 = Trichoptera, 5 = soybean, 6 = sponge spicules, 7 = Diptera, 8 = Plecoptera, 9 = Melanoides tuberculata,

10 = Corbicula fluminea, 11 = unidentified insects, 12 = Ostracoda, 13 = zooplankton, 14 = Dilocarcinus pagei, 15 = fish, 16 = Coleoptera, 17 = Ephemeroptera,

18 = Odonata, 19 = plastic.

Species P Food items

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Hoplias aff. malabaricus F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n=1 %P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
es=1 T1Ai 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hypostomus margaritifer ~ F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n=2 %P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
e.s=2 T1Ai 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hypostomus sp. F 0.19 0.09 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n=11 %P 031 0.03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
es=9 IAi 096 0.04 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rhamdia aff. quelen F 0.31 0 0 0 0 073 0.15 0.15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.11 0
n=73 %P 0.27 0 0 0 0 0.64 0.15 0.15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.75 0
es=0 TIAi  0.02 0 0 0 0 0.11 0.005 0.005 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.86 0
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Satanoperca setepele
n=33

e.s= 28

Serrasalmus maculatus
n=1
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Table S2. Frequency of occurrence (%) of fish species analyzed downstream of the Amador

Aguiar II dam, Minas Gerais, Brazil. Food items are coded as follows: 1 = digested material, 2 =

plant material, 3 = unidentified insects, 4 = Limnoperna fortunei, 5 = Macrobrachium

pantanalense, 6 = Diptera, 7 = Odonata, 8 = Trichoptera, 9 = Hemiptera, 10 = fish, 11 = plastic,

12 = algae.
Species P Food items

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Cichla kelberi F 0.66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n=73 %P 7.78 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
e.s=2 IAi 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cichlasoma
paranaense F 0 0.18 0.03 0 0.13 0 0 0 0 0 0 0
n=4 %P 0 1.38 0.27 0 1.06 0 0 0 0 0 0 0
es=1 T1Ai 0 0.63 0.02 0 0.35 0 0 0 0 0 0 0
Hoplias aff.
malabaricus F 1.295 0 0 0 0.977 0 0 0 0 0 0 0
n=>5 %P 0.147 0 0 0 0.22 0 0 0 0 0 0 0
e.s=3 IAi 047 0 0 0 0353 0 0 0 0 0 0 0
Leporinus
amblyrhynchus F 0 0.16 0 0.24 0 0 0 0 0 0 0 0
n=1 %P 0 0.28 0 041 0 0 0 0 0 0 0 0
es=0 IAi 0 0.31 0 0.69 0 0 0 0 0 0 0 0
Leporinus friderici F 0 0 0.39 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n=1 %P 0 0 0.86 0 0 0 0 0 0 0 0 0
e.s=0 IAi 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metynnis
lippincottianus F 7.35 2.86 0 0 0 4.53 0 0 0 0 0 0
n=06 %P 3.56 1.87 0 0 0 4.84 0 0 0 0 0 0
e.s=0 IAi 049 0.10 0 0 0 041 0 0 0 0 0 0
Pimelodus maculatus ~ F  0.171 1.49 0.65 1.65 2.37 0 1.99 0 0 0 0 0
n= 14 %P 0.14 0.11 0.14 038 0.8 0 5.09 0 0 0 0 0
e.s=3 IAi 0.002 0.01 0.01 0.05 0.15 0 0.78 0 0 0 0 0
Serrasalmus
marginatus F 0 0 0.44 0 2.28 0 0 0 0 0 0 0
n="7 %P 0 0 0.33 0 227 0 0 0 0 0 0 0
e.s=3 1Ai 0 0 0.03 0 0.97 0 0 0 0 0 0 0
Triportheus nematurus F 6.5 035 0.72 233 0.29 099 0.49 0 0.57 0 0 0
n= 14 %P 1.65 0.11 0.52 1.86 0.55 0.69 0.18 0 0.39 0 0 0
e.s=2 IAi  0.62 0.002 0.07 0.25 0.009 0.04 0.005 0 0.009 0 0 0
Metynnis sp. F 2.55 4.59 0 0 0 0 0 0.31 0 0 0 0
n=>5 %P 217 227 0 0 0 0 0 0.59 0 0 0 0
e.s=0 IAi 034 0.65 0 0 0 0 0 0.01 0 0 0 0
Serrasalmus maculatus F 3.69 1.14 1.05 0 16.62 0.12 0 0 0 143 0.75 0
n= 41 %P 375 1.3 2.09 0 1.31 043 0 0 0 0.68 0.29 0
e.s= 10 IAi 034 0.04 0.05 0 0.538 0 0 0 0 0.02 0.005 0
Ptegocentrus nattereri F 0.24 0.288 0 0 0 0 0 0 0 1.035 0 0
n=2 %P 0.09 0.07 0 0 0 0 0 0 0 0.62 0 0
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e.s=0 IAi 0.03 0.03 0 0 0 0 0 0 0 094 0 0
Satanoperca setepele  F 0 0.049 0 0 0.03 0 0 0 0 0 0 0.06
n="7 %P 0 0.29 0 0 0.02 0 0 0 0 0 0 0.04
e.s=35 IAi 0 0.83 0 0 0.03 0 0 0 0 0 0 0.14
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Capitulo 3
A utilizacdo de DNA metabarcoding na analise de invertebrados em dieta de peixes

do rio Araguari, Minas Gerais

Resumo

Este capitulo apresenta a aplicagdo do DNA metabarcoding para caracterizar a dieta de
espécies de peixes na barragem de Amador Aguiar II, rio Araguari, Minas Gerais. O
objetivo foi identificar os invertebrados consumidos pela ictiofauna por meio de anélises
moleculares e comparar a riqueza e composicao da dieta com aquelas obtidas por meio
da andlise visual tradicional do conteudo estomacal. Foram analisadas 14 amostras de
conteudo estomacal, com extragdo, amplificacdo e sequenciamento de fragmentos do
gene COI. Apos rigoroso processamento bioinformatico, aproximadamente de 415 mil
leituras foram atribuidas a invertebrados, revelando ampla diversidade taxonOmica,
incluindo taxons dos filos Arthropoda, Mollusca, Annelida, Platyhelminthes e outros.
Crustaceos da ordem Decapoda foram os mais abundantes, seguidos por formigas do
género Atta, larvas de Diptera e bivalves como Corbicula fluminea. As curvas de
rarefagdo indicaram que o metabarcoding alcangou saturagdo com menor esforco
amostral e recuperou maior riqueza de ordens e familias do que o método de analise visual
do conteudo estomacal. A comparagao entre métodos mostrou que, embora ambos
detectem grupos amplos semelhantes, o metabarcoding possui maior sensibilidade e
resolucdo, especialmente para itens digeridos ou fragmentados. Conclui-se que o DNA
metabarcoding ¢ uma ferramenta eficaz para estudos troficos em ambientes tropicais e
complementa, com vantagens significativas, as abordagens tradicionais de andlise

alimentar.

Palavras-chave: interagdes troficas; ictiofauna; andlise molecular; riqueza taxondmica;

curva de rarefacao
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Abstract

This chapter presents the application of DNA metabarcoding to characterize the diet of
fish species from the Amador Aguiar II reservoir, located in the Araguari River, Minas
Gerais, Brazil. The objective was to identify invertebrate prey consumed by the
ichthyofauna using molecular analyses and to compare the richness and taxonomic
composition of the diet obtained through this method with those identified using
traditional morphological approaches. Fourteen stomach content samples were analyzed
through extraction, amplification, and sequencing of COI gene fragments. After stringent
bioinformatic processing, over 415,000 reads were assigned to invertebrates, revealing
broad taxonomic diversity, including representatives of Arthropoda, Mollusca, Annelida,
Platyhelminthes, and others. Crustaceans from the order Decapoda were the most
abundant, followed by ants of the genus Atta, dipteran larvae, and bivalves such as
Corbicula fluminea. Rarefaction curves showed that metabarcoding reached saturation
with lower sampling effort and recovered higher richness at the order and family levels
than the traditional method. The comparison between methods indicated that although
both detected similar broad taxonomic groups, metabarcoding offered greater sensitivity
and resolution, especially for highly digested or fragmented items. These results
demonstrate that DNA metabarcoding is an effective tool for trophic studies in tropical
freshwater environments and provides significant advantages when used in conjunction

with traditional diet analysis methods.

Keywords: Trophic interactions; ichthyofauna; molecular analysis; taxonomic richness;

rarefaction curve.
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Introduciao

A compreensdo das interacdes troficas ¢ fundamental para o entendimento da
estrutura e funcionamento dos ecossistemas aquaticos (Abdala-Roberts et al., 2019;
Lomartire et al., 2021). Nesse contexto, as redes troficas — representacdes das relagdes
alimentares entre os diferentes componentes do ecossistema — desempenham um papel
central na avaliagdo da dindmica ecologica e na formulagdo de estratégias de manejo
ambiental (Abdala-Roberts et al, 2019). Tradicionalmente, essas redes tém sido
construidas com base em estudos de dieta, particularmente por meio da analise
microscopica do conteido estomacal, que fornece um retrato quase em tempo real da

ecologia alimentar dos organismos (Hyslop, 1980; Nielsen et al., 2018).

Embora amplamente utilizadas, as abordagens convencionais baseadas em
morfologia, apresentam limitacdes (Balestrieri et al. 2011; Berry et al., 2015; Basset et
al., 2022). A analise microscopica, por exemplo, € mais lenta, restringindo o niimero de
amostras que podem ser processadas de maneira viavel (Davidson et al. 2004; Williams
et al. 2012; Gonzalez-Varo et al. 2014). Além disso, esse método exige conhecimento
taxonomico especializado abrangendo uma ampla diversidade de taxons (Basset et al.,
2022; Bucklin et al., 2024). Mesmo quando tal expertise estd disponivel, os processos de
mastigacdo e digestdo podem comprometer a identificacdo dos itens alimentares,

tornando-os irreconheciveis (Sakaguchi et al., 2016).

Nesse cenario, abordagens moleculares baseadas em DNA vém sendo
consideradas alternativas mais precisas para estudos de dieta, especialmente quando os
itens consumidos ndo sdo mais identificaveis por métodos tradicionais (Kartzinel et al.
2015; Granquist et al. 2018). O DNA metabarcoding, em particular, tem se consolidado
como uma metodologia confidvel para estimar caracteristicas alimentares de animais
(Pompanon et al. 2012; Xiong et al. 2016; Klymus et al., 2017; Campbell et al., 2023).
Essa técnica envolve a amplificagdo e o sequenciamento de fragmentos curtos de DNA
por meio de primers universais, permitindo a identificagdo simultanea de multiplas
espécies presentes em amostras individuais de conteudo estomacal (Valentini et al. 2009;

Taberlet et al. 2012).

Para invertebrados, o marcador mais amplamente utilizado nos estudos com DNA

metabarcoding ¢ um fragmento do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade I
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(COI) (Elbrecht et al. 2017). Este gene tem se mostrado eficaz tanto em estudos com
DNA ambiental (Klymus et al. 2017) quanto em andlises de conteido estomacal
(Campbell et al. 2023), possibilitando a deteccao e diferenciagdo de ordens, familias e,
frequentemente, espécies, dentro desse grupo altamente diverso. Sua capacidade de
fornecer resultados rapidos, robustos e confiaveis ¢ especialmente relevante para érgaos
reguladores e empresas, contribuindo para a formulacdo de planos de manejo e

conservagdo mais eficazes (Deiner et al. 2017).

Além de suas vantagens operacionais, a caracterizagdo de dietas por meio do
metabarcoding tem se beneficiado de avancos conceituais e tecnologicos recentes
(Campbell et al., 2023). Conceitualmente, essa abordagem aplica os principios do DNA
barcoding, no qual sequéncias diagndsticas sao obtidas de amostras desconhecidas e
comparadas a bancos de referéncia compostos por sequéncias provenientes de organismos
previamente identificados e, idealmente, depositados em cole¢des cientificas (Cronin et

al. 1991; Hebert et al. 2003; Hollingsworth et al. 2009).

Apesar das vantagens, o metabarcoding possui limitagdes intrinsecas e exige
cuidados metodologicos (Bucklin et al., 2024). Um dos principais desafios esta na sele¢ao
dos marcadores moleculares, que influencia diretamente a abrangéncia filogenética e a
resolu¢do taxondmica dos organismos detectados (Deagle et al. 2014). Esse processo,
muitas vezes, envolve um equilibrio entre amplitude e detalhamento taxonémico. Além
disso, a degradagao do DNA em amostras de dieta exige o uso de amplicons curtos, que
sdo fragmentos especificos de DNA amplificados por reacdo em cadeia polimerase
(PCR). Normalmente curtos, esses fragmentos facilitam a recuperacdo de DNA
degradado, mas, por conterem menos sitios informativos, podem limitar a identificacao
em niveis taxondmicos mais especificos (Deagle et al., 2009). Outro entrave significativo
refere-se a disponibilidade e a qualidade dos bancos de referéncia (Bucklin et al., 2024).
Assim como ocorre nas abordagens morfologicas, o DNA metabarcoding nao permite
identificar espécies ausentes dos bancos de dados ou cujas classificagdes taxondmicas

sejam instaveis (Symondson e Harwood 2014).

Neste contexto, o presente estudo propde analisar a dieta de espécies presentes na
area da barragem de Amador Aguiar II utilizando a metodologia de DNA metabarcoding.
O foco foi a identificagdo de invertebrados e moluscos invasores presentes no conteudo

estomacal de peixes, buscando entender a composi¢do e a diversidade alimentar dessas
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espécies em um ambiente tropical. Especificamente, os objetivos do estudo foram (i)
identificar os invertebrados e os moluscos invasores consumidos pelos peixes na regido
da barragem de Amador Aguiar II, por meio do DNA metabarcoding; (ii) avaliar se a
riqueza de taxons e a composi¢do faunistica obtidas pelo método de analise visual do
conteudo estomacal (dados do capitulo anterior) sdo semelhantes as obtidas pelo DNA

metabarcoding, considerando especificamente os tixons em comum.

A hipotese central deste estudo € que o método de DNA metabarcoding permitira
identificar uma diversidade maior de invertebrados consumidos pela ictiofauna, devido a
sua maior sensibilidade na eficiéncia em detectar itens criptograficos em comparagdo ao
método de andlise visual do contetido estomacal. Além disso, espera-se que a composi¢ao
da dieta identificada por metabarcoding seja consistente com os padrdes gerais
observados no método de analise visual do contetido estomacal, mas revele itens
alimentares adicionais que nao foram detectados anteriormente, devido a maior resolucao

taxonomica e sensibilidade da abordagem molecular.

Material e métodos
Area de estudo

O rio Araguari (Figura 1) tem sua nascente no Parque Nacional da Serra da
Canastra, localizado no municipio de Sao Roque de Minas, e apresenta uma area de
drenagem de 21.063 km?, percorrendo 475 km até desaguar no rio Paranaiba (Agéncia
Nacional De Aguas — ANA, 2013). O rio Araguari é um dos principais afluentes desse
rio, que, por sua vez, se une ao rio Grande, formando o rio Parand e integrando a Bacia

do Prata (Vono, 2002).

Figura 1. Localizagdo dos trechos amostrados a montante e a jusante da UHE

Amador Aguiar II, rio Araguari, MG.
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Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021), o rio
Araguari abrange 30 municipios da Mesorregiao do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba,
no estado de Minas Gerais, entre eles o municipio de Araguari, onde esté situada a Usina
Hidrelétrica (UHE) Amador Aguiar II (18°39'35" S 48°26'07" O). Esta usina possui uma
capacidade instalada de geracdao de 210 MW e um reservatorio com volume util de 872,83

milhdes de m? (Consorcio Capim Branco de Energia — CCBE, [s.d.]).

DNA metabarcoding

Foram analisadas 14 amostras de conteudo estomacal, previamente coletadas
durante os periodos de julho e outubro de 2023 e fevereiro e maio de 2024 e
acondicionadas em alcool absoluto (99,3%). As amostras foram encaminhadas a empresa
MetaGen Solugdes Moleculares, localizada em Belo Horizonte, Minas Gerais, para a
realizagdo das andlises de DNA metabarcoding. Para facilitar a identificagdo no
laboratorio e durante as andlises, essas amostras receberam cddigos associando ao final

seus nomes cientificos ao numero de coleta (Tabela 1).
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Tabela 1. Amostras classificadas de acordo com a espécie de peixe.

Amostra ID Espécie
3 MBC ICT 03  lheringichthys labrosus
4 MBC ICT 04 Hypostomus sp. 2
6 MBC ICT 06  Pimelodus maculatus
7 MBC ICT 07  Serrasalmus maculatus
14 MBC ICT 14 Hypostomus sp. 2
22 MBC ICT 22  Serrasalmus maculatus
26 MBC ICT 26  Serrasalmus maculatus
27 MBC ICT 27 Hoplias aff. malabaricus
43 MBC ICT 43 Hoplias aff. malabaricus
68 MBC ICT 68  Serrasalmus maculatus
69 MBC ICT 69  Serrasalmus maculatus
4P2  MBC ICT 4P2 Serrasalmus maculatus
10P2  MBC _ICT 10  Serrasalmus maculatus
18P2  MBC ICT 18 Cichlasoma paranaense

Para a extragdo em massa de DNA, o contetdo estomacal de cada amostra foi
transferido para microtubos de 1,5 ml. Para facilitar o processo de evaporagdo do alcool,
amostras contendo grandes quantidades de conteudo foram divididas em subamostras,
que foram tratadas individualmente até antes da etapa de digestdo tecidual. Como o élcool
pode inibir reagdes enzimaticas, seu excesso foi removido por pipetagem e, em seguida,

os microtubos foram mantidos em estufa a 55°C até a evaporacao completa.

Apobs secarem completamente, as amostras foram maceradas e trituradas com o
auxilio de pistilos plasticos e tesouras cirurgicas para fragmentagdo do tecido. Em
seguida, o DNA foi extraido utilizando o kit NucleoSpin™ Food (Macherey-Nagel)
segundo o manual do fabricante. Este kit foi idealizado visando a extragdo de DNA de
conteudos estomacais heterogéneos, com itens de origem vegetal e animal. Para cada
amostra, foram realizadas duas réplicas de extracdes, cujos produtos finais foram
misturados em um unico tubo. Ao final das extragdes em massa, 0 DNA das amostras foi
quantificado por espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop Lite Plus
(Thermo Scientific™), a fim de verificar o sucesso desta etapa e avaliar a pureza do DNA

extraido por meio da razdo de absorbancia 260/280.

Amplificacio em massa do DNA

Através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), amplificamos um fragmento de

aproximadamente 420 pares de base (pb) do gene COI utilizando primers (iniciadores)
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adaptados a partir do conjunto BF2/BR2, desenvolvido por Elbrecht et al. (2017) para
invertebrados. Os primers foram modificados com a inclusdo de caudas (tags) especificas
para cada amostra, possibilitando o posterior agrupamento, sequenciamento de todas as
amostras simultaneamente e separacao de suas respectivas sequéncias por bioinformatica,
como na Figura 1. Produzimos trés réplicas de amplificagdo para cada amostra, visando
mitigar os impactos dos vieses que a PCR pode causar na representatividade de cada
amostra. Foi realizada uma PCR contendo 4gua ao invés de DNA molde para monitorar

possiveis contaminagdes. O resultado da PCR foi conferido em gel de agarose 1,8%.

Figura 2. Utilizacao de iniciadores modificados para permitir a associagdo de cada

sequéncia a sua amostra fonte. Adaptado de BinLaden et al. (2007).

PCR#1 com primer PCR#2 com primer PCR#3 com primer PCR#4 com primer

marcado com tag marcado com tag marcado com tag marcado com tag w== AA  Primer com tag
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Ry AT AC e A marcados com tags diferentes
— AA AT —AG s AC para cada amostra
AA AA[ AT AT | A AG | AQGEm— e AC ;
AA AA | AT AT | AG AG
St | rm— | A%L— = Amplicons

Conjunto de amplicons agrupados
para sequenciamento de nova
geragdo

Andlise das tags

Sequéncias associadas a sua
amostra fonte de acordo com a tag

Preparo de bibliotecas e sequenciamento de DNA

Ap6s a amplificacdo com primers marcados com tags exclusivas para cada amostra,
estas foram combinadas na constru¢do de uma biblioteca para cada marcador, preparada
utilizando o kit Colibri PCR free (ThermoFisher). As bibliotecas foram quantificadas por
fluorimetria utilizando o quantificador Qubit, com o kit 1x dsDNA HS Assay

(ThermoFisher). O sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma Illumina MiSeq,
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com um kit V3 (600 ciclos) seguindo o protocolo do fabricante, para a producdo de

fragmentos paired-end de 600pb.

Analises de Bioinformatica

As andlises de bioinformatica foram realizadas utilizando o pacote de andlises de
metabarcoding DADA?2 (Callahan et al., 2016). FastQC foi usado para avaliar a qualidade
das leituras e um filtro de comprimento foi usado para selecionar fragmentos de 400—470
pb e remover leituras com bases ambiguas, seguido de um método de agrupamento
usando SWARM em d =1 (Mahé et al., 2014). Apos a mesclagem de leituras paired-end
obtivemos as ASVs (Amplicon Sequence Variants). Etapas de filtragem rigorosas foram
aplicadas ao conjunto de dados final para remover ASVs/leituras originadas de erros de
sequenciamento ou contaminagdo para evitar falsos positivos. Para isso, todas as leituras
nao relacionadas a plantas foram removidas do conjunto de dados, incluindo espécies
nao-alvo (por exemplo, leituras de espécies humanas e domésticas). Para remover
contaminantes putativos, o nimero maximo de leituras registradas nos controles (brancos
de PCR) foi removido de todas as amostras. Todas as ASVs com menos de cinco leituras

foram removidas do conjunto de dados final.

A atribuicdo taxondmica foi realizada usando o pacote BLASTr no R v3.5.1
(https://www.R-project.org/), com o banco de dados de referéncia contemplando as
sequéncias referéncias de COlI disponiveis no GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Além disso, as identificagdes taxondmicas
foram realizadas de acordo com os seguintes limites gerais: ASVs foram identificadas em
nivel de espécie se a similaridade genética com a sequéncia referéncia foi >98%,
conforme, em nivel de género com 95% a 98% de similaridade, em nivel de familia com
90% a 95% de similaridade, em nivel de ordem com 80% a 90%, e o maior nivel
taxondmico de classe foi atribuido a ASVs com menos de 80% de similaridade com
sequéncias de referéncia. Caso uma sequéncia apresentasse similaridade proxima a
sequéncias de referéncia de duas espécies, géneros ou familias distintas, ela foi associada

ao nivel taxondmico imediatamente superior.

A fim de retirar possiveis contaminagdes, foram removidas do conjunto de dados
final, as ASVs que tiveram uma abundancia relativa menor que 1% em cada amostra. A
abundancia relativa foi calculada dividindo o nimero de leituras de cada ASV pelo

numero total de leituras da amostra.



84

Curva de rarefaciao

A riqueza de tdxons (ordem e familia) foi estimada por meio da interpolagdo e
extrapolacdo de curvas de rarefacdo, utilizando o pacote iNEXT (Hsieh et al., 2016) na
linguagem R. Essa abordagem, fundamentada na teoria dos numeros de Hill, ¢
amplamente empregada na mensuragdo da diversidade, pois permite estimar e comparar
a riqueza de forma padronizada, independentemente do esfor¢o amostral, minimizando
possiveis vieses decorrentes de variagdes no tamanho das amostras (Noble et al., 2024).
Os dados utilizados foram obtidos a partir de amostragens realizadas na UHE Amador
Aguiar II, com os registros organizados em uma matriz de presenga-auséncia contendo

informagdes de abundancia para cada ponto amostral.

As curvas de rarefacdo e extrapolagao foram geradas com base em trés indices
distintos: (1) riqueza de taxons (q = 0), que representa o nimero total estimado de taxons;
(1) indice de Shannon (q = 1), que pondera a diversidade segundo a abundéncia relativa
das espécies; e (ii1) indice de Simpson (q = 2), que atribui maior peso as espécies mais
abundantes. Todas as curvas foram acompanhadas de intervalos de confianga de 95%.
Contudo, considerando que o objetivo principal deste estudo ¢ avaliar e comparar a
riqueza taxonOmica entre o método tradicional de analise visual do contetido estomacal e
o DNA metabarcoding, apenas as curvas correspondentes a riqueza (q = 0) foram

apresentadas na se¢ao de resultados abaixo.

O resultado da quantificagdo ¢ medida de absorbancia do DNA extraido esta
descrito na Tabela 2. O valor de referéncia de pureza de DNA para a medida 260/280 foi
de 1,8.

Tabela 2. Quantificacdes das amostras de estdmagos de peixes (ng/mL).

Amostra 1D Quantificacio A260/280
3 MBC ICT 03 150,9 2,95
4 MBC ICT 04 30,8 2,15
6 MBC ICT 06 430,3 2,18
7 MBC ICT 07 17,3 2,08
14 MBC ICT 14 17 2,07
22 MBC ICT 22 113,6 2,08
26 MBC ICT 26 8,7 2,01
27 MBC ICT 27 7,8 2
43 MBC ICT 43 211,6 2,17
68 MBC ICT 68 112,4 2,1

69  MBC ICT 69 8,1 1,97
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4P2  MBC ICT 4P2 18,3 2,26
10P2  MBC _ICT 10 19,7 2,46
18P2  MBC ICT 18 16,7 2,8

O sequenciamento foi bem-sucedido para todas as amostras e a qualidade das
sequéncias produzidas para cada fita da biblioteca do gene COI. As fitas com tamanho
~210-225pb, que sdo os tamanhos esperados e utilizados para as andlises posteriores,
tiveram excelente qualidade para a fita RI, enquanto a fita R2 apresentou menor

qualidade (Figura 2).
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Figura 2. Analise de qualidade das fitas sequenciadas do gene COL.
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A amplificagdo do gene COI para a identificacdo de insetos foi bem-sucedida,
considerando que foi observado padrao de banda esperado para os amplicons (produtos
de amplificacdo) gerados pelo marcador COIl+tag, de aproximadamente, 480pb. O

controle negativo nao apresentou banda de amplificagao.

Foram geradas, 2.088.065 leituras, com uma média de 149.147,5 leituras por

amostra. Apds as etapas de filtragem, foram removidas as leituras de baixa qualidade e
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os erros intrinsecos de sequenciamento foram identificados e corrigidos, totalizando
805.274 leituras, com uma média de 57.520 lituras por amostra. Além disso, as sequéncias
dos primers também foram removidas, uma vez que sao homogéneas em todas as leituras

de uma mesma biblioteca e, portanto, ndo informativas.

Um total de 338.919 leituras foram removidas por serem identificadas como peixes.
No final das etapas de filtragem e identificagdo taxonomica, 415.831 leituras foram

associadas a invertebrados.

Resultados

O resultado da classificagdo taxondmica (Tabela 3 e 4) revelou que os artropodes
foram o grupo mais representativo no conjunto de amostras, com destaque para os
decapodes, que apresentaram os maiores valores de leituras, superando 80 mil em
determinadas amostras. Outros grupos expressivos dentro de Arthropoda incluiram
Diptera, principalmente Chironomidae, com mais de 13 mil leituras, além de
Hymenoptera, representados por espécies como Atta sexdens, que alcangou mais de 23
mil leituras em uma tUnica amostra. Também se destacaram registros elevados de
Collembola (Symphypleona), com aproximadamente 64 mil leituras, e de Odonata, com
a espécie Ischnura fluviatilis ultrapassando 13 mil leituras em uma amostra. Entre os
Branchiopoda, Macrotrichidae apresentou abundancia consideravel em algumas
amostras, com quase 10 mil leituras. Annelida e Platyhelminthes estiveram presentes em
menor escala, com centenas de leituras associadas a ordens como Tubificida e Catenulida.
Ja os moluscos apresentaram baixa representatividade, sendo detectada a espécie invasora
Corbicula fluminea, mas em abundancia reduzida (35 leituras). De modo geral, o padrao
observado indica o predominio de artropodes, em especial crustaceos decapodes e insetos,
enquanto moluscos invasores, embora presentes, ocorreram em baixa frequéncia. Apenas

nas amostras 18P2, 43, 68 e 69 nao foram encontradas leituras associadas a invertebrados.
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Tabela 3. Abundancia absoluta (nimero de leituras) de cada taxon de invertebrados.
Filos estdo em negrito e sublinhados, Classes estdo em negrito, Ordens estdo sublinhadas
e Familias estdo sem formatagdo especial. Leituras associadas a identificacdes em nivel
de Filo, Classe, Ordem ou Familias sdo apresentadas em suas linhas respectivas. As
colunas sdo representadas pelas espécies: 10P2 Serrassalmus maculatus; 14 Hypostomus
sp. 2; 22 Serrassalmus maculatus; 26 Serrassalmus maculatus, 27 Hoplias aff.
malabaricus; 3 lheringichthys labrosus; 4 Hypostomus sp. 2; 4P2 Serrassalmus

maculatus; 6 Pimelodus maculatus e 7 Serrassalmus maculatus.

Taxons 10P2 | 14 |22(26(/27| 3 4 4P2 6 7
Annelida
Clitellata
Crassiclitellata 1170 29 190
Aeolosomatidae
Aeolosoma sp. 118 156
Rhynchobdellida
Tubificida 6 327 | 142 209 28
Arthropoda
Arachnida
Trombidiformes 49 2060
Branchiopoda 366
Diplostraca 97 16
Chydoridae 269
Macrotrichidae 17 9691 | 26 323 | 2974
Sididae
Diaphanosoma sp. 496
Collembola 3393
Symphypleona 1460 | 63380 57 1582 59 30 35
Hexanauplia 716 1200
Cyclopoida 30
Insecta 9 5414| 57 283 | 1171
Blattodea
Termitidae 15
Coleoptera 120 | 3559 19 14
Diptera 2740 91 42 142314
Chironomidae 522 | 43 13111 15
Culicidae 132
Ephemeroptera 8 32 118
Hymenoptera 27 | 1154
Formicidae 876
Atta sp. 66
Atta sexdens 405 23855
Odontomachus bauri 34




Pseudomyrmex sp.

411

89

Vespidae

709

Apoica sp.

63

Apoica flavissima

166

6995

23

Odonata

269

Coenagrionidae

Ischnura fluviatilis

225

13664

Trichoptera

Polycentropodidae

Cyrnellus sp.

53

Malacostraca

2754

2693

28

Decapoda

Macrobrachium sp.

46903

315

467

754

66152

58

83310

Ostracoda

20

43

Podocopida

202

79

355

Darwinulidae

Darwinula sp.

548

13

Darwinula stevensoni

45

Mollusca

Bivalvia

Venerida

Cyrenidae

Corbicula fluminea

35

Platyhelminthes

Catenulida

595

157
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Tabela 4. Abundancia relativa (nimero de leituras) de cada taxon de invertebrados.

Filos estdo em negrito e sublinhados, Classes estdo em negrito, Ordens estdo sublinhadas

e Familias estdo sem formatacdo especial. Leituras associadas a identificacdes em nivel

de Filo, Classe, Ordem ou Familias sdo apresentadas em suas linhas respectivas. As

colunas sdo representadas pelas espécies: 10P2 Serrassalmus maculatus; 14 Hypostomus

sp. 2; 22 Serrassalmus maculatus; 26 Serrassalmus maculatus, 27 Hoplias aff.

malabaricus; 3 lheringichthys labrosus; 4 Hypostomus sp. 2; 4P2 Serrassalmus

maculatus; 6 Pimelodus maculatus e 7 Serrassalmus maculatus.

Taxons 10P2| 14 (222627 | 3 4 4P2 6 7
Annelida
Clitellata
Crassiclitellata 4,50 0,03 | 0,30
Aeolosomatidae
Aeolosoma sp. 0,45 0,25
Rhynchobdellida 0,11
Tubificida 0,01 1,26 | 0,37 0,33 | 0,03
Arthropoda
Arachnida
Trombidiformes 0,19 2,41
Branchiopoda 1,41
Diplostraca 0,37 | 0,04
Chydoridae 1,04 0,02
Macrotrichidae 0,030 37,31| 0,07 | 0,39 | 4,74
Sididae
Diaphanosoma sp. 1,28
Collembola 5,03
Symphypleona 2,84 194,91 100 6,09 | 0,15 | 0,04 0,04
Hexanauplia 2,76 1,91
Cyclopoida 0,05
Insecta 0,01 20,841 0,15 | 0,34 | 1,87
Blattodea
Termitidae 0,04
Coleoptera 0,46 | 9,20 0,03 | 0,02
Diptera 10,55| 0,24 | 0,05 | 67,49
Chironomidae 2,01 | 0,11 20,91 0,02
Culicidae 0,21
Ephemeroptera 0,01 0,12 0,19
Hymenoptera 0,10 | 2,98
Formicidae 2,27
Atta sp. 0,17
Atta sexdens 1,56 | 61,69




Odontomachus bauri

0,09

91

Pseudomyrmex sp.

1,06

Vespidae

1,83

Apoica sp.

0,16

Apoica flavissima

0,01

0,64

18,09

0,04

Odonata

0,43

Coenagrionidae

Ischnura fluviatilis

0,44

16,40

Trichoptera

Polycentropodidae

Cyrnellus sp.

0,08

Malacostraca

5,36

3,23

0,03

Decapoda

Macrobrachium sp.

91,34

100

100

2,90

79,41

0,09

97,45

Ostracoda

0,07

Podocopida

0,78

0,09

0,57

Darwinulidae

Darwinula sp.

2,11

0,02

Darwinula stevensoni

0,17

Mollusca

Bivalvia

Venerida

Cyrenidae

Corbicula fluminea

0,06

Platyhelminthes

Catenulida

2,29

0,25

A comparacao direta entre as curvas de rarefacdo obtidas pelos métodos de DNA

metabarcoding ¢ morfologico tradicional revelou diferencgas na estimativa de riqueza de

invertebrados consumidos pela ictiofauna da barragem de Amador Aguiar II,

especialmente nos niveis taxonomicos de ordem e familia.

No nivel de ordem, as curvas de rarefacdo e extrapolagdo evidenciam que o

metabarcoding recuperou um numero significativamente maior de grupos em

comparacdo ao método tradicional, mesmo com esfor¢co amostral reduzido. Com menos

de 20 unidades amostrais, o metabarcoding ja atingiu mais de 20 ordens, enquanto o

método tradicional, mesmo apds mais de 100 unidades, ndo ultrapassou 15 ordens (Figura

3). A extrapolagdo indica que o metabarcoding ainda tem potencial de revelar novos

taxons com o aumento do esforco, enquanto a curva do método tradicional apresenta

estabilizacdo precoce, sugerindo limitagdo na detec¢ao de novos grupos.
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Figura 3. Curvas de rarefacdo e extrapolagdo para a diversidade de ordens de
invertebrados detectadas no contetido estomacal de peixes por DNA metabarcoding
(linha laranja) e pelo método tradicional (linha azul). As curvas representam a diversidade
esperada (g = 0) em funcdo do nimero de unidades amostrais. As areas sombreadas

indicam os intervalos de confianca de 95%.
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No nivel de familia, o padrdo ¢ semelhante, mas a discrepancia entre os métodos ¢
ainda mais pronunciada. O metabarcoding detectou cerca de 40 familias com menos de
20 amostras, superando amplamente o método tradicional, que com mais de 100 amostras
nao alcancou 20 familias (Figura 4). A extrapolacao mostra que, mesmo com aumento do
esfor¢co amostral, o metabarcoding tende a revelar maior diversidade, enquanto o método

tradicional permanece proximo da saturagao.

De forma geral, os resultados demonstram que o metabarcoding, além de demandar
menor esfor¢o amostral, apresenta maior sensibilidade na detec¢do da diversidade de
invertebrados em diferentes niveis taxondmicos. Essa superioridade metodologica ¢
particularmente relevante em estudos de dieta, pois permite capturar uma fragdo mais
representativa da diversidade de presas consumidas pelos peixes, incluindo grupos

subestimados ou ndo detectados pelas abordagens tradicionais.

Figura 4. Curvas de rarefa¢do e extrapolacdo para a diversidade de familias de

invertebrados detectadas no conteido estomacal de peixes por DNA metabarcoding
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(linha laranja) e pelo método tradicional (linha azul). As curvas representam a diversidade
esperada (g = 0) em fungdo do numero de unidades amostrais. As areas sombreadas

indicam os intervalos de confianca de 95%.
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Discussao

Os resultados obtidos por meio do DNA metabarcoding revelaram uma dieta
altamente diversa dos peixes analisados da barragem de Amador Aguiar II, com a
deteccao de taxons pertencentes a multiplos filos, ordens e familias. Essa ampla gama de
presas € consistente com estudos prévios que utilizaram abordagens moleculares em
ambientes dulcicolas tropicais, onde o consumo de invertebrados ¢ uma caracteristica

central da ecologia trofica de muitos peixes (Albaina et al., 2016; Lin et al., 2023).

A presenca predominante de Decapoda em varias amostras, com frequéncia
superior a 90% em algumas, indica um padrao de consumo similar ao observado por Berry
et al. (2015) e Giil et al. (2023), que relataram o papel dominante de crustdceos na dieta
de peixes predadores e onivoros em ambientes aquaticos. Em ambos os estudos, assim
como no presente, o metabarcoding foi decisivo para a detecgdo de presas com alto grau
de digestdio — algo subestimado pelos métodos tradicionais. A recorréncia de

Formicidae, incluindo Atta sexdens, também corrobora observacdes de Roy e Boulding
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(2024), que demonstraram como metabarcoding é capaz de revelar a presenga de presas

terrestres ou aloctones associadas ao ambiente aquatico-terrestre.

Além disso, a identificagdo de taxons como Chironomidae, Coenagrionidae e
Corbicula fluminea reforca que o metabarcoding é sensivel a deteccao de fauna bentonica
e de espécies invasoras, como também documentado por Bucklin et al. (2024) em
contextos marinhos e por Shaw et al. (2016) em rios temperados. A detec¢do de Corbicula
fluminea, um bivalve invasor, ¢ particularmente relevante por indicar possiveis impactos

ecoldgicos e implicagdes para o manejo ambiental local.

A profundidade taxondmica alcancada — com algumas ASVs atribuidas ao nivel
de espécie — evidencia o poder resolutivo do marcador COI, algo também destacado em
estudos como os de Elbrecht e Leese (2017) e Campbell et al. (2022). A maior resolucao
¢ um dos principais diferenciais do metabarcoding em relagdo aos métodos tradicionais,
conforme demonstrado por Sakaguchi et al. (2017), que compararam diretamente os dois
métodos e mostraram que a identificagdo morfolégica tende a restringir-se a niveis mais

altos (ordem ou classe), especialmente em itens parcialmente digeridos.

Ainda que quatro amostras nao tenham apresentado leituras associadas a
invertebrados, esse resultado nao ¢ incomum em estudos com metabarcoding e pode estar
relacionado a fatores como digestao avangada, baixa concentracdo de DNA-alvo ou falhas
pontuais na amplificacao (Basset et al., 2022 e Binladen et al., 2007). A filtragem rigorosa
de ASVs com baixa abundancia relativa (<1%) e a remoc¢ao de contaminantes aumentam
a confiabilidade dos dados, mas também podem contribuir para a exclusao de itens

alimentares reais, porém pouco representados (Basset et al., 2022).

Os resultados obtidos confirmam a eficacia do metabarcoding na identificagdo de
invertebrados consumidos pela ictiofauna analisada, permitindo acessar uma diversidade
que dificilmente seria detectavel por uma analise tradicional (Pompanon et al., 2012;
Shaw et al., 2016). Esses achados ndo apenas respondem ao primeiro objetivo deste
estudo, mas também refor¢am o potencial do DNA metabarcoding como ferramenta-

chave para estudos troficos em ambientes dulcicolas altamente diversos.

A comparagdo entre os métodos de andlise morfologica tradicional e o DNA
metabarcoding no presente estudo revela diferencas significativas tanto na riqueza quanto
na composicao faunistica identificada nas amostras analisadas. Como demonstrado pelas

curvas de rarefacdo, o metabarcoding proporcionou estimativas consistentemente mais
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elevadas de riqueza taxondmica, especialmente nos niveis mais refinados (familia e
espécie), enquanto o método tradicional apresentou menor diversidade e ndo atingiu
saturagdo — padrdo que ja foi amplamente relatado em estudos semelhantes (Roy e

Boulding, 2024; Giil et al., 2023; Berry et al., 2015).

As curvas de rarefagdo também forneceram evidéncias importantes sobre a
suficiéncia do esfor¢co amostral e a eficiéncia relativa dos métodos aplicados. A saturacio
observada nas curvas de metabarcoding indica que o numero de unidades taxondmicas
detectadas se estabilizou com o nimero de amostras analisadas, sugerindo que novas
coletas tenderiam a trazer poucas ou nenhuma unidade nova (Berry et al., 2015). Esse
padrdo reforca a sensibilidade e a abrangéncia do DNA metabarcoding para detectar a
diversidade alimentar (Albaina et al.,, 2016; Shaw et al., 2016). Em contrapartida, a
auséncia de saturagdo nas curvas do método tradicional aponta para sua limitacdo em
captar toda a diversidade disponivel, seja por restricdes metodologicas ou pela dificuldade
de identificar itens morfologicamente degradados (Sakaguchi et al., 2017; Roy e
Boulding, 2024). E importante destacar que, para que o método tradicional alcance um
nivel de satura¢ao comparavel ao do metabarcoding, o esfor¢o amostral necessario seria
substancialmente maior, implicando em maior tempo de processamento, custo e risco de

viés de identificagdo (Gtil et al., 2023; Lin et al., 2023).

Essa discrepancia pode ser atribuida principalmente a sensibilidade superior do
metabarcoding, que permite a eficiéncia em detectar itens criptograficos altamente
digeridos ou fragmentados, os quais sao muitas vezes ignorados ou nao identificaveis nos
métodos baseados em morfologia (Albaina et al., 2016; Sakaguchi et al., 2017). Isso ficou
evidente nas amostras em que o metabarcoding identificou tdxons de dificil deteccao
morfolégica, como microcrusticeos, larvas de insetos e espécies de Odonata ou

Collembola, que podem ser completamente degradados no processo digestivo.

Apesar disso, observou-se uma coeréncia geral entre os métodos nos niveis
taxondmicos mais amplos, como ordem, indicando que ambos captam os principais
componentes da dieta, especialmente os grupos dominantes. Esse padrdo foi observado
também por Shaw et al. (2016), que ao comparar métodos tradicionais com
metabarcoding em rios temperados, encontraram convergéncia parcial em tdxons amplos,
mas divergéncia crescente em niveis taxonomicos mais especificos. Essa coeréncia geral
sugere que os dois métodos ndo sdo mutuamente excludentes, mas sim complementares,

como também defendido por Lin et al. (2023) e Basset et al. (2022).
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A auséncia de sobreposi¢do entre os intervalos de confianca nas curvas de rarefacao
para familia indica que o metabarcoding fornece acesso a uma por¢ao da dieta invisivel
ao método tradicional. Isso reforca a ideia de que o uso exclusivo de abordagens
morfologicas tende a subestimar a diversidade alimentar e pode resultar em vieses nas
interpretagdes ecologicas de nicho alimentar e sobreposicdo trofica (Berry et al., 2015;
Albaina et al., 2016). Por outro lado, o método tradicional pode oferecer vantagens
contextuais, como a observagdo direta da biomassa, do estagio de desenvolvimento das
presas ou da estrutura anatomica, aspectos ainda ndo acessiveis por métodos moleculares

(Roy e Boulding, 2024).

Portanto, os resultados do presente estudo estdo alinhados com a crescente literatura
que recomenda o uso integrado de métodos moleculares e tradicionais para andlises
troficas, especialmente em ambientes tropicais de alta diversidade (Pompanon et al.,
2012; Bucklin et al., 2024). Essa abordagem combinada maximiza o potencial de detec¢ao
e interpretacdo ecoldgica da dieta, ao mesmo tempo que mitiga as limitagdes inerentes a

cada método isoladamente (Bucklin et al., 2024).

Conclusao

Este estudo demonstrou que a aplicagdo do DNA metabarcoding ¢ muito eficaz na
identificacao da diversidade de invertebrados consumidos por peixes na barragem de
Amador Aguiar II. A metodologia permitiu detectar uma ampla variedade de grupos
taxondmicos, muitos dos quais seriam subestimados ou nao identificados por métodos
tradicionais, devido a degradagdo morfologica dos itens alimentares. A profundidade
taxonomica alcancada, aliada a sensibilidade da técnica, evidencia o potencial do
metabarcoding como ferramenta central para estudos de dieta e monitoramento trofico

em ambientes tropicais.

A comparagdo entre os métodos revelou que, embora o tradicional possa captar os
principais grupos alimentares em niveis taxondmicos mais amplos, o DNA
metabarcoding oferece maior riqueza, resolucdo e eficiéncia. Além disso, os resultados
indicam que o esfor¢o amostral necessario para que o método tradicional atinja um nivel
de saturacdo comparavel ao do metabarcoding seria substancialmente maior, tornando a
abordagem molecular mais adequada para contextos de monitoramento em larga escala e
ecossistemas de alta complexidade. Assim, os métodos podem ser considerados

complementares, e sua aplicacdo integrada tem o potencial de ampliar significativamente
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a compreensdo das interagdes troficas e apoiar estratégias de conservagdao ¢ manejo da

ictiofauna.

Embora o DNA metabarcoding ofereca alto detalhamento na identificagdo de itens
alimentares e revele componentes da dieta ndo detectaveis por métodos tradicionais, sua
aplicagdo ainda ¢ limitada pelo custo elevado de reagentes e sequenciamento, pela
necessidade de infraestrutura laboratorial e por exigir maior tempo de processamento e
analise. Esses fatores representam desafios logisticos importantes, especialmente em
estudos com grande nimero de amostras ou em contextos com recursos financeiros

restritos.
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Conclusao geral

Estatese apresentou uma abordagem integrada para investigar as interacdes troficas
entre peixes € moluscos invasores em ambientes dulcicolas tropicais impactados por
barragens. A partir de uma revisdo sistematica na bacia do rio Parand (Capitulo 1), de
dados empiricos obtidos por andlise visual de contetdo estomacal (Capitulo 2) e da
aplicacdo de técnicas moleculares por DNA metabarcoding (Capitulo 3), foi possivel
aprofundar o conhecimento sobre os padrdes de consumo e a importancia trofica desses

invertebrados invasores para a ictiofauna.

Os resultados revelaram que Limnoperna fortunei e Corbicula fluminea sdo
amplamente consumidos por diversas espécies de peixes neotropicais, especialmente em

ambientes onde esses moluscos sdo abundantes. Essa predacdo, embora ndo suficiente
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para o controle populacional dos invasores, indica uma integracdo parcial desses
organismos as cadeias alimentares locais. Por outro lado, Melanoides tuberculata foi
pouco registrado como item alimentar e as espécies Helisoma duryi € Physa acuta nao
foram registradas como presas de peixes na bacia do rio Parand, sugerindo a necessidade

de investigacdes mais especificas sobre essas espécies.

A comparacdo entre métodos tradicionais e moleculares demonstrou a
complementaridade entre abordagens, evidenciando que o DNA metabarcoding amplia
significativamente a deteccdo da diversidade de presas consumidas, especialmente
aquelas de dificil identificacdo morfolégica. Essa combinacdo de métodos se mostrou

promissora para estudos de ecologia alimentar em sistemas aquaticos complexos.

De forma geral, esta tese reforca que as interagdes entre peixes € moluscos invasores
sdo influenciadas por multiplos fatores — incluindo estrutura do habitat, disponibilidade
de presas e caracteristicas morfofuncionais dos predadores — e que tais interagcdes podem
ter implicagdes ecoldgicas significativas, como a reorganizagao tréfica e a modificagao
de nichos ecoldgicos. Ao abordar a predagdo como uma via de integragao ecologica e nao
apenas de controle biologico, este trabalho contribui para uma compreensdao mais
avangada das consequéncias das invasdes biologicas em ambientes dulcicolas sob forte

influéncia antrépica.

Sugestoes para pesquisas futuras

1. Ampliacdo geografica e temporal: Investigagdes em outras bacias
hidrograficas, especialmente no Norte e Nordeste do Brasil, poderao revelar
padrdes distintos de predagdo, associados a diferentes contextos ambientais e
historicos de invasdo. Estudos longitudinais também sido necessarios para
compreender a persisténcia ou variagdo das interacdes ao longo do tempo.

2. Predacio de moluscos pouco estudados: A predagdo de Melanoides
tuberculata, Physa acuta e Helisoma duryi permanece pouco documentada.
Experimentos e estudos de campo focados nessas espécies poderdo preencher
lacunas importantes sobre seu papel trofico.

3. Integracdo de abordagens morfolégicas e moleculares: A continuidade da
aplicacdo de DNA metabarcoding, aliada a analise visual tradicional, deve ser

estimulada em estudos de dieta. Essa integracdo ¢ essencial para aumentar a
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precisdo e robustez das analises, sobretudo em habitats com diversidade de
espécies morfologicamente semelhantes ou elevada fragmentagdo das presas.
Aspectos funcionais da predaciio: Avaliacdes experimentais sobre eficiéncia
predatoria, seletividade alimentar e preferéncias troficas podem fornecer
subsidios para entender se determinadas espécies de peixes poderiam
desempenhar um papel relevante na regulacdo de populagdes de moluscos
invasores em contextos especificos.

Implicacdes ecossistémicas: Pesquisas que explorem os efeitos indiretos da
predacdo de moluscos invasores sobre a rede trofica, fluxo de energia e
competicdo entre espécies sdo fundamentais para compreender os impactos de
longo prazo dessas interacdes.

Efeitos sinérgicos com outros fatores ambientais: Estudos que considerem
conjuntamente as invasodes bioldgicas e outros fatores de degradacdo ambiental,
como contaminagdo por nutrientes € compostos toxicos e alteracdo hidrologica
por barragens, poderdo elucidar como outros fatores ambientais interagem para

moldar a estrutura das comunidades aquaticas.
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