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Resumo

A fauna de peixes de agua doce no Brasil ¢ particularmente diversa e muitas das
espécies que a compdem ndo sdo encontradas naturalmente em outros locais. Tal
diversidade contém um numero elevado de estoques naturais nos cursos d’agua, os
quais vém sofrendo sensivel redu¢do como resultado da exploracdo desordenada dos
recursos, devido a captura de individuos jovens, pesca predatoria, falta de fiscalizagdo e
medidas protecionista, poluicdo das &guas, introducdo de espécies exoticas e,
principalmente, pela crescente fragmentacdo dos rios devido a construcdo de
empreendimentos hidroelétricos, que modificam as areas de desova coletiva e
interrompem o trajeto migratorio de algumas espécies. Atualmente constam na lista
oficial de espécies ameacadas de extingdo (IN n°®4/2005) 196 espécies de peixes, sendo
que 141 sdo de agua doce, entre as quais sete sdo consideradas sobreexplotadas. Dentre
as espécies de peixes migradoras classificadas em perigo pela IUCN, o género Brycon ¢é
o mais representado no Livro Vermelho da Fauna Ameagada de Extingdo (MMA,
2008), com seis espécies ameacadas, sendo que a piracanjuba Brycon orbignyanus
consta entre elas. Brycon orbignyanus ¢ um peixe reofilico, pois migra por longas
distancias para se reproduzir e, sendo assim, ndo se reproduz naturalmente em ambiente
de cativeiro. Entre as acdes de manejo que visam reduzir os impactos das agdes
antrdpicas sobre os estoques de peixes, pode-se destacar a proibicao da pesca durante o
periodo de reproducdo, controle da pesca, proibi¢do do uso de determinados
equipamentos de pesca, programas de repovoamento e a construgdo de mecanismos de
transposi¢ao de peixes. Porém, muitas destas estratégias e agdes para melhoria ou
manuten¢do dos recursos naturais t€m sido realizadas sem respaldo cientifico, com base
simplesmente no senso comum. Este estudo tem como objetivo principal realizar a
reprodugdo em cativeiro de B. orbignyanus de diferentes locais de origem, assistida por
analises genéticas do DNA mitocondrial e também de marcadores moleculares do tipo
microssatélite, de forma a produzir juvenis geneticamente adequados para o uso em
programas de manejo. Para as andlises genéticas, o DNA total foi obtido a partir de
amostras de tecido animal coletado dos juvenis de B. orbignyanus resultante dos
diferentes cruzamentos e também de pisciculturas. Foram utilizados marcadores do tipo
mitocondrial D-loop e quatro loci microssatélites. Os grupos foram determinados
através de cruzamentos dirigidos entre animais selvagens coletados na bacia do rio

Parana e animais oriundos de reproducao em cativeiro F2, destinados ao programa de
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conservagdo da espécie, realizados no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de
Peixes Continentais — ICMBio. Também foram utilizadas amostras obtidas de
pisciculturas que desenvolvem trabalhos de repovoamento da espécie. Através do
marcador molecular D-loop foi possivel identificar 4 haplotipos totalmente distintos. Os
quatro loci microssatélites permitiram a identificagdo de alguns alelos unicos, porém,
como eles apresentam-se em baixas frequéncias, ¢ provavel que estes alelos originais
sejam alelos raros ou ainda estas progénies sofreram variagdes de variabilidade genética
devido a influéncia da producao de espermatozéides de um macho sobre outro durante o
processo reprodutivo artificial. Pela andlise de varidncia molecular (AMOVA) foi
possivel identificar que a maior fonte de variagdo esta presente entre os individuos
(75.95%), o valor atribuido ao indice de fixacdo interpopulacional (FST = 0.24) ¢
considerado alto, indicando uma alta estruturacdo genética entre os dez grupos
avaliados. Os valores de heterozigosidade esperada e observada foram altos tanto para
as progénies oriundas de animais de cativeiro quanto para as progénies dos animais
selvagens. Entretanto, os valores obtidos para os animais de cativeiro foram inferiores
aos dos selvagens e a heterozigosidade esperada foi superior a heterozigosidade
observada, mostrando uma leve perda de variabilidade genética que, com o passar dos
anos e sendo mantidos tais indices de cruzamentos podem levar ao aumento da
endogamia e a perda de variabilidade genética nos estoques. Com a frequente
implantagdo de programas de repovoamento devem ser colocados em pratica cuidados
para evitar a perda de variagdo genética e acimulo de endogamia dentro de populacdes
de cativeiro. Neste caso, a inser¢do de reprodutores selvagens nestes estoques podem
promover a manutencdo de alelos e manter os valores de variabilidade genéticos
relativamente altos. Torna-se, portanto, imprescindivel a realizacdo de estudos que
identifiquem a variabilidade das populagdes naturais dos locais onde serdo realizadas as
acoes de repovoamento, para identificar possiveis grupos genéticos, uma vez que as

populagdes analisadas sdo estruturas.
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Abstract

The freshwater fauna of fish in Brazil is particularly diverse and a lot of these species
that compose it are not naturally found elsewhere. Such diversity has a high number of
stocks in natural watercourses, which have suffered significant reduction as a result of
uncontrolled exploitation of resources, because the capture of juveniles, overfishing,
lack of supervision and protectionist measures, water pollution, introduction of exotic
species, and especially by the increasing fragmentation of rivers by the construction of
hydroelectric projects, which modify the collective spawning areas and disrupt the
migratory path of some species. Currently listed on the official list of endangered
species (IN on 4/2005) 196 fish species, of which 141 from freshwater, among which
seven are considered overfished. Among the migratory fish species classified as
endangered by IUCN, the Brycon is the most represented in the Red Book of
Endangered Fauna (MMA, 2008), with six endangered species, and piracanjuba Brycon
orbignyanus is among them. Brycon orbignyanus is a reofilico fish because migrate
long distances to breed and, therefore, does not reproduce naturally in captivity
environment. Between management actions to reduce the impacts of human activities on
fish stocks, can highlight a ban on fishing during the breeding period , control of fishing
, prohibiting the use of certain fishing equipment , programs and build fishways fish .
However, many of these strategies and actions for improvement or maintenance of
natural resources has been made without scientific backing, simply based on common
sense. This study aims to conduct captive breeding of B. orbignyanus different source
locations, assisted by genetic analysis of mitochondrial DNA and also molecular
microsatellite markers in order to produce genetically juvenile suitable for use in
management programs . For genetic analysis, total DNA was obtained from samples of
animal tissue collected from juvenile B. orbignyanus resulting from different crosses
and also fish farms. Markers of mitochondrial D-loop type four microsatellite loci were
used. The groups were determined by crosses between wild animals collected in the
Parana River basin and animals from captive breeding F2, for the species conservation
program, conducted at the Centro Nacional de Pesquisas e Conservacdo de Peixes
Continentais - ICMBio. Samples from fish farms carrying out work with repopulation of
the species were also used. Through the D - loop molecular marker was identified 4
completely distinct haplotypes. The four microsatellite loci allowed the identification of

some unique alleles, however, as they present themselves at low frequencies, it is likely
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that these unique alleles are rare alleles or variations of these progenies underwent
genetic variability due to the influence of sperm production of a male over another
during artificial reproductive process. By analysis of molecular variance (AMOVA) was
identified that the greatest source of variation is present among individuals ( 75.95 % ) ,
the value assigned to index interpopulational fixation ( FST = 0:24 ) is considered high ,
indicating a high genetic structure between the ten groups assessed . The values of
observed and expected heterozygosity were high for both the progenies derived from
captive animals and for the progenies of wildlife. However, the values obtained for the
captive animals were lower than those of wild and expected heterozygosity was higher
than observed heterozygosity, showing a slight loss of genetic variability, over the years
and being maintained indices such crossings can lead to increased inbreeding and loss
of genetic variability in stocks. With the frequent deployment of restocking programs
should be put in place precautions to prevent the loss of genetic variation and
accumulation of inbreeding within populations in captivity. In this case, the insertion of
these wild breeding stocks can promote maintenance of alleles and maintain the values
of relatively high genetic variability. It is, therefore, essential to carry out studies
identifying the variability of natural populations of the places where the actions of
restocking will be performed to identify possible genetic groups, since the species has

structured populations.
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1. INTRODUCAO

Os peixes se apresentam como os vertebrados mais diversificados ¢ os de maior
variacdo genética conhecida, devido a este fato, peixes se apresentam como oS
vertebrados mais diversificados e os de maior variagdo genética conhecida. Existem,
aproximadamente, 57580 espécies de peixes, sendo que deste total, 32776 ja foram
validadas (Eschmeyer e Fong, 2013). Somente nos ultimos 20 anos foram descritas
6803 novas espécies de peixes, 0 que tornam os peixes o grupo de vertebrados com
maior numero de espécies descritas nas ultimas décadas (Lowe-Mcconnel, 1999;
Nelson, 2006; Eschmeyer e Fong, 2013). Toda essa biodiversidade de peixes em parte ¢
devido a grande plasticidade destes animais a ocuparem diferentes habitats aquaticos,
sendo que deste total de espécies, cerca de 45% delas vivem em agua doce e 65% em
ambientes de dgua salobra e marinhos (Eschmeyer e Fong, 2013).

A fauna de peixes de dgua doce no Brasil ¢ particularmente diversa e muitas das
espécies que a compdem nao sdo encontradas naturalmente fora da América do Sul.
Essa diversidade contém um naimero elevado de estoques naturais, os quais vém
sofrendo sensiveis redugdes nos cursos d’adgua, como resultado da exploragao
desordenada dos recursos, que modificam as areas de desova coletivas e interrompem o
trajeto migratorio de algumas espécies (Ashikaga, 2008). Desta maneira, torna-se
fundamental o conhecimento da biologia e da dindmica populacional destes animais
para a tomada de medidas racionais de preservagdao dos estoques (Agostinho et al.,
2002; Hilsdorf e Petrere, 2002; Carolsfeld et al., 2003; Ninhaus-Silveira, 2007; Oliveira
e Senhorini, 2010).

Atualmente, grande parte dessa diversidade de espécies de peixes encontra-se

ameacada de extingdo devido a inimeros fatores, dentre eles: pesca predatéria, polui¢ao



de rios e oceanos, fragmentacdo ambiental, desmatamento ciliar e introducao de
espécies exoticas. A [International Union for Conservation of Nature (IUCN) ¢
responsavel por veicular uma lista, conhecida com Red List, na qual constam as espécies
com algum risco de extingdao. Do total de 11092 espécies da fauna ameacada, os peixes
representam aproximadamente 19%, sendo que do total de 2094 espécies ameacadas,
409 foram consideradas criticamente ameacgadas, 528 ameacadas e 1157 vulneraveis.
Com base nesta estatistica, os peixes representam o maior grupo taxondmico, dentre os
vertebrados, em quantidade de espécies ameacadas de extingdo (IUCN, 2013). No Brasil
figuram hoje na lista oficial de espécies ameacadas de extin¢cdo (IN n° 4/2005) 196
espécies de peixes, sendo que 141 sdao de dgua doce, entre as quais sete sdo consideradas
sobreexplotadas. Dentre as espécies de peixes denominadas grandes migradores, o
género Brycon ¢ o mais representado no Livro Vermelho da Fauna Ameacada de
Extingdo (MMA, 2008), com seis espécies ameacgadas, sendo que a piracanjuba Brycon
orbignyanus consta entre elas.

A exploragdo desordenada do meio ambiente desencadeia a diminuicdo da
biodiversidade, sendo que a atual perda de espécies € algo sem precedentes, podendo
tornar-se irreversivel ao longo do tempo (Primack e Rodrigues, 2002). A sobrevivéncia
de uma espécie depende de populacdes minimas viaveis (Brito e Fonseca, 2000) e,
quando isso ndo ¢ possivel naturalmente, o manejo das populagdes se torna
extremamente necessario para que seja proporcionada a garantia minima de
variabilidade genética, bem como demografica e ecoldgica, para sua manutencdo e
perpetuagdo no ambiente (Cullen Jr. Et al., 2003).

Em resposta as modificagdes ambientais geradas por mudangas climdticas e
principalmente por agdes humanas, nos ultimos anos populagdes naturais desse peixe

desapareceram de varios rios brasileiros (Zaniboni-Filho et al., 2006), sendo catalogada



como espécie em risco de extingdo. Por esse motivo, programas que visem a sua
conservagao estdo sendo desenvolvidos em vérias regides do Brasil, destacando-se o
repovoamento como estratégia utilizada para atingir esse objetivo (Lopera-Barrero et
al., 2007).

Estudos genéticos de estoques destinados a programas de repovoamento podem
trazer informagdes importantes para conseguir ganhos expressivos na conservagao de
peixes (Povh et al., 2008). Em razdo do manejo genético inadequado a perda da
variabilidade genética dos estoques utilizados em programas de repovoamento, pode
acarretar sérios problemas que levam a endogamia, o que diminui a adaptabilidade e a
sobrevivéncia das progénies liberadas nos rios (Frost; Evans; Jerry, 2006; Povh, 2007).

E claro o fato de que o repovoamento continuard aumentando em popularidade na
sociedade, como um método mitigatorio para a manuten¢do das populagdes de peixes,
tornando-se assim fundamental que os programas sejam monitorados por pesquisas
cientificas, a fim de determinar com clareza os possiveis impactos ecoldgicos, sociais e

econdmicos (Sirol e Britto, 2005).

1.1 Construcao de barragens e os impactos sobre a ictiofauna

Com o aumento populacional e a utilizagdo desenfreada dos recursos ambientais,
o desenvolvimento econdmico do Brasil necessita cada vez mais de suas reservas
naturais, consequentemente a intensidade dos impactos e degradagdo do ambiente vem
se tornando maior e inevitavel. O Brasil possui um grande potencial hidrico e para
suprir a demanda energética, a construcao de usinas hidrelétricas ¢ a solucao adotada
para proporcionar independéncia energética a prego relativamente baixo (Umetsu,

2004). No entanto, esta solucdo ¢ conflitante com outros interesses da sociedade,



principalmente no que diz respeito aos danos ambientais e sociais que extrapolam o
local e a regido onde estdo localizados esses empreendimentos (Merona et al., 2001).

A redugdo da vazdo de corpos d'dgua por represamento retarda o periodo
reprodutivo dos peixes, aumentando a mortalidade dos juvenis pelo fato da desova
ocorrer em periodo inadequado ao seu desenvolvimento (Fidalgo-Guerreiro e Ferreira,
2011). As espécies de peixes adaptadas a ambientes reofilicos sao as mais afetadas com
a transformagdo subita do ambiente 16tico para Iéntico, uma vez que as adaptagdes e
estratégias reprodutivas estavam associadas ao ambiente original (Braga, 2001). As
alteragdes mais relevantes produzidas pelos reservatorios sobre essas espécies
migradoras e endémicas, tanto montante quanto jusante da barragem, ¢ o bloqueio ou o
retardo do movimento de peixes para as partes superiores da bacia (Andrade e Aratjo,
2011).

Com a transformac¢do dos principais rios brasileiros em uma sucessdo de
reservatorios, provocando alteragdes nas areas de reproducdo da fauna aquatica, além de
se transformarem em barreiras intransponiveis para os peixes (Yan et al. 2008), tais
eventos sdo reconhecidos como uma das principais causas da diminuicdo e extingdo de
peixes (Godinho e Godinho, 1994) principalmente quando se trata de espécies
migradoras, as quais geralmente sdo as de maior valor para pesca (Agostinho et al.,
2007; Andrade e Aratijo, 2011). Este fato se reveste de importancia ainda maior quando
se leva em conta a grande diversidade de espécies de peixes em nossos rios (Andrade e

Aratjo, 2011).

1.2 Marcadores moleculares
Estudos de genética de populacdes vém aumentando consideravelmente nas

ultimas décadas principalmente devido ao desenvolvimento de instrumentos efetivos de



diferenciagdo genomica. Marcadores moleculares t€ém sido amplamente aplicados para
acessar a reparticdo genética entre populacdes geograficamente isoladas, para definir
unidades evolutivas significativas abaixo do nivel de espécie, para propostas de manejo
e conservagao e para revisar tradicionais designagdes de espécies e subespécies (Dantas,
2007).

Desde as décadas de 70 e 80, a molécula do DNA mitocondrial (DNAmt) passou a
fazer parte da maioria dos estudos envolvendo estrutura populacional, relagdes
filogenéticas e o entendimento de varios aspectos biologicos e evolutivos de uma grande
variedade de organismos (Avise, 2004). Dentre as vantagens da utilizacgdo do DNAmt
como marcador molecular podem-se citar caracteristicas como a sua transmissao das
fémeas para os descendentes (Avise, 1994), tamanho reduzido, maior numero de copias
em relagdo ao DNA nuclear, simplicidade estrutural e reduzido nimero de mecanismos
de variagdo genética (Wolstenholme, 1992; Rokas et al., 2003).

A Ttnica grande regido ndo codificadora do DNAmt ¢ denominada Regido
Controle, também chamada de D-loop e caracteriza-se como uma regido rica em A+T e
sendo responsavel pelos processos de replicagdo e transcricio do DNAmt, sendo que
seu estudo pode fornecer importantes informagdes evolutivas para diversos grupos de
organismos (Taylor et al., 1993; Avise, 1994). Justamente por isso, a andlise de DNAmt
tem sido utilizada em diversos estudos, entre eles na biologia da conservagdo, ao se
quantificar o grau de variabilidade genética presente nas populacdes e a identificacao de
possivel estruturacdo genética destes componentes. Ao estudar as populagdes sob o
ponto de vista da composi¢do genética e das ferramentas moleculares, obtém-se varias
unidades finais ou basicas que sdo convencionalmente chamadas de haplétipos, sendo
que cada haplétipo corresponde a um conjunto de bases identificadas a partir de um

gene sequenciado (Freitas et al., 2009). Portanto, as diferengas entre nimero e tamanho



dos haplotipos podem ser usadas para estimar a variagdo genética dentre e entre as
populagdes (Nei, 1987).

Dentro da classe de marcadores moleculares existentes, os microssatélites sdo os
que ocorrem em maior frequéncia e sao aleatoriamente distribuidos pelo genoma
nuclear. Sao também conhecidos como sequencias simples repetida (SSRs - Simple
Sequence Repeats) ou repeticdes curtas em tandem (STRs - Short Tandem Repeats), as
quais sdo distribuidas abundantemente pelo genoma eucariotico e demonstram altos
niveis de polimorfismo alélico (Oliveira et al., 2006).

Os locos SSR parecem ser geneticamente estaveis, possuem expressao
codominante, sdo altamente multialélicos e apresentam segregacdo mendeliana. Em
uma populagdo, todos os alelos daquele loco podem ser detectados e discriminados,
fazendo com que os microssatélites estejam entre os marcadores moleculares mais
apropriados para mapeamento genético e fisico de genomas, para a identificagdo e

discriminagdo de gendtipos e estudos de genética de populacdes (Oliveira et al., 2006).

1.3 Estratégias de conservacio e manejo
Os sistemas hidrograficos estdo extremamente susceptiveis aos efeitos negativos
das mudangas ambientais, prejudicando o desenvolvimento natural dos estoques
pesqueiros (Godinho e Kynard, 2009). Um dos reflexos dessas alteragdes ¢ a redugdo do
patrimonio ictiogenético dos ecossistemas originais, trazendo riscos a permanéncia de
muitas espécies de peixes (Barletta et al., 2010).
Para tentar amenizar esta ameaga, varias medidas tém sido tomadas para evitar a
extingdo das espécies e dentre elas podemos citar uma normativa do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) IN n° 146/07, a qual

estabelece que em toda e qualquer entidade que cause impacto ao meio ambiente deve



adotar medidas de protecdo dos recursos biologicos (Welcomme, 1988). Entre as acdes
de manejo que visam reduzir os impactos das agdes antrdpicas sobre os estoques de
peixes, destacam-se: proibicdo da pesca durante o periodo de defeso (periodo de
reprodugdo), controle da pesca, proibicdo do uso de determinados equipamentos de
pesca, programas de estocagem ou repovoamentos; € a constru¢ao de mecanismos de
transposi¢ao de peixes (Hilsdorf et al., 2006; Agostinho et al., 2006).

No entanto, muitas destas estratégias e agdes para melhoria ou manutencdo dos
recursos naturais tém sido realizadas sem respaldo cientifico, com base simplesmente no
senso comum (Agostinho et al., 2005). Um exemplo claro sdo os programas de
repovoamento realizados por diversas entidades e/ou Orgdos publicos que, ao
negligenciarem atitudes basicas da biologia das espécies, passam a ser questionados
quanto a sua eficiéncia e aos impactos que podem causar na ictiofauna (Agostinho et al.,
2005). A acdo de repovoamento ¢ uma estratégia de conservagdo da biodiversidade
aquatica que consiste em restabelecer populacdes naturais a partir da liberagdo de
juvenis obtidos de estacdes de piscicultura (Lopera-Barrero et al., 2007).

A soltura de peixes nos rios € uma pratica muito comum no Brasil, desenvolvido
principalmente pelas usinas hidrelétricas. No entanto introdugdes de peixes sem estudos
prévios, mesmo feitas com as melhores intengdes, podem ocasionar um efeito
bottleneck, e levar a uma reducdo da variabilidade genética (Taniguchi, 2003; Povh et
al., 2006). Na atual pratica da reprodugdo em cativeiro ¢ comum a utilizagdo de peixes
da propria estagao de piscicultura como reprodutores, sendo provavel o acasalamento
entre reprodutores aparentados geneticamente (Povh et al., 2006), levando ao aumento
da homozigose (Moreira et al., 2003). Quando soltos em ambiente natural podem levar a
diminui¢do da variabilidade genética da populacdo selvagem, pela mistura de grupos

nativos, geneticamente adaptados ao meio ambiente com grupos reproduzidos em



cativeiro, frequentemente com elevado grau de consanguinidade, reduzindo assim a
capacidade dos peixes suportarem as variagdes ambientais (Povh et al., 2008).

Dessa forma, a manutengdo da variabilidade genética ¢ importante para a
efetividade dos programas de repovoamento a fim de evitar efeitos indesejaveis na

ictiofauna (O-Connel e Wright, 1997; Hallerman, 2003; Sirol e Britto, 2006).

1.4 Reproduciao de peixes em cativeiro

A manutencao de espécimes em seu habitat natural ¢ denominada de conservagao
in situ. Essa €, sem davidas, a melhor estratégia para a preservacdo da diversidade
bioldgica, pelo fato de permitir a continuagdo dos processos evoluciondrios naturais e o
ciclo de vida natural das espécies (Primack e Rodrigues, 2002). Contudo, a conservagado
ex situ € uma alternativa muito utilizada nos dias de hoje para a preservagdo de espécies
ameagadas de extin¢do, propiciando a criagdo de bancos genéticos para aquelas espécies
que perderam seus habitat pela degradacdo ambiental (Degreef et al. 2002; Pompelli e
Guerra, 2004).

Deve ser levado em consideragdo que peixes reofilicos, em sua maioria ndo se
reproduzem naturalmente em cativeiro, sendo necessaria a indu¢do da reprodu¢do com o
uso de hormonios hipotaldmicos e gonadotréficos (Ninhaus-Silveira, 2007). Na
reprodugao de espécies em cativeiro, € vidvel empregar técnicas de reproducgdo assistida
para o aumento do numero de individuos, que poderdo ser encaminhados para
programas de reintroducdo ou acréscimo de espécimes ao meio ambiente (Foose e
Wiese, 2006).

Muito embora exista tecnologia de propagagado artificial para diferentes espécies

nativas e esta tecnologia vem sendo relativamente desenvolvida no Brasil, a



concentracdo de estudos foca principalmente espécies com potencial para aquicultura,

sendo escassas pesquisas voltadas para “conservacgao”.

1.5 A piracanjuba, Brycon orbignyanus

A piracanjuba (Figura 1) pertence ao género Brycon (Bryconidae,
Characiformes) e sua distribuicdo vai desde Honduras (Bussing, 1976) até o Rio da
Prata, na Argentina (Fowler, 1950), apresentando mais de 60 espécies com ampla

distribuicdo geografica na regido Neotropical.

Figura 1 — Piracanjuba Brycon orbignyanus. Exemplar medindo 41 cm.

A espécie B. orbignyanus (Valenciennes, 1849) ¢ um animal grande, de corpo
alongado, apresentando cabeca com duas grandes fontanelas e as escamas, tanto abaixo
como acima da linha lateral, sdo muito semelhantes entre si quanto a forma. A linha
lateral ¢ completa, curvada anteriormente e estd localizada abaixo da linha mediana do
corpo. Possui ventre arredondado tornando o corpo fusiforme, sobretudo em formas
jovens, com maxilar e mandibula geralmente do mesmo comprimento. Possui dentes
pentacuspidados tricuspidados no aspecto externo sem rebaixar a mucosa, dispostos em

trés séries no pré-maxilar, uma série no maxilar com muitos dentes e uma série de
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dentes no dentario com dois dentes conicos situados proximos da sinfise. Apresentam
ainda numerosos branquiespinhos, raios medianos da cauda ligeiramente mais longos
formando uma ponta marginal (Godoy, 1975). A piracanjuba apresenta coloragao
alaranjada e cauda vermelha com uma faixa preta iniciada no pedunculo caudal (Vaz et
al., 2000).

Esta espécie encontra-se amplamente distribuida na Bacia do Prata, que ¢ a
segunda maior bacia hidrografica do planeta, com 1.397.905 km2, estendendo-se por
diferentes paises como Brasil, Uruguai, Bolivia, Paraguai e Argentina, sendo originada
pela juncao dos principais rios desta regido, o Parand, o Paraguai e o Uruguai.

A piracanjuba realiza deslocamentos migratorios reprodutivos, sendo que no
baixo rio Parand e rio Uruguai, na Argentina e Uruguai, ela migra em diregdo
descendente nos rios em outubro e em direcdo ascendente em marc¢o, quando as aguas
comecam a esfriar (Ringuelet et al, 1967). Contudo, no alto Parana, de modo oposto ao
que acontece no baixo Parand e rio Uruguai, a migragao reprodutiva ¢ empreendida pela
movimentagdo rio acima, sendo que, apds a reproducdo, os individuos descem o rio,
podendo se afastar bastante do sitio reprodutivo (Lima, 2001).

Devido a este carater migratorio e dependente de condigdes preservadas de mata
ciliar, qualidade e fluxo de 4agua, B. orbignyanus ¢ uma espécie sensivel a degradacgdo
ambiental. Estas caracteristicas e juntamente com o fato desta espécie despertar grande
interesse de pescadores esportivos e profissionais, tornaram a antiga grande populagdo
nativa original em fragmentos pequenos isolados por barragens (Godoy, 1975; Paiva,

1982).
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2. OBJETIVOS

O manejo de recursos pesqueiros necessita de um amplo conhecimento de todos
os componentes do sistema, que compreendem peixes, ambientes € outros organismos.
A interacdo entre esses componentes ¢ tao forte que acoes isoladas podem acarretar no
fracasso dos programas de conservacdo (Agostinho; Thomaz e Gomes, 2005) e
tornarem-se uma ameaga para o ecossistema (Povh, 2007).

No entanto, ndo existem duvidas de que a atividade de repovoamento se tornara
cada vez mais importante como ferramenta para manejo de rios e manutengdo de
estoques naturais de peixes altamente explorados, com risco de extingdo (Godinho e
Godinho, 2003). O repovoamento, como pratica de manejo visando a manutengdo de
determinada espécie em seu ambiente natural, deve ser precedido de estudos que
definam as espécies a serem trabalhadas, o local e periodo de soltura, o tamanho dos
individuos, a capacidade de suporte do ambiente, a origem dos exemplares no tocante a
qualidade genética, bem como os mecanismos de controle € monitoramento desta agao
(Agostinho et al., 2007).

Concomitante as analises genéticas, a melhora do manejo reprodutivo deve ser
também realizada, ja que um manejo inadequado, resultado de praticas de
acasalamentos com baixo numero de reprodutores, pode trazer problemas ao promover a
perda da variabilidade genética (Aho et al.,, 2006). Por isso, ¢ necessario e
extremamente importante o desenvolvimento de estudos genéticos e reprodutivos

adequados que diminuam os potenciais riscos para estas agdes.

2.1 Objetivo geral
Este estudo tem como objetivo principal realizar a reproducao em cativeiro de B.

orbignyanus de diferentes locais de origem, assistida por andlises genéticas do DNA
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mitocondrial e, também de marcadores moleculares do tipo microssatélite, de forma a

produzir juvenis adequados para o uso em programas de manejo.

2.2 Objetivos especificos

v Realizar cruzamentos dirigidos entre individuos pertencentes a grupos de
reprodutores de B. orbignyanus com caracteristicas genéticas distintas para a producdo
de juvenis.

v Estimar a variabilidade genética dos estoques parentais e dos descendentes
produzidos utilizando marcadores genéticos moleculares dos tipos D-loop e
microssatélite para os grupos mantidos em cativeiro, originados dos cruzamentos
dirigidos.

v Estimar a compatibilidade genética dos grupos originados dos cruzamentos
dirigidos pelas anélises estatisticas F de Wright.

v Identificar grupos genéticos de individuos compativeis com as condigdes de
inser¢do no ambiente, de modo a promover a manuten¢do da variabilidade da espécie e

a sua conservagao nos ambientes naturais.

3. MATERIAL E METODOS

Cruzamentos dirigidos em cativeiro e obtencio de amostras

O trabalho experimental foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa e

Conservacdo de Peixes Continentais — CEPTA, 6rgdo vinculado ao Instituto Chico
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Mendes de Conservacao da Biodiversidade — ICMBio, localizado no municipio de
Pirassununga/SP, Brasil.

Para os cruzamentos foram utilizados reprodutores selvagens adultos oriundos do
Rio Ivinhema, componente da bacia do Rio Parana e reprodutores de geracao F2
mantidos em cativeiro, oriundos de cruzamentos realizados na Estacao de Piscicultura
de Jupia, pertencente a Companhia Energética de Sao Paulo (CESP). A organizagao dos
grupos experimentais esta descrita na Tabela 1.

Para realizagdo dos cruzamentos os animais foram selecionados conforme as
caracteristicas reprodutivas (papila urogenital dilatada nas fémeas e verténcia de s€men
nos machos) e submetidos ao processo reprodutivo conforme Ceccarelli e colaboradores

(2005). Os cruzamentos foram realizados da seguinte forma:

v exemplares de cativeiro x exemplares de cativeiro
v exemplares de cativeiro x exemplares selvagens
v exemplares selvagens x exemplares selvagens

Além dos exemplares obtidos nestes cruzamentos foram analisados outros juvenis
oriundos de outras trés estagdes produtoras de juvenis destinados ao repovoamento para

comparagdo e avaliacdo de sua variabilidade genética.

Tabela 1 Identificagdo de cada cruzamento, origem e procedéncia de cada grupo
amostrado.

Sigla Origem dos animais

Cativeiro BM Oriundos de lote mantidos na Piscicultura Brumado (Mogi-Mirim/SP)

Cativeiro_CT Animais F3 resultantes de Cruzamentos da Estagdo de Piscicultura de Jupia (CESP)
Cativeiro CVT Cruzamento de 1 fémea cativeiro (F2) com 3 machos selvagens (Rio Ivinhema)
Cativeiro_JB Animais de Cruzamentos da Esta¢ao de Piscicultura de Volta Grande (MG)
Cativeiro JT Animais de Cruzamentos da Esta¢@o de Piscicultura de Volta Grande.(MG)
Cativeiro PP Animais oriundos de Piscicultura Polentini (Mogi-Mirim/SP)

Selvagem SCD Cruzamento de 1 fémea selvagem (Rio Ivinhema) com 3 machos de cativeiro (F2)
Selvagem SCI Cruzamento de 1 fémea selvagem com 3 machos selvagens (ambos do Rio Ivinhema)
Selvagem SCU Cruzamento de 1 fémea selvagem (Rio Ivinhema) com 3 machos cativeiro (F2)
Selvagem SLA Cruzamento de 1 fémea selvagem com 3 machos selvagens (ambos do Rio Ivinhema)
Selvagem SSU Cruzamento de 1 fémea selvagem com 3 machos selvagens (ambos do Rio Ivinhema)
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Analises genéticas dos juvenis através de marcadores moleculares
Extracdo de DNA
Para as analises genéticas, o DNA total foi obtido a partir de amostras de tecido
animal coletadas dos juvenis de B. orbignyanus provenientes dos diferentes
cruzamentos. Um pequeno fragmento da nadadeira adiposa foi retirado e conservado em
alcool, sendo tomados os devidos cuidados para manter a integridade dos individuos
amostrados na tentativa de devolvé-los vivos ao ambiente. A extracdo do DNA total
seguiu o protocolo de extracdo proposto por Aljanabi e Martinez (1997), sendo que

eventualmente também foi utilizado o protocolo descrito por Ivanova, et al. (2006).

Amplificacdo e Sequenciamento da regido D-Loop

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo do fragmento
correspondente a regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop) foi utilizado um
par de primers descritos por Sivasundar e colaboradores (2001) para a espécie
Prochilodus lineatus (FTTF: 5> GCCTAAGAGCATCGGTCTTGTAA 3’ e RCR1 (5’
CCTGAAGTAGGAACCAGATG 3’) o qual se mostraram eficientes para a espécie B.
orbignyanus. A amplificagdo foi realizada em termociclador Veriti 96, Applied
Biosystems onde foi amplificado um fragmento de aproximadamente 700pb. Utilizando-
se o protocolo para amplificacdo recomendado pelo fabricante da Platinum® Taq DNA
Polymerase, Invitrogen. Os segmentos de DNA amplificados nas reacdes de PCR foram
visualizados em gel de agarose 0,8%. O DNA purificado foi sequenciado segundo o
protocolo de reacdo do kit DYEnamic ET Dye Terminator (Applied Biosystems) em
sequenciador automatico modelo ABI 3130. Foram sequenciados tanto os fragmentos

em ambas as dire¢des, sendo que as sequéncias consenso foram obtidas pelo software



15

Geneious versao 4.8.5. As sequéncias foram analisadas através dos softwares DNAsp

Sequence Polymorphism (Rokas et al.2003) e Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005)

Amplificacdo de locus e marca¢do com microssatélites

Primers descritos por Barroso et. al. (2003) com a espécie Brycon opalinus e
Sanches e Galetti (2006) com Brycon hilarii (Tabela 2) foram utilizados no processo de
amplificacdo das amostras de DNA dos espécimes em estudo, sendo que as reacdes
seguiram o protocolo geral de amplificagdo recomendado pelo fabricante da Platinum®
Taq DNA Polymerase, Invitrogen. A temperatura de anelamento dos primers foi
adequada para todos os locus, sendo hibridizacdo padronizada a TA 53°C por 30s. Os
microssatélites foram genotipados em sequenciador automatico de DNA modelo ABI

3130 e analisados através do programa GeneMapper.

Tabela 2 Sequéncias de nucleotideos das repeticdes motifs, dos primers dos loci
microssatélite analisados para B. orbignyanus.

loci Repeticao motif Sequéncia dos Primers (5’- 3%)
BoM6 (CA)5TA (CA)10T(CA)4 F: GGAGTTTGTGTGTGGAGACCGAG
R: GCACGCAGACACCAGA
BoM13 (ChO11 F: CATTTCCTCAGTCCTTTTCAGC
R: CCCACTTAGGGTCGCAC
Bh5 (AC)13 F: CTTCCACTCATACCGGCACT
R: ACATCTGGCATTAGGCATAG
Bh13 (AT)7 F: AGCAATTTAAGCAAGTGAAG

R: GCGTCGGAGCAGTAGTTATA

Foram realizadas andlises de testes exatos para equilibrio de Hardy-Weinberg,
(Guo; Thompson, 1992) nos loci através do programa computacional GENEPOP versao
1.3 (Raymond; Rousset, 1995). Os niveis de variagdo genética foram baseados em
valores de heterozigosidade observada (H,), heterozigosidade esperada (H.),

porcentagem de loci polimérficos (P) e numero médio de alelos por locus.



16

4. RESULTADOS

D-loop

Foram analisadas 225 amostras de B. orbignyanus com o uso do marcador
mitocondrial (D-loop). Nesta andlise foi possivel identificar 4 haplotipos (Tabela 3 e
Figura 2), sendo que o haplétipo 2 se mostrou mais frequente (Grupos 2, 4, 7, 9 e 11),
sendo encontrado em animais selvagens oriundos do Rio Ivinhema e principalmente
entre os animais de cativeiro. O haplotipo 1 apresentou-se apenas nos grupos 1 e 3 que
historicamente tiveram reprodutores oriundos do Rio Verde, mas que ao longo dos anos
foram reproduzidos em cativeiro. O haplotipo 3 estd restrito aos exemplares
provenientes da Piscicultura Polentini que provavelmente usou reprodutores
geneticamente distintos, enquanto o haplétipo 4 foi encontrado em animais oriundos do

Rio Ivinhema.

Tabela 3 Numero de individuos por haplétipo e sua distribui¢ao dentro dos grupos de B.
orbignyanus

Haplétipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Hap_1 8 0 18 0 0O O 0 0 0 o0 0
Hap 2 0 22 0 23 3 0 9 0 6 0 12
Hap 3 o 0 o0 0 0 3 0 0 0 0 0
Hap 4 0O 0 0 0 0 0 0 25 0 29 0

Pop: 1=CativeiroBM; 2 = Cativeiro_CT; 3 Cativeiro CVT; 4 = Cativeiro_JB; 5 = Cativeiro_JT;
6 = Cativeiro_PP; 7 = Selvagem SCD; 8 = Selvagem_ SCI; 9 = Selvagem_ SCU; 10 =
Selvagem SLA; 11 = Selvagem SSU
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Figura 2 — Rede de haplotipos de B. orbignyanus construida através de andlise da regido
mitocondrial D-loop. Pop: 1=Cativeiro BM; 2 = Cativeiro_CT; 3 Cativeiro CVT; 4 = Cativeiro JB;
5 = Cativeiro_JT; 6 = Cativeiro_PP; 7 = Selvagem SCD; 8 = Selvagem_SCI; 9 = Selvagem SCU; 10 =
Selvagem SLA; 11 = Selvagem SSU. *Numeros em vermelho corresponde a localidade das bases
mutacionais.

Entre os cruzamentos realizados no CEPTA foram identificados 4 haplétipos,
sendo que o haplétipo 1 € encontrado na fémea de cativeiro e os haplotipos 2 e 4 entre
cinco fémeas selvagens. Os dados obtidos através do AMOVA (Tabela 4) devem ser
considerados com atengdo, uma vez que os valores encontrados apresentaram-se
elevados (FST=1.000), uma vez que cada grupo apresentava diferencas genéticas entre
si.

Tabela 4 Andlise da variancia molecular (AMOVA)e FST, utilizando marcador
mitocondrial D-Loop entre os grupos de B. orbignyanus.

Origem de variacao d.f. Soma dos Os Percentual FST
quadrados componentes de variaciio
de variincia
Entre os grupos 3 193.930 0.66512Va 32.06 1.00000
Entre as populacgdes 7 184.639 1.40970Vb 67.94
dentro dos grupos
Dentro das populacdes 214 0.000 0.00000Vce 0.00

Total 224 378.569 207.481
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Microssatélites

Para as analises com marcador microssatélite foram analisadas 273 amostras,
distribuidas em 10 grupos, sendo que o grupo Selvagem SCU resultado do cruzamento
de 1 fémea selvagem (Rio Ivinhema) com 3 machos cativeiro (F2) ndo teve suas
amostras amplificadas e por isso foi excluido das andlises. Somente o grupo
Cativeiro CT nao apresentou FIS negativo em nenhum de seus /ocus; em todas as
outras populagdes ha pelo menos um /ocus em que a heterogosidade observada supera a
heterogosidade esperada, levando consequentemente ao FIS negativo (Tabela 5).

Os maiores valores de heterogosidade observada foram encontrados em
Cativeiro+Selva CVT para os locus BHS e BH13, Selvagem SSU para locus BH13 e
Selvagem+Cati_SCD locus BHS (1.0000), enquanto o menor valor encontrado foi em

Selvagem_SCI para locus BOM6 (0.17241) (Tabela 5).

Tabela 5 Dados de quatro /oci microssatélites utilizados nas analises de cada grupo de B.
orbignyanus. N = nimero de individuos; Na = nimero de alelos; Ho = heterozigosidade
observada; He = heterozigosidade esperada; FIS = indice de fixacdo (endogamia); HWE =
valores probabilisticos de concordancia com o equilibrio de Hardy-Weinberg; * = P <
0,0125 ajustados com a correcao de Bonferroni.

Grupos Locus
Cativeiro BM BHS5 BH13 BOM6 BOM13
N 13 12 14 13
Na/Np 5/2 2 3 4
Ho 0.69231 0.75000 0.71429 0.69231
HE 0.71385 0.48913 0.56085 0.67385
FIS 0.0314 -0.5714 -0.2871 -0.0286
HWE 0.00197* 0.09272 0.00314* 0.04400
Cativeiro+Selva CVT BH5 BHI13 BO M6 BOM13
N 20 20 20 20
Na/Np 3 2 5 6/1
Ho 1.00000 1.00000 0.65000 0.65000
HE 0.63590 0.51282 0.63077 0.57949
FIS -0.5966 -1.0000 -0.0313 -0.1253
HWE 0.00004* 0.00000* 0.82723 0.52438
Cativeiro_CT BHS5 BH13 BOM6 BOM13
N 29 31 21 28
Na/Np 7 6 3 51
Ho 0.75862 0.35484 0.33333 0.32143
HE 0.76407 0.58170 0.48664 0.76039

FIS 0.0073 0.3939 0.3204 0.5818



19

HWE 0.00000* 0.00648* 0.00036* 0.00000*
Cativeiro JB BHS5 BH13 BOMG6 BOM13
N 39 41 28 31
Na/Np 8/1 9/1 6 11/1
Ho 0.92308 0.75610 0.53571 0.71875
HE 0.75291 0.80849 0.71753 0.83879
FIS -0.2297 0.0656 0.2569 0.1451
HWE 0.00000* 0.02654 0.00324* 0.00007*
Cativeiro PP BHS5 BHI13 BOM6 BOM13
N 30 36 33 40
Na/Np N1 8 5 5
Ho 0.33333 0.88889 0.48485 0.77500
HE 0.50339 0.82238 0.51469 0.69652
FIS 0.3417 -0.0821 0.0588 -0.1143
HWE 0.04403 0.00058* 0.31086 0.09572
Cativeiro JT BHS5 BH13 BOMG6 BOM13
N 36 36 32 38
Na/Np 5 4 6 7
Ho 0.91667 0.66667 0.56250 0.97368
HE 0.59233 0.63459 0.73462 0.80702
FIS -0.5598 -0.0513 0.2372 -0.2099
HWE 0.00000* 0.76868 0.00050* 0.00079*
Selvagem SCI BHS5 BHI13 BOM6 BOMI13
N 29 26 29 29
Na 4 2 4 3
Ho 0.68966 0.92308 0.17241 0.68966
HE 0.72172 0.50679 0.68179 0.67756
FIS 0.0452 -0.8519 0.7504 -0.0182
HWE 0.00919* 0.00002* 0.00000* 0.00000*
Selvagem SLA BHS5 BH13 BOM6 BOM13
N 30 29 30 30
Na/Np 3 41 8/2 4
Ho 0.73333 0.90000 0.42308 0.93333
HE 0.61186 0.58588 0.65611 0.64689
FIS -0.2026 -0.5505 0.3597 -0.4539
HWE 0.16962 0.00000* 0.00006* 0.00001*
Selvagem SSU BHS5 BHI13 BOMG6 BOMI13
N 10 11 11 11
Na/Np 4 8 5 4
Ho 0.60000 1.00000 0.81818 0.45455
HE 0.50000 0.85714 0.72727 0.69697
FIS -0.2135 -0.1765 -0.1321 0.3590
HWE 1.00000 0.45202 0.16784 0.01917
Selvagem+Cati_ SCD BHS5 BHI13 BOMG6 BOM13
N 11 12 10 8
Na/Np 5 8 4 5
Ho 1.00000 0.75000 0.50000 0.62500
HE 0.71429 0.85870 0.77895 0.70833
FIS -0.4286 0.1316 0.3706 0.1250
HWE 0.05975 0.53747 0.25261 0.60612

O grupo Cativeiro+Selva CVT apresentou a menor média de heterozigosidade

esperada (0,58974) e a maior heterozigosidade observada (0,82500) (Tabela 6), ja o
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grupo Cativeiro CT apresentou a menor valor para heterozigosidade observada média

(0,442006) e a Cativeiro JB a maior heterozigosidade esperada (0,77943).

Tabela 6 Heterozigosidade média observada e esperada dos grupos de cativeiro e

selvagens.
Grupo Médias
Cativeiro Ho He
Cativeiro BM 0,71223 0,60942
Cativeiro CT 0,44206 0,6482
Cativeiro_JB 0,73341 0,77943
Cativeiro_PP 0,62052 0,63424
Cativeiro JT 0,779880 0,69214
Total 0,657620 0,67269
Grupo Médias
Selvagem Ho He
Cativeiro+Selva CVT 0,825 0,58974
Selvagem SCI 0,61870 0,64696
Selvagem SLA 0,74744 0,62519
Selvagem SSU 0,71818 0,69535
Selvagem+Cati SCD 0,71875 0,76507
Total 0,725614 0,66446

O niimero de alelos (Na) foi estimado para cada /ocus e para cada amostra (Tabela 7),

sendo que a maior quantidade de alelos foi identifica para o locus BoM13 da amostra

Cativeiro_JB (11). Considerando-se o comparativo entre grupos, o maior valor médio de

alelos foi identificado também para a amostra de Cativeiro_JB (8,5) e o menor valor médio

para Selvagem_SCI (3,25).

Tabela 7 Frequéncia alélica de cada alelo por locus e por populagdo obtidos através de
marcador microssatélite para B. orbignyanus.

Locus Aleloon BM CVT CT JB PP JT SCI SLA SSU SCD

Bh5 N 13 20 29 39 30 36 29 30 10 11
158 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0379 0,000 0,100 0,000
160 0,192 0300 0,000 0,000 0,183 0,000 0,121 0,533 0,000 0,000
162 0,038 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
164 0,423 0,500 0,034 0,013 0,050 0,014 0,000 0,000 0,000 0,045
170 0,000 0,000 0,000 0,013 0,033 0,000 0,000 0,183 0,000 0,000
172 0,308 0,200 0,034 0,000 0,000 0,000 0310 0,283 0,000 0,000
174 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,190 0,000 0,050 0,000
202 0,038 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
214 0,000 0,000 0,000 0,013 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
222 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
224 0,000 0,000 0,052 0,051 0,000 0,042 0,000 0,000 0,150 0,273
226 0,000 0,000 0,310 0,372 0,017 0,403 0,000 0,000 0,000 0,182
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250 0,000 0,000 0,034 0,090 0,000 0,042 0,000 0,000 0,000 0,045
252 0,000 0,000 0,310 0,167 0,683 0,000 0,000 0,000 0,700 0,455
254 0,000 0,000 0,224 0,282 0,000 0,500 0,000 0,000 0,000 0,000
Bh13 N 12 20 31 41 36 36 26 30 11 12
146 0,000 0,000 0,000 0,000 0,083 0,000 0,000 0,000 0,045 0,000
150 0,000 0,000 0,016 0,037 0,083 0,014 0,000 0,000 0,045 0,042
156 0,000 0,000 0,000 0,061 0,083 0,000 0,000 0,000 0,182 0,083
158 0,000 0,000 0,000 0,024 0,000 0,000 0,000 0,000 0,091 0,042
160 0,000 0,000 0,032 0,037 0319 0,375 0,000 0,000 0,273 0,125
164 0,000 0,000 0,419 0,256 0,125 0,458 0,000 0,000 0,091 0,208
168 0,000 0,000 0,000 0,037 0,083 0,000 0,000 0,000 0,000 0,042
170 0,000 0,000 0,000 0,293 0,000 0,153 0,000 0,000 0,045 0,208
172 0,000 0,000 0,500 0,195 0,208 0,000 0,000 0,000 0,227 0,250
174 0,000 0,000 0,000 0,061 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
226 0,375 0,500 0,000 0,000 0,000 0,000 0462 0,450 0,000 0,000
250 0,000 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000
252 0,625 0,500 0,016 0,000 0,014 0,000 0,538 0,467 0,000 0,000
Bom6 N 14 20 21 28 33 32 29 26 11 10
125 0,071 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,077 0,000 0,000
135 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000 0,000
139 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000 0,000
141 0,000 0,000 0,000 0,000 0,076 0,000 0,000 0,000 0,045 0,000
147 0,000 0,000 0,000 0,018 0,000 0,000 0,017 0,019 0,000 0,000
151 0,000 0,025 0,143 0,179 0,000 0,047 0,000 0,019 0,045 0,200
153 0,000 0,000 0,690 0,071 0,045 0,250 0,000 0,538 0,318 0,300
155 0357 0,225 0,000 0,018 0,682 0,031 0,276 0,000 0,182 0,200
157 0,000 0,000 0,167 0,393 0,076 0,156 0,310 0,077 0,409 0,300
159 0,571 0,175 0,000 0,000 0,121 0,094 0,397 0,000 0,000 0,000
161 0,000 0,025 0,000 0,321 0,000 0,422 0,000 0,000 0,000 0,000
167 0,000 0,550 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,231 0,000 0,000
Boml13 N 13 20 28 31 40 38 29 30 11 8
179 0,385 0,625 0,000 0,097 0413 0,000 0,345 0,483 0,091 0,125
181 0,038 0,025 0,036 0,129 0,013 0,026 0,310 0,000 0,455 0,250
183 0,000 0,000 0,232 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
185 0,000 0,000 0,250 0,129 0,000 0,000 0,345 0,017 0,318 0,500
187 0423 0,025 0,143 0,323 0,175 0,263 0,000 0,300 0,000 0,063
189 0,154 0,000 0,339 0,177 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000
194 0,000 0,175 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
197 0,000 0,000 0,000 0,000 0,325 0,000 0,000 0,200 0,000 0,063
199 0,000 0,100 0,000 0,016 0,075 0,211 0,000 0,000 0,136 0,000
201 0,000 0,050 0,000 0,065 0,000 0,039 0,000 0,000 0,000 0,000
203 0,000 0,000 0,000 0,048 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
205 0,000 0,000 0,000 0,016 0,000 0,145 0,000 0,000 0,000 0,000
207 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,066 0,000 0,000 0,000 0,000

Pela analise de variancia molecular (AMOVA) foi possivel identificar que a maior

fonte de variacdo estd presente entre os individuos (75.95%), sendo que o valor

atribuido ao indice de fixagdo interpopulacional (FST = 0.24046) foi considerado alto,

indicando uma alta estruturagdo genética entre os dez grupos avaliados (Tabela 8).
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Tabela 8 Andlise da variancia molecular (AMOVA) e FST, entre os grupos de B.
orbignyanus, com marcadores microssatélites. * P < 0,05, apds corre¢ao sequencial de
Bonferroni.

Fonte de variacio Soma dos Componentes de % de variagao FST
quadrados varia¢io

Entre as populacdes 194,957 0.42531 24.04557 0.24046*

Dentro das populacdes 642.249 1.34347 75.95443

Total 837.206 1.76878
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5. DISCUSSAO

Diversos estudos t€ém mostrado os possiveis impactos genéticos da liberagao de
peixes cultivados no ambiente aquatico (Ward, 2006; Gonzalez-Wangliemerta et. al,
2010). Os padroes de DNA mitocondrial (DNAmt), juntamente com marcadores
moleculares do genoma nuclear tém sido reconhecidos como marcadores moleculares
potencialmente importantes em estudos de linhagens comerciais e da andlise da
estrutura populacional de peixes, proporcionando informacdes seguras sobre os niveis
de variabilidade e similaridade genética entre diferentes populagcdes (Ovenden, 1990,
Billington e Hebert, 1991; Toledo Filho et al. 1992). Neste trabalho foram utilizados
dois tipos de marcadores moleculares, um segmento da grande regido ndo codificadora
do DNAmt denominada Regido Controle, também chamada de D-/oop e marcadores do
tipo microssatélite, a fim de avaliar melhor os estoques destinados ao repovoamento e a
conservagdo de B. orbignyanus, assim como fornecer subsidios cientificos para uma
maior eficicia das acdes de manejo desta espécie de peixe praticadas atualmente.

A andlise da rede de hapldtipos realizada a partir dos dados obtidos com o
marcador mitocondrial D-loop permitiu observar a presenca de quatro agrupamentos,
segundo seus haplotipos. O agrupamento H3 mostrou-se exclusivo para os individuos
provenientes do estoque da Estacdo de Piscicultura de Polentini, fato este explicado pela
origem de suas matrizes, sendo o Unico grupo com espécimes oriundos do Rio Verde —
MS. Os reprodutores dos plantéis de B. orbignyanus das Estacdes de Piscicultura de
Brumado e da CESP (Jupid) compartilham o mesmo agrupamento (Haplotipo 1), sendo
possivel concluir que embora de proveniéncia nao identificada, estes estoques
apresentam uma mesma origem. Por outro lado, a subpopulacdo de B. orbignyanus

proveniente do Rio Ivinhema apresentou alta variabilidade genética e uma estruturagao
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populacional significativa, em comparagdo as subpopulacdes de rios proximos, como
aquelas amostradas nos rios Parand e Verde (Ashikaga et al., 2013). Com base neste
fato, dois haplotipos identificados como grupamentos H2 e H4 sdo observados para o
restante dos grupos, sendo que eles foram originados a partir de cruzamentos com
fémeas do Rio Ivinhema.

Durante o processo de reproducao induzida em cativeiro, a perdas de reprodutores
por efeito da manipulagdo sao bastante frequentes (Ribolli € Zaniboni-Filho, 2009). No
sentido de melhor adequar a técnica de reprodugdo e prevenir a perda de parcelas nos
experimentos, mais de um casal de reprodutores foram utilizados para cada grupo nos
cruzamentos dirigidos realizados dentro da Estacdo de Piscicultura do CEPTA/ICMBio.
Contudo, devido a alta mortalidade ainda recorrente, uma vez que esta espécie de peixe
¢ bastante afetada pelo estresse da manipulagdo e a escassez de fémeas de B.
orbignyanus, bons resultados de andlise foram obtidos em apenas uma fémea por grupo
no processo reprodutivo. Este fato teve influéncia nos resultados genéticos
populacionais, como no caso da Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA),
distorcendo o valor de FST (1,0000) pela presenga de apenas um unico haplétipo por
grupo. Segundo Hilsdorf e colaboradores (2002), a falta de variabilidade encontrada ¢
consistente com o desenvolvimento de um processo de afunilamento da populacao,
sendo que tais eventos constituem a principal preocupacdo em programas de
repovoamento e, em decorréncia, verifica-se que a variabilidade nos reprodutores
apresenta-se geralmente menor do que nas populagdes selvagens.

As dificuldades para isolar um grande niimero de marcadores microssatélites tém
sido creditadas principalmente ao alto custo do processo de prospec¢ao. Assim, estudos
genéticos tém sido realizados utilizando loci ja descritos na literatura em espécies

filogeneticamente proximas (Barbara et al., 2007), utilizando-se frequentemente de
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quatro a cinco /oci microssatélites (Jerry et al., 2006). A partir da analise genética de
quatro loci microssatélites foi possivel distinguir diferentes alelos e estimar a sua
frequéncia nos grupos amostrais. Contudo, nestes casos, a presenga de alelos com baixa
frequéncia tanto pode ser um indicativo da presenga de alelos raros nas populagdes
selvagens originais (Hilsdorf et al., 2006) ou a predominancia do conjunto genético de
um espécime sobre outro.

A predominancia do conjunto genético de um individuo sobre outro foi observada
por Ribolli e Zaniboni-Filho (2009) em estudos reprodutivos e genéticos com Rhandia
quelen. Tem sido verificado que ¢ bastante utilizado na pratica a mistura de sémen de
diferentes machos formando um “pool de sémen” para a fecundagao de ovocitos de uma
fémea, na tentativa de se obter uma prole com maior variabilidade genética. Contudo,
apesar do pool de sémen ser formado pela mistura de volumes iguais de sémen
proveniente de diferentes individuos, a prole resultante deste cruzamento ndo apresenta
proporgdes genéticas correspondentes ao nimero de machos utilizados, sendo que a
predominancia de um genotipo ¢ geralmente observada. Portanto, a progénie resultante
sofre variagdes de variabilidade genética devido a influéncia de um macho sobre outro.
Verificou-se, por outro lado que quando os mesmos machos foram utilizados
separadamente, os resultados mostraram-se diferentes.

Em B. orbignyanus a metodologia de formagao de pool de s€men foi utilizada pra
se obter parte dos grupos amostrais, sendo este o motivo pelo qual os grupos oriundos
de cruzamentos realizados nas dependéncias do CEPTA/ICMBio resultaram em
individuos com baixa frequéncia de alguns alelos. Ja nos individuos dos grupos
provenientes de outras Estagdes de Pisciculturas nao foi possivel fazer a mesma

inferéncia por desconhecimento do numero efetivo dos reprodutores utilizados.



26

A selecao natural opera na variacao genética presente em populagdes selvagens e
irad selecionar no sentido de preservar determinados genotipos e complexos de genes que
maximizam a aptiddo dos individuos em um ambiente especifico (Ward, 2006).
Genotipos coadaptados irdo surgir e serdo susceptiveis de variar de populacdo para
populagdo, dependendo das forgas seletivas locais. Restricdo de fluxo génico entre as
populagdes ira promover a divergéncia adaptativa de diferentes populagdes (Ward,
2006). Neste caso, o monitoramento genético das populacdes selvagens de cada
localidade deve ser estabelecido, a fim de se evitar a introducdo de individuos nao
adaptados aquele ambiente.

Para assegurar a manutencdo das populagdes no ambiente selvagem, ¢ de
fundamental importancia garantir um tamanho populacional adequado e uma
variabilidade genética suficiente, de forma que permita a adaptabilidade das populacdes
as diferentes condi¢gdes ambientais (Hallerman, 2003; Champagnon et al., 2012). Em se
tratando de grupos mantidos em cativeiro e reproduzidos com numero de matrizes
limitadas, era de se esperar que a variabilidade genética das progénies fosse baixa
(Barroso et al., 2005; Panarari-Antunes et al., 2011). Contudo, ndo foi este o fato
observado no presente trabalho e também em trabalhos com outras espécies de Brycon,
uma vez que os grupos apresentaram valores altos de variabilidade genética para
populagdes em cativeiro (Barroso et al., 2005; Matsumoto e Hilsdorf, 2009; Panarari-
Antunes et al., 2011). Embora possa ser considerada alto o valor de heterozigosidade
observada para cada locus, a média da heterozigosidade observada de cada grupo nos
revela que os originados pelo cruzamento de matrizes selvagens ¢ maior que daqueles
formados por matrizes ja mantidas em cativeiro.

Os possiveis motivos pelos quais populagdes naturais apresentam uma alta taxa

de diversidade genética, segundo Nei (1987), referem-se ao fato de que estas possuem
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um grande tamanho populacional, heterogeneidade ambiental e caracteristicas
intrinsecas a historia de vida das espécies, que favorecem o rapido crescimento
populacional. O maior tamanho populacional, maior fluxo génico, cruzamentos
aleatorios e a presenca pressoes seletivas, sao fatores que levaram, com o passar dos
anos, a selecdo de individuos mais adaptados e, consequentemente, formando grupos
com maior variabilidade genética (Fraser e Bernatchez, 2001; Allan e Flecker, 2003).
Apesar de apresentar e ainda manter um valor alto de variabilidade comparada
com outros trabalhos de estoque de cativeiro (Was e Wenne, 2002; Barroso et al. 2005)
com o passar dos anos e o aumento da endogamia poderd resultar em uma diminui¢do
da variabilidade genética, limitando, assim, o potencial genético da espécie (Rodriguez-
Rodriguez et al, 2010; Hedrick et al., 2012). A consanguinidade dos individuos
utilizados no processo reprodutivo leva a erosdo genética, tornando os individuos das
populacdo mais aparentados e consequentemente elevando a homozigose, expondo
genes recessivos deletérios a selecdo e eliminando a aptidao decorrente de excesso de
dominancia (Ward, 2006). De acordo Romana-Eguia et al. (2004), tal fato ¢ sempre
esperado em lotes mantidos em cativeiro, sendo que os desvios nas frequéncias
possivelmente causados pela deriva genética tendam a aumentar ao longo das geragdes.
Populagdes naturais podem ser geneticamente estruturadas, isto €, formadas por
subpopulagdes com composi¢ao genética definida, adaptadas e equilibradas em relagao
a determinadas condi¢des ambientais (Foresti et al., 1992). Estas subpopulagdes devem
ter sua variabilidade genética identificada e considerada nos programas de conservacao
(Wasko et al, 2004; Panarari-Antunes et al., 2011). O presente estudo revelou uma alta
diferenciagdo nas populagdes, de acordo com os parametros estabelecidos por Wright
(1978), segundo os quais valores de FST entre 0,15 e 0,25 indicam alta diferenciagao

genética, e valores superiores a 0,25 indicam que as populagdes eram geneticamente
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muito diferentes. Segundo Lafreve et al., (2004), o namero restrito de parentais aliado a
endogamia historica das matrizes reflete-se num alto valor de diferenciagao
interpopulacional (FST). Através de suas populagdes naturais, os individuos com graus
variados de diversidade podem ser usados como reprodutores nos programas de
repovoamento, desde que a diversidade genética das sub-populagdes selvagens sejam
mantidos nas populagdes produzidas em cativeiro, fazendo com que o estabelecimento

destes individuos possa ser bem sucedido (Wasko et al., 2004).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com o crescimento econdmico brasileiro e a necessidade cada vez maior de
recursos energéticos, a construcdo de empreendimentos hidroelétricos tem
consequentemente crescido. Tais empreendimentos, quando construidos sucessivamente
em cascata nos rios brasileiros t€ém causado a interrup¢do das rotas migratorias de
muitas espécies de peixes comercialmente importantes. Como medida de prote¢dao e
manuten¢do da diversidade, os programas de repovoamento sdo inevitaveis. Diante disto
para a melhoria da produgdo destinada ao manejo de populacdes selvagens de peixes m
regides impactadas, devem ser colocados em pratica cuidados para evitar a perda de
variagdo genética e acimulo de endogamia. Para isso, deve-se aumentar o nimero de
reprodutores e renovar constantemente o plantel com individuos selvagens provenientes
das areas a serem manejadas. Além disso, o monitoramento dos niveis de varia¢ao
genética em populacdes mantidas em cativeiro e em populacdes selvagens deve ser
realizado constantemente, tanto para gerar informagdes preliminares para a tomada de
acdes conservacionistas, quanto para o estabelecimento de praticas adequadas de

manejo, a fim de se evitar maiores impactos ao ambiente.
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