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Resumo

A fauna de agua doce no Brasil € particularmente diversa e muitas das espécies
de peixes que a compdem ndo sdo encontradas naturalmente fora da América do Sul.
Essa diversidade abrange um numero elevado de estoques naturais, 0s quais vém
sofrendo sensivel redug@o nos cursos d’agua como resultado da exploragdo desordenada
dos recursos. A piracanjuba (Brycon orbignyanus) é uma espécie do género Brycon de
grande interesse econdmico, seja pela apreciacdo de sua carne pelo mercado consumidor
ou pelo seu comportamento agressivo quando capturado em pesca esportiva, o0 que lhe
garante um alto valor comercial. Esta espécie esta distribuida na bacia do rio Parana,
realiza migracfes periddicas para reproducdo e alimentacdo e estd ameacada de
extincdo, sendo que na ultima lista das espécies da fauna brasileira ameacada de
extincdo, a piracanjuba foi classificada como criticamente em perigo. A variagédo
genética dentro de uma espécie é um conceito fundamental para a genética aplicada a
ecologia e diversos autores sugerem pelo menos trés razbes bioldgicas para a
preservacdo da variabilidade genética das populagfes naturais como objetivos da
biologia da conservacdo: a perda da variabilidade pode aumentar a probabilidade de
extin¢cdo através de um declinio na fecundidade e viabilidade; popula¢des com baixos
niveis de variacdo genética, sobre as quais a selecdo natural pode operar, podem ter
oportunidades reduzidas para futuras adaptacdes frente a mudancas evolutivas; e a
preservacao da variabilidade genética pode ter papel chave na identificacdo de unidades
evolutivas significativas para a formulagdo de programas de conservacdo. E neste
contexto que este estudo realizou o estudo populacional da espécie Brycon orbignyanus,
com a utilizacdo de marcadores moleculares microssatélites e marcadores mitocondriais

D-Loop, em exemplares capturados em diferentes pontos da bacia do rio Parana, com o



intuito de conhecer a real estrutura populacional desta espécie e contribuir para sua
conservacao. Paralelamente a este estudo, analises genéticas dos estoques de peixes
produzidos em diferentes EstacGes de Pisciculturas também foram realizadas, com o
intuito de verificar a compatibilidade deste plantel de peixes com 0s grupos nativos, 0S
quais séo alvos de a¢des de manejo que contemplem a reposigéo da ictiofauna por agoes
de repovoamento. Com base nos resultados obtidos, os grupos selvagens de
B.orbignyanus na bacia do rio Parang, mostraram-se estruturados geneticamente, sendo
que o0s grupos coletados em tributdrios com piores condicbes ambientais
(desmatamento, pesca, barramentos e polui¢do) foram 0s que apresentaram menores
indices de variabilidade genética e maior estruturacdo populacional. Pela analise
genética realizada comparando grupos selvagens e de cativeiro, foi possivel observar a
baixa variabilidade genética dos estoques pesqueiros produzidos pelas diferentes
estacOes de pisciculturas e uma alta estruturacéo genética quando comparado aos grupos
selvagens. Estes fatos nos permitem concluir que os grupos selvagens de B.orbignyanus
na bacia do rio Parand possuem variabilidade genética condizente a espécimes em
ambiente natural, apresentam-se estruturados geneticamente em subpopulacdes, devem
ser considerados como unidades evolutivas independentes quando forem objeto de
manejo ecologico e por fim, os esforcos na producdo pesqueira voltada ao
repovoamento sdo ineficientes para a producdo de um plantel compativel geneticamente

com grupos selvagens.
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IVTRODICAO




1- Introducéo

1.1 - Importancia dos Peixes

Os peixes estdo entre 0s recursos naturais mundiais mais importantes, conforme
destacado por Ormerod (2003) ao destacar que, se a importancia econdmica nao é
suficiente para enfatizar o valor que estes organismos representam, deve-se considerar a
importéncia intrinseca de sua conservacdo como entidade bioldgica. Esta importancia
esta na biodiversidade e ciclos de vida que apresentam, na ecologia comportamental,
nas interacGes ecoldgicas e nas adaptagdes fisiologicas desenvolvidas ao longo da
evolucdo, além da potencial utilidade que muitas espécies oferecem no manejo de
ecossistemas, relacionadas ao controle de insetos vetores, manejo de vegetagéo invasora
e em biomanipula¢Bes usadas para restauracdes de sistemas aquaticos. Além disso, 0s
peixes sdo reconhecidos pelo importante papel que cumprem nos processos do
ecossistema, os quais incluem os diferentes niveis da cadeia tréfica e a transferéncia de
energia entre estes niveis.

Peixes e outros organismos marinhos sdo o0s Unicos animais selvagens
consumidos pela espécie humana em grande escala através da exploracdo direta de
populacdes naturais. Assim, 0s problemas e as solugdes encontradas na sua exploragédo
sdo completamente diferentes daqueles oriundos da exploracdo das plantas e animais
domeésticos (Solé-Cava, 2001). Justamente por isso € que 0s estogques naturais de peixes
téem sofrido sensivel redugcdo nos cursos d’agua, como resultado da exploracao
desordenada dos recursos pela captura de individuos jovens, pesca predatoria, falta de
fiscalizacdo e medidas protecionistas e, principalmente, pela crescente fragmentacéo
dos rios devido a construgdo de empreendimentos hidrelétricos, que modificam as areas

de desova coletiva e interrompem o trajeto migratério de algumas espécies. Desta
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maneira, torna-se fundamental o conhecimento da biologia e da dindmica populacional
destes animais visando a tomada de medidas racionais para a preservacgao dos estoques
(Agostinho e Gomes, 1997; Hahn et al., 1998; Hilsdorf e Petrere, 2002; Agostinho et

al., 2002, Marciano, 2005; Ribeiro F°, 2006; Silva, 2006).

1.2 - Estratégias de Conservacao

O manejo de recursos pesqueiros necessita de um amplo conhecimento de todos
0s componentes do sistema, que compreendem os proprios peixes, 0s ambientes e outros
organismos. A interacdo entre esses componentes é tdo forte que agdes isoladas podem
acarretar no fracasso dos programas (Agostinho et al., 2005[a]; Agostinho et al.,
2005[b]). No intuito de aumentar a sobrevida e conservacdo das espécies destes
organismos, programas de repovoamento estdo sendo utilizados com maior intensidade
no Brasil (Sirol e Brito, 2006). No entanto, os resultados obtidos da aplicagdo deste
instrumento séo limitados quando ndo ha uma orientacdo na aplicacao de estratégias que
permitam alcancar os objetivos e sua utilizagdo eficaz, podendo resultar na perda de
diversidade genética de peixes a serem soltos, constituindo uma ameaca para 0S
ecossistemas por causarem impactos nas populacoes de peixes existentes (Povh, 2007).
Segundo Lopera-Barreiro (2009) devido a esse motivo é necessario o desenvolvimento
de manejos genéticos de progénies que direcionem 0s potenciais riscos genéticos para
acOes especificas, incluindo a selecdo dos reprodutores, acasalamentos e praticas de
criagdo e liberagdo. As analises genéticas em estoques de pisciculturas representam
informacOes importantes para conseguir resultados expressivos na producdo e na
conservacao de peixes, ja que a perda de variabilidade genética € muito comum na

piscicultura devido ao manejo inadequado.
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Apesar dos programas de repovoamento serem aceitos pela sociedade (Sirol e
Brito, 2006) e parte da comunidade cientifica, é primordial o seu monitoramento
genético e biologico, j& que o repovoamento pode representar riscos genéticos para as
populacbes naturais e para o ecossistema, podendo conduzir uma espécie a extingdo
(Agostinho et al., 2005[a]; Agostinho et al., 2005[b]; Sonstebo et al., 2007). Em adicao
as andlises genéticas, a melhora das praticas de manejo reprodutivo deve ser também
realizada, ja que um manejo inadequado realizado com praticas de acasalamentos com
um namero insuficiente de reprodutores pode trazer problemas ao promover a perda da
variabilidade genética (Aho et al., 2006).

Um monitoramento eficiente é recomendavel para que os efeitos de qualquer
alteracdo ambiental de maior amplitude possam ser identificados e acompanhados,
permitindo a tomada de decisbes que amenizem ao maximo 0s impactos causados.
Assim, além de estudar trechos de rios e tributdrios com maior abrangéncia e por
periodos mais longos, é importante também preservar as caracteristicas fisicas dos
ambientes, impedindo a instalagdo de obstaculos como grandes barragens e agentes
transformadores como fontes poluidoras, que atingirdo diretamente as espécies (Shibatta
et al. 2007). O monitoramento deve ser entendido como uma etapa obrigatdria que deve
seguir toda acdo de manejo, representada por transposicdo de peixes, estocagem,
manipulacdo de habitats, controle da pesca, etc., sendo uma ferramenta indispensavel de

avaliacdo e atuando como um subsidio ao gerenciamento dos recursos naturais.

1.3 - Marcadores Moleculares
Segundo Lowe (2004), a variacdo genética dentro de uma espécie € um conceito

fundamental para a genética aplicada a ecologia e possui trés componentes: diversidade
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genética, diferenciacdo genética e distancia genética dos seus componentes. A
diversidade genética mede a quantidade de variacdo encontrada numa populacdo, a
diferenciacdo genética descreve como esta variacdo é distribuida entre populaces,
enquanto a distancia genética quantifica o grau de similaridade entre individuos ou
grupos de individuos. Pelo menos trés razdes bioldgicas sdo sugeridas por Rubin et al.
(2001) no que se refere a preservacao da variabilidade genética de populacfes naturais
como objetivo da biologia da conservacéo, relacionando que a perda da variabilidade
pode aumentar a probabilidade de extincdo, em decorréncia de um declinio na
fecundidade e viabilidade. Popula¢Ges com baixos niveis de variacdo genética, sobre as
quais a selecdo natural pode operar, podem ter oportunidades reduzidas para futuras
adaptacOes frente a mudancas evolutivas; e a preservagdo da variabilidade genética pode
ter papel chave na identificacho de unidades evolutivas significativas para a
conservacao.

O grau de identidade de uma populacdo em relacdo as outras depende do nivel
de fluxo génico entre elas (Futuyma, 1997), sendo este dependente da taxa de migragéo
entre as populacdes. Por outro lado, a taxa de migracdo depende do numero de
populacBes que se encontram dentro da regido, da distribuicdo geografica, do padrdo
espacial, da distancia entre elas e da habilidade de dispersdo da espécie (Frankhan et
al., 2002). O fluxo génico homogeniza a variagdo genética entre as populacdes
(Genovart et al., 2003), verificando-se que quando a taxa de fluxo génico é baixa ou
nula, os efeitos da deriva podem ser mais facilmente visiveis na diferenciacdo das
populagdes (Slatkin e Barton, 1989).

A importancia e expressividade dos estudos de genética das populaces vém
aumentando consideravelmente nas ultimas décadas. Marcadores moleculares tém sido

amplamente aplicados para acessar a reparticio genética entre populacdes
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geograficamente isoladas para definir unidades evolutivas significativas abaixo do nivel
de espécie, para formulacdo de propostas de manejo e conservacdo e para revisar
tradicionais designacdes de espécies e subespécies (Dantas, 2007). De acordo com
Perez-Sweeney et al. (2003), avaliagdes da estrutura populacional proporcionam um
retrato genético das populacbes, fornecendo estimativas do grau de endogamia,
diversidade genética e diferenciagdo entre os espécimes. Estes dados quando associados
ao conhecimento de atributos como o tamanho efetivo da populagdo, fluxo génico e
sistemas de acasalamento sdo particularmente importantes no delineamento das agdes de
manejo a serem adotadas.

O conhecimento prévio da distribuicdo da diversidade genética dentro e entre
populacbes de uma espécie obtida por meio da aplicacdo de marcadores moleculares é
uma etapa inicial importante para o desenvolvimento de programas de manejo e
conservacao in situ e de empreendimentos que visem a sua reestruturacdo. Para isso
deve-se levar em conta se uma espécie esta representada apenas por uma populagéo, ou
se é composta por populacBes geneticamente diferenciadas e distribuidas pela area de
ocorréncia, devendo ser conhecido o grau de interagédo entre elas. No caso de peixes de
agua doce, as populacbes em geral se distribuem por locais isolados, o que pode
minimizar as trocas génicas entre elas, levando a processos de diferenciacdo genética

(Hilsdorf e Petrere, 2002).

1.4 - ConsideracOes sobre a Bacia do Rio Paran4, sobre o género Brycon e sobre
Brycon orbignyanus

O Rio Parana, principal rio da bacia do Prata, € o décimo maior rio do mundo
em descarga de 4gua (50.108 m* ano™) e o quarto em &rea de drenagem (28.10° km?),

drenando toda a regido centro-sul da Ameérica do Sul, desde as encostas dos Andes até a
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Serra do Mar, nas proximidades da costa atlantica. Por drenar as regides mais populosas
da América do Sul, os ambientes aquaticos dessa bacia tém sido seriamente afetados
pela atividade antrépica. Dentre os impactos mais comuns deste processo destacam-se
as elevadas cargas de biocidas e nutrientes devido a emissdo de esgotos domésticos,
industriais e atividade agricola, o desmatamento da vegetacdo marginal e,
principalmente a construgdo de barragens, que tem suprimido trechos l6ticos e amplas
areas alagaveis do Rio Parand e de seus principais tributarios (Agostinho e Gomes,
2005).

O género Brycon, componente da familia Characidae, compreende 75 espécies
nominais de peixes de médio a grande porte, distribuidos desde o sul do México até o
Rio da Prata, na Argentina, e nos rios da América do Sul transandina, da Colémbia até o
extremo norte do Peru. Dentre estas espécies nominais, 43 foram descritas com sua
localidade tipica nos rios da América do Sul cisandina, ocorrendo nesta regido da bacia
do Rio Orinoco, rios guianenses e da bacia amazoénica, incluindo os rio Tocantins e
Capim, até a bacia platina e nos rios do leste brasileiro, do Rio S&o Francisco ao Rio
Paraiba do Sul (Lima, 2001). Constituem o género Brycon peixes de médio a grande
porte, com exemplares adultos variando entre 15 a 70 centimetros de comprimento
padrdo, que habitam rios e ambientes aquaticos associados, como lagos marginais e
planicies de inundacdo, principalmente em regibes florestadas. Espécies de Brycon
vivem geralmente em pequenos cardumes, tendo uma dieta omnivora que inclui frutos,
sementes, flores, insetos, peixes e mesmo pequenos vertebrados (Lima e Castro, 2000).
Realizam migragdes reprodutivas bastante extensas ja identificadas em pelo menos dois
casos, Brycon orbignyanus e Brycon amazonicus. (Godoy, 1975; Goulding, 1980).

Segundo a revisdo feita por Lima (2001), as espécies do género Brycon séo

amplamente utilizadas como alimento em toda sua area de distribui¢do, sendo também
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alvo bastante procurado pela pesca profissional e esportiva. Atualmente diferentes
espécies deste género vém sendo cultivadas no Brasil, Venezuela e Peru e, como reflexo
de sua popularidade. As espécies do género Brycon recebem diversos nomes populares
ao longo de sua area de distribuicdo, sendo conhecidas como matrinxa, jatuarana,
piabanha, piraputanga, piracanjuba, pirapitinga e vermelha.

A piracanjuba, Brycon orbignyanus Valenciennes, 1849 (Figura 1) é uma
espécie reofilica encontrada nos componentes da bacia do Parana-Uruguai,
principalmente nos rios Grande e Parana (Castagnolli, 1992), podendo ser encontrada
também em canais e lagoas associadas aos vales dos grandes rios (Agostinho et al.,
1997). E uma espécie onivora, alimentando-se eventualmente de peixes e insetos. O
macho reproduz-se a partir de dois anos de idade, com 20 cm de comprimento,
apresentando perceptivel aspereza na nadadeira anal como caracteristica sexual
secundaria, resultante de pequenas espiculas que aparecem na época da reproducdo. Nas
fémeas, a reproducdo ocorre a partir do terceiro ano de idade, quando os exemplares
atingem cerca de 25 cm de comprimento (Vaz et al., 2000). A piracanjuba apresenta
coloragcdo levemente alaranjada e cauda vermelha com uma faixa preta iniciada no
pedinculo caudal (Figura 2). Esta espécie € sensivel a mudancas dindmicas da agua,
tendo sua sobrevivéncia ameacada pela escassez de alimento aléctone (Cecilio et al.,

1997).
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Figura 1 - Exemplar de piracanjuba (Brycon orbignyanus Valenciennes 1849).

A espécie realiza deslocamentos migratérios reprodutivos. No baixo Rio Parana
e Rio Uruguai, na Argentina e Uruguai, B. orbignyanus migra em dire¢do descendente
nos rios em outubro e em direcdo ascendente em mar¢o, quando as dguas comecam a
esfriar. A reproducdo nessa regido se da entre dezembro e janeiro (Ringuelet et al,
1967). Contudo, de modo oposto ao que acontece no baixo Parana e Rio Uruguai, no
alto Parana a migracdo reprodutiva € empreendida pela movimentagdo rio acima, sendo
que, apos a reproducdo os individuos descem o rio, podendo se afastar bastante do sitio
reprodutivo (Lima, 2001).

Sendo esta espécie muito sensivel as degradacfes ambientais, a0 mesmo tempo
em que esta sendo superexplorada nas pescarias comerciais e esportivas, a piracanjuba
encontra-se extinta ou altamente deplecionada em varios rios da bacia do Prata (Godoy,
1975). Dentre as espécies brasileiras de agua doce, a piracanjuba é uma das mais
prejudicadas com o barramento dos rios, estando sujeita a um rapido processo de

extingdo (Paiva, 1982).




OBJIETIVOS




2- Objetivos

O conhecimento da estrutura genética das espécies selvagens de peixes €
extremamente valioso para a definicdo de politicas de conservagdo, principalmente
considerando que varias destas espécies sdo de grande interesse econémico e comercial,
bem como pelo fato de ja estarem, de alguma forma, em processos de diminuicéo
populacional. A piracanjuba (Brycon orbignyanus) é uma espécie que realiza migragdes
periddicas para reproducdo ou para alimentagdo, sendo muito apreciadas pela qualidade
da carne e pelo comportamento agressivo desejavel na pesca esportiva, razées que lhe
garantem alto valor comercial. Tendo em vista 0 cenario de fragmentacdo dos rios da
bacia do Parand, o desmatamento de matas ciliares pela exploracéo agricola, a crescente
degradacdo dos ambientes, a pratica de pesca comercial e esportiva na regido aliadas a
falta de fiscalizagdo e controle, torna-se necessario um estudo detalhado da estrutura
populacional desta espécie de peixes nesta regido, para que medidas conservacionistas
possam ser tomadas com o intuito de preservar esta espécie.

Assim, 0 objetivo geral deste trabalho é determinar a estrutura genética
populacional de grupos selvagens de Brycon orbignyanus, a partir de amostras coletadas
em diversos pontos da bacia do Rio Parand, para que possam servir de subsidio para a
formulacdo de modelos de gestdo, planejamento e conservacdo desta espécie. Além
disso, com o intuito de averiguar as diferencas genéticas existentes entre grupos de B.
orbignyanus reproduzidos em cativeiro com grupos selvagens coletados em seu
ambiente natural, pretende-se gerar informacdes para planos de manejo da reintroducgéo

desta especie de modo mais eficiente.
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2.1 - Objetivos especificos

De modo especifico, pretende-se:
- Realizar a anélise intrapopulacional dos diferentes grupos selvagens de Brycon
orbignyanus utilizando marcadores genéticos moleculares do tipo microssatélite e o
sequenciamento da regiéo controladora do DNA mitocondrial (D-Loop), como forma de
quantificacdo da variabilidade genética;
- Realizar a analise interpopulacional nos diferentes grupos selvagens de Brycon
orbignyanus utilizando marcadores genéticos moleculares do tipo microssatélite e o
sequenciamento da regido controladora do DNA mitocondrial (D-Loop), para a
determinacdo da estrutura genética populacional desta espécie na bacia do Rio Parang;
- Realizar a andlise intrapopulacional dos diferentes grupos de amostras das populagoes
selvagens e de cativeiro de Brycon orbignyanus, utilizando o sequenciamento da regido
controladora do DNA mitocondrial (D-Loop), como forma de quantificacdo da
variabilidade genética;
- Realizar a analise interpopulacional entre os diferentes grupos de Brycon orbignyanus,
utilizando o sequenciamento da regido controladora do DNA mitocondrial (D-Loop),
para a determinacdo da estrutura genética populacional desta espécie nas diferentes
condigdes, como populacdes selvagens e de cativeiro;
- Fornecer subsidios para a formacdo de bancos genéticos naturais da espécie que
poderdo ser utilizados em propostas visando a preservacdo do potencial genético das
populacdes selvagens de espécies nativas de peixes nas areas biogeogréficas onde estas
populacdes ja existam naturalmente e estejam historicamente adaptadas;
- Fornecer subsidios para direcionar planos de manejo mais eficientes, gerando
informacdes que possam capacitar a producdo de peixes em cativeiro como uma

ferramenta eficaz para a conservacao da fauna nativa.
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MATFRIALS E METODOS




3- Materiais e Métodos

3.1 - Coleta das Amostras

As coletas de amostras de individuos dos grupos selvagens de Brycon
orbignyanus foram realizadas em localidades situadas ao longo do Rio Parana (Figura
2) e também em pontos situados nos seus principais afluentes, buscando quando
possivel, obter amostragem de aproximadamente 30 individuos para cada ponto de
coleta. Para obtencéo das amostras, apenas um fragmento da nadadeira adiposa de cada
exemplar foi retirado e conservado em alcool para realizacdo das analises genéticas em
laboratério, sendo tomados os devidos cuidados para manter a integridade dos
individuos amostrados na tentativa de devolvé-los vivos ao ambiente. Esta mesma
metodologia de coleta tecidual foi realizada para a amostragem dos espécimes dos
grupos mantidos em cativeiro, sendo que amostras de plantéis de peixes foram coletadas
em diferentes Estac¢Oes de Piscicultura (Figura 2).

O ndmero amostral e 0 nimero de grupos analisados serdo detalhados na
descricdo de dois capitulos relacionados em Resultados, que foram denominados
“Estrutura Populacional de Brycon orbignyanus na Bacia do Rio Parana” ¢ “Restri¢do

da Variabilidade Genética de Brycon orbignyanus em Cativeiro”.

3.2 - Extracdo de DNA e Amplificacdo das Amostras por PCR

A extracdo do DNA total seguiu o protocolo de extragdo proposto por Aljanabi e
Martinez (1997), sendo que eventualmente também foi utilizado o kit de extragdo
Nucleospin® Tissue XS (Macherey Nagel).

Para as analises com marcadores microssatélites, foram utilizados loci descritos

na literatura, nos trabalhos de Barroso et. al. (2003) com a espécie Brycon opalinus e
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Sanches e Galetti (2006) com Brycon hilarii. As reagdes de PCR (Polymerase Chain
Reaction) foram padronizadas para cada locus, sendo entdo os produtos submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e corados com nitrato de Prata. A
genotipagem foi realizada pelo software Kodak Digital Science, com a utilizagdo do

ladder 10pb (Invitrogem) como marcador de peso molecular.

Figura 2: Mapa identificando os locais de amostragem de Brycon orbignyanus.

a- Alto Parana; b- Ilha Grande; c- Porto Camargo; d- Rio Ivinhema; e- Rio
Paranapanema; f- Rio Sucurid; g- Rio Verde; h- Rio Uruguai; i- Jupid; j- CEPTA; I-
Furnas; m/n- Itutinga 1 e 2; o/p- LAPAD 1 e 2.

Para o marcador mitocondrial (D-Loop) foi utilizado o primer forward descrito
no trabalho de Sivasundar et al. (2001) para a espécie Prochilodus lineatus e o primer

reverse, nomeado provisoriamente como RCR1, desenhado de regido mais interna, para
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amplificar um fragmento de aproximadamente 700pb. O sequenciamento da regiéo
controle foi realizada em sequenciadores automaticos ABI 3130 e ABI 3500 (Applied
Biosystems) utilizando o protocolo de reacdo do kit DYEnamic ET Dye Terminator
(Applied Biosystems). Foram sequenciados tanto os fragmentos forward quanto o reverse,

sendo que as sequencias consenso foram obtidas pelo software ATGC versao 4.0.

3.3 - Analise Estatistica

De forma geral, as analises estatisticas foram realizadas com o intuito de
averiguar tanto a variabilidade genética dentro dos grupos quanto sua distribui¢do
dentro de uma populacdo, visando identificar indicios de possivel estruturacdo
populacional entre os grupos analisados.

Nas andlises realizadas com marcadores microssatélites, foram utilizados os
softwares: Genalex 6.1 (Peakall e Smouse 2006), Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005) e
Microchecker 2.2.1 (van Oosterhout et al. 2004), para estimar parametros de
variabilidade genética (nimero total de alelos, alelos privados, heterozigosidade
esperada e observada) e de estrutura genética (indice de fixacdo intra e
interpopulacionais, analise de varidncia molecular, teste exato de desequilibrio de
Hardy-Weinberg e o teste de neutralidade).

Para as analises do marcador mitocondrial D-Loop, as sequéncias foram
alinhadas e editadas pelo software Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall 1999) para
entdo serem utilizados os softwares DNAsp Sequence Polymorphism (Rozas et al.
2003) e Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005), para as estimativas de variabilidade
(numero de haplotipos, nuimero de sitios polimorficos, diversidade génica e
nucleotidica) e de estrutura populacional (analise de variancia molecular, teste de

neutralidade e indices de fixagdo interpopulacionais).
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KESOLTADOS




4- Resultados

Os resultados decorrentes das analises geneticas realizadas nas amostras de

Brycon orbignyanus serdo apresentados em dois capitulos, conforme segue:

4.1 - Capitulo I: Estrutura populacional de Brycon orbignyanus (Characiformes,

Characidae) na bacia do Rio Parana.

Neste capitulo foram realizadas analises genéticas em amostras de B.
orbignyanus coletados no rio Parana e seus principais tributarios. A partir das analises
com marcadores do tipo microssatélites e D-Loop, foi evidenciada a existéncia de
estruturacdo populacional entre os grupos analisados, sugerindo uma distribuigéo
heterogénea da variabilidade genética. As implicacbes destes resultados vao desde a
adocdo de medidas protecionistas para garantir a integridade dos grupos remanescentes,
quanto a proposicdo de manejo direcionado para cada regido, garantindo seu sucesso

ecoldgico.

4.2 - Capitulo Il: Restricdo da variabilidade genética de Brycon orbignyanus nos

estoques mantidos em cativeiro.

Este segundo capitulo traz os resultados obtidos nas analises genéticas realizadas
em exemplares provenientes de estoques selvagens e de outros provenientes de estoques
cultivados mantidos em cativeiro de B. orbignyanus. Os dados fornecidos pela analise
da regido controladora do DNA mitocondrial (D-Loop) revelaram que a variabilidade

geneética dos grupos reproduzidos em cativeiro é baixa quando comparada a dos grupos
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selvagens. Essa reducdo da variabilidade genética traz como conseqiiéncia uma alta
divergéncia populacional, tornando os grupos de cativeiro incompativeis geneticamente
com o0s grupos selvagens. Estes resultados devem ser considerados quando da
elaboracdo de planos de acdo que visem a conservagdo de Brycon orbignyanus na bacia

do Rio Parana.
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CAPITOLO [




4.1 - Estrutura Populacional de Brycon orbignyanus (Characiformes, Characidae)

na Bacia do Rio Parana

Resumo

A biodiversidade de peixes de dgua doce é cada vez mais comprometida com o
aumento da demanda de recursos, principalmente em consequéncia do crescimento
populacional humano. Poluigdo, barragens hidrelétricas, sobrepesca, desmatamento e
introducdo de espécies exdticas estdo entre os fatores antropicos que colocam diversas
espécies de peixes em risco de extingdo. Tendo em vista a necessidade de preservar a
biodiversidade, diversos planos de acdo tém sido adotados, muitas vezes sem o respaldo
de estudos cientificos. Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar aspectos
genéticos de grupos selvagens de Brycon orbignyanus na Bacia do Rio Parana, uma
espécie de peixe Neotropical ameacada de extin¢do. Os resultados indicaram que as
diferentes amostragens realizadas em localidades ao longo do Rio Parana e de seus
principais tributarios, ainda apresentam indices de variabilidade genética satisfatorios.
Contudo, com base na andlise de variancia molecular e nos indices de fixagdo
interpopulacional, foi constatado que a populacdo de B. orbignyanus na Bacia do Rio
Paranad encontra-se estruturada em diferentes subpopulagdes, de forma que futuros
planos de manejo que contemplem estes locais devem considerar cada regido como uma

unidade evolutiva independente.
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Introducéo

Os peixes se apresentam como os vertebrados mais diversificados e os de maior
variacdo genética conhecida. Existem aproximadamente 20.000 espécies de peixes
descritas, sendo que a maior parte habita dguas quentes dos oceanos tropicais,
perfazendo um total de 40%. Os peixes de agua doce séo responsaveis por 20 a 25% da
biodiversidade dos vertebrados e ha indicios de que somente na América do Sul
ocorram mais de 8.000 espécies, considerando apenas duas ordens descritas
(Characiformes e Siluriformes) (Lowe-McConnel, 1999; Torres et al., 2004; Chistiakov
et al., 2006; Nelson, 2006).

A fauna de peixes de &gua doce no territorio brasileiro é particularmente diversa
e muitas das espécies que a compdem ndo sdo encontradas naturalmente fora da
América do Sul. Esta diversidade contempla um nimero elevado de estoques naturais,
os quais vém sofrendo sensiveis redug¢des nos cursos d’adgua, como resultado da
exploracdo desordenada dos recursos, pela captura de individuos jovens, pela pesca
predatoria, falta de fiscalizacdo e de medidas protecionistas e, principalmente, pela
crescente fragmentacgdo dos rios devido a construcdo de empreendimentos hidrelétricos,
que modificam as areas de desovas coletivas e interrompem o trajeto migratério de
algumas espécies. Desta maneira, torna-se fundamental o conhecimento da biologia e da
dindmica populacional destes animais para a tomada de medidas racionais na
preservacao dos estoques (Agostinho et al., 2002; Hilsdorf e Petrere, 2002; Carolsfeld et
al., 2003).

A preocupacdo com a realizacdo de estudos de genética de populacdes vem
aumentando consideravelmente nas ultimas décadas. Marcadores moleculares tém sido

amplamente identificados e aplicados para acessar a reparticdo genética entre
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populagdes geograficamente isoladas, para definir unidades evolutivas significativas
abaixo do nivel de espécie, para elaborar propostas de manejo e conservagdo e para
revisar tradicionais designacGes de espécies e subespécies (Dantas, 2007). De acordo
com Perez-Sweeney et al. (2003), avaliagdes da estrutura populacional fornecem um
retrato genético das populacBes, fornecendo estimativas de endogamia, diversidade
genética e diferenciacdo entre os espécimes (Chistiakov et al., 2006). Estes dados,
quando associados ao conhecimento de atributos como o tamanho efetivo da populacéo,
fluxo génico e sistemas de acasalamento sdo particularmente importantes no
delineamento das acOes de manejo a serem adotadas.

Desta forma, a espécie Brycon orbignyanus, popularmente conhecida como
piracanjuba e amplamente distribuida pela Bacia do Prata, se destaca por se apresentar
especialmente sensivel as modificacfes ambientais estabelecidas pela construcdo de
barragens, pelo desmatamento ciliar e pelo aumento da poluicdo. Além disso, esta
espécie é altamente explorada comercialmente, uma vez que sua carne é de grande
aceitacdo e pela préatica de pesca esportiva, o que faz com que atualmente figure na lista
de espécies ameacadas de extingao.

Tendo em vista este cenério, o presente trabalho tem como objetivo analisar
aspectos genético-populacionais de B. orbignyanus em componentes da Bacia do Rio
Parand, de forma a averiguar se os diferentes grupos amostrados comportam-se como
uma unica populacdo, sem diferencas genéticas entre 0s grupos, ou se apresentam de
forma estruturada em diferentes subpopulacfes, com diferencas genéticas entre 0s
grupos, fornecendo informac6es que possam servir de subsidio para a formulacdo de

modelos de gestdo, planejamento e conservacdo desta espécie.
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Materiais e Métodos

Coleta das Amostras

As coletas de exemplares de Brycon orbignyanus foram realizadas ao longo do
Rio Parana e também nos seus principais afluentes, nas localidades indicadas na Figura
3 e, quando possivel, foram amostrados cerca de 30 individuos para cada ponto de
coleta (Tabela 1). Para obtencdo das amostras, de cada animal € retirado apenas um
pedaco da nadadeira adiposa, que é conservado em alcool para analises genéticas em
laboratério, sendo tomados os devidos cuidados para manter a integridade dos

individuos amostrados na tentativa de devolvé-los vivos ao ambiente.

Figura 3: Mapa identificando os locais de amostragem de Brycon orbignyanus. 1- Alto
Parana; 2- Porto Camargo; 3-Paranapanema; 4- Rio Sucuriu; 5-Rio Uruguai; 6- Rio
Verde; 7- Rio Ivinhema; 8- llha Grande.
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Tabela 1: Numero de amostras analisadas para cada marcador e para cada grupo
amostral de B. orbignyanus.

Grupo Marcador
Microssatélite D-Loop

1 AltoParana 27 22
2 Porto Camargo 20 11
3 Paranapanema 23 22
4 Rio Sucuriu 19 11
5 Rio Uruguai 24 18
6 Rio Verde 25 25
7 Rio lvinhema 32 29
8 Ilha Grande 29 27

Total 199 165

Extracdo de DNA e Amplificacdo das Amostras por PCR

Para os estudos populacionais, 0 DNA total foi obtido a partir de amostras de
fragmentos de nadadeiras conservados em alcool, utilizando o protocolo de extracéo
proposto por Aljanabi e Martinez (1997) e com o kit de extracdo de DNA total
Nucleospin® Tissue XS (Macherey Nagel).

As sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo dos loci de
microssatélites de B. orbignyanus foram obtidas da literatura, segundo os trabalhos de
Barroso et. al. (2003) com a espécie Brycon opalinus e Sanches e Galetti (2006) com
Brycon hilarii. Em ambos os trabalhos foram descritos sete loci de microssatélites para
as espécies estudadas, sendo que também foram realizados testes de transferabilidade
para espécies mais proximas. Foram selecionados quatro loci polimdrficos (Tabela 2)
apos sucessivos testes e otimizages dos protocolos de amplificagdo como alteragdes
nas concentracbes de DNA, primers, dNTP e MgCl,, assim como modificacdes na

temperatura de anelamento e tempo de execucao de cada passo da reacdo de PCR.
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Tabela 2: Sequéncia de nucleotideos das repeticdes motifs, dos primers flanqueadores e
temperatura de anelamento (Ta) para os loci de microssatélite analisados para B.
orbignyanus.

loci Repetico motif Seqiiéncia dos Primers (5’=3°)  Ta (°C)
BoM®6 (CASTA F: GGAGTTTGTGTGTGGAGACCGAG 55
(CA)10T(CA)4

R: GCACGCAGACACCAGA

BoM13 (CM)11 F: CATTTCCTCAGTCCTTTTCAGC 54

R: cCCACTTAGGGTCGCAC

Bh5 (AC)13 F: cTTCCACTCATACCGGCACT 55

R: ACATCTGGCATTAGGCATAG

Bh13 (AT)7 F: AGCAATTTAAGCAAGTGAAG 53

R: GCGTCGGAGCAGTAGTTATA

Para andlise da regido controladora do DNA mitocondrial (D-Loop), foi
utilizado o primer forward descrito no trabalho de Sivasundar et al. (2001) (FTTF: 5°
GCCTAAGAGCATCGGTCTTGTAA 3%) e um primer reverse nomeado como RCR1
(5 CCTGAAGTAGGAACCAGATG 3’). Todas as reagdes de PCR foram realizadas
utilizando o aparelho termociclador Veriti 96, Applied Biosystems.

Os marcadores microssatélites seguiram um protocolo geral de amplificacéo,
sendo utilizado o volume total de 12,5ul, com 7,3ul de H20, 1,2 pl tampao (10X),
0,45ul MgCl;, (50mM), 0,4ul ANTP (2mM), 0,5ul de cada primer (10mM), 0,1ul de Taq
DNA polimerase e 2,0ul de DNA. A temperatura de anelamento dos primers foi
adequada para cada locus, sendo que os programas para amplificacdo seguiram 0s
seguintes passos: denaturacdo inicial a 95°C por 5min, 36 ciclos com denaturacdo da
cadeia a 95°C por 30s, hibridizacdo dos primers a Ta°C (Tabela 2) por 30s e extensdo

dos nucleotideos a 72°C por 30s, seguido pela extensdo final a 72°C por 10 min. Os
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produtos de PCR foram visualizados em géis de poliacrilamida 10%, sendo a coloragdo
realizada com nitrato de Prata e os géis fotografados e analisados utilizando o programa
Kodak Digital Science, onde o peso molecular de cada alelo é determinado pela
comparacdo com o ladder 10pb (Invitrogen).

Para o marcador mitocondrial D-Loop, as amplificacbes seguiram o protocolo
descrito, com 8,25ul de H20, 1,25ul tampao (10X), 0,4ul MgCl2 (50mM), 0,5ul dNTP
(2mM), 0,5ul de cada primer (10mM), 0,1ul de Taq DNA polimerase ¢ 1,0ul de DNA, em
um volume total de 12,5ul. O programa de amplificacdo seguiu os seguintes passos:
denaturacgéo inicial a 95°C por 10 min, seguida de 30 ciclos com denatura¢do da cadeia a
95°C por 30s, hibridizacdo dos primers a 54°C por 30s e extensdo dos nucleotideos a 72°C
por 30s seguido pela extensdo final a 72°C por 15 min. Os segmentos de DNA amplificados
foram visualizados apds eletroforese em gel de agarose a 1%, sendo posteriormente
realizada uma purificagdo enziméatica com o kit ExoSAP-IT®, seguindo as recomendagdes
do fabricante. Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit DYEnamic ET Dye
Terminator (Applied Biosystems), segundo protocolo fornecido pelo fabricante e a leitura
dos fragmentos de DNA sequenciados foi realizada em sequenciadores automaticos,
modelos ABI 3130 e ABI 3500 (Applied Biosystems). Para cada amostra foram obtidas
sequéncias com os primer forward e reverse, sendo que as sequéncias consenso foram

obtidas pelo software ATGC versao 4.0.

Anélise Estatistica

O software Genealex 6.1 (Peakall e Smouse 2006) foi utilizado para a
determinacdo do numero total de alelos (Na), alelos privados (Np) e para a exportacéo
das matrizes utilizadas em outros programas. Os valores de heterozigosidade esperada e
observada (He, Ho), os indices de fixacdo intra e interpopulacional (Wright 1978), a

analise de variancia molecular (AMOVA), teste exato de desequilibrio de Hardy-

36

——
| —



Weinberg (HWE) e o teste de neutralidade (FS de FU e D de Tajima) foram obtidas
com a aplicacdo do software Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005). Os niveis de
significancia para os testes de desequilibrio de HWE e FST foram ajustados usando as
correcdes de Bonferroni (Rice, 1989; Guo e Thompson, 1992), sendo a correcdo padréo
para HWE (P < a/k, onde a representa o indice de significancia 0,05 ¢ k 0 niUmero de
loci) e sequencial para indices de fixacdo (P < a/k, onde o representa o indice de
significancia 0,05 e k 0 nimero de estimativas). Eventuais desvios do HWE podem ser
atribuidos a presenca de alelos nulos, resultantes da ndo amplificacdo de alguns alelos
devido a substituicdes, insercdes ou delecGes no sitio de hibridizacdo dos primers;
stutters, representados por série de bandas causadas provavelmente pelo deslizamento da
Taq polimerase durante a PCR; ou dropouts, decorrentes da presenca de alelos menores
amplificados com mais frequéncia em relagdo aos alelos de maior tamanho, explicados
pela amplificacdo preferencial. Dessa forma, o software Microchecke R 2.2.1 (van
Oosterhout et al. 2004) foi utilizado para determinar a presenca destes fatores nos loci
analisados.

Para as analises do marcador mitocondrial D-Loop, as sequéncias foram
alinhadas e editadas pelo software Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999),
para entdo serem utilizados os softwares DNAsp Sequence Polymorphism (Rozas et al.
2003) e Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005), que resultaram na determinacdo do nimero
de haplotipos (Nh), nimero de sitios polimorficos (Nsp), diversidade génica e
nucleotidica, analise de variancia molecular (AMOVA), teste de neutralidade (FS de FU

e D de Tajima) e indices de fixacdo interpopulacional (FST).
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Resultados

Microssatélites

No total, foram analisadas 199 amostras de Brycon orbignyanus divididas em
oito grupos, sendo cada grupo correspondente a um local (Tabela 1). Em todos eles, a
heterozigosidade esperada apresentou valores superiores aos da heterozigosidade
observada, indicando um déficit de heterozigotos para todos os grupos. Os valores
maiores e menores de heterozigosidade observada foram observados no locus Bh5 da
amostra Porto Camargo (0,54894) e no locus BoM6 da amostra Rio Uruguai (0,12627),
respectivamente. Mas, de uma forma geral, os valores de heterozigosidade observada
mostraram-se satisfatdrios, apresentando valores acima de 0,2, sendo que o maior valor
de heterozigosidade média observada foi verificado na amostra Rio lvinhema (0,425) e
0 menor na amostra Rio Sucuriu (0,203).

O numero de alelos (Na) e o nimero de alelos privativos (Np) foram estimados
para cada locus e para cada amostra, sendo que a maior quantidade de alelos foi
amostrada no locus Bh5 da amostra Alto Parana (23) e o nimero de alelos privativos,
quando presente, ndo ultrapassou a um dentro de uma amostra em um locus.
Considerando o comparativo entre grupos, o maior valor médio de alelos e o maior
valor de alelos privativos totais foram amostrados para a amostra do Rio Ivinhema
(16,75 e 3,00 respectivamente) e o menor valor médio para a do Rio Paranapanema
(8,25 e 0,0 respectivamente).

O indice de fixacdo intrapopulacional FIS, que fornece uma estimativa da
endogamia presente em cada grupo, também foi estimado da mesma maneira que 0s
parametros anteriores, de forma que o maior valor obtido foi apresentado pelo locus

BoM13 da amostra do Rio Sucuriu (0,65465) e 0 menor para o locus BoM6 da amostra
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do Alto Parana (0,05964). Na comparacdao entre os grupos (Tabela 4), o maior valor de
FIS foi obtido para da amostra do Rio Paranapanema (0,44552) e o menor para a de llha
Grande (0,12910).

Como forma de testar o equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores significativos
do teste de desequilibrio revelam quais locus apresentam problemas. O teste de
desequilibrio de HWE juntamente com o teste de alelos nulos possibilitou identificar
que a presenca de alelos nulos em um determinado locus de um grupo é a causa do
desequilibrio. Conforme observado na Tabela 3, é possivel constatar que os locus BoM6
e BoM13 das amostras dos Rios Sucuriu e Uruguai estdo em desequilibrio de HWE e

apresentaram alelos nulos em sua anélise.

Tabela 3: Dados de quatro loci microssatélites para cada grupo de B. orbignyanus. N
numero de individuos; Na = nimero de alelos; Np = niumero de alelos privados; Ho
heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; FIS = indice de fixacdo
(endogamia); HWE = valores probabilisticos de concordancia com o equilibrio de
Hardy-Weinberg; * = P < 0,012 ajustados com a correcao de Bonferroni; R = frequéncia
de alelos nulos por locus.

Populagdo loct
Bh5 Bh13 BoM6 BoM13

1- Alto Parana
N 27 27 26 27
Na/Np 23/1 18/0 10/0 8/1
Ho 0,53545 0,41986 0,23864 0,28286
He 0,61663 0,42656 0,24682 0,35156
FIS 0,15682 0,11268 0,05964 0,40862
HWE 0,54686 0,48453 0,34683 0,10354
R

2- Porto Camargo
N 20 18 19 20
Na/Np 18/0 14/0 710 7/1
Ho 0,54894 0,29868 0,26486 0,28946
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He 0,61546 0,32687 0,35498 0,40684
FIS 0,35498 0,15686 0,24686 0,32496
HWE 0,26835 0,35468 0,15684 0,04683
R

3- Paranapanema
N 23 23 21 23
Na/Np 12/0 10/0 5/0 6/0
Ho 0,34683 0,27656 0,18653 0,16468
He 0,51986 0,28626 0,26486 0,23546
FIS 0,57986 0,46863 0,26486 0,46876
HWE 0,04683 0,72678 0,03354 0,04866
R

4- Rio Sucuriu
N 19 19 19 19
Na/Np 15/0 12/0 9/0 4/0
Ho 0,28264 0,19846 0,17651 0,15676
He 0,28235 0,21668 0,34868 0,30468
FIS 0,16486 0,15766 0,35435 0,65465
HWE 0,05486 0,26835 0,01126* 0,00024*
R 0,24686 0,35264

5- Rio Uruguai
N 21 22 24 24
Na/Np 13/0 9/0 710 5/0
Ho 0,31761 0,23350 0,12627 0,18385
He 0,46864 0,24700 0,23087 0,45032
FIS 0,46876 0,35468 0,36866 0,44566
HWE 0,48762 0,75646 0,00468* 0,00416*
R 0,15687 0,56762

6- Rio Verde
N 25 25 25 25
Na/Np 21/0 18/0 13/0 8/0
Ho 0,32486 0,16846 0,16843 0,19568
He 0,36683 0,17656 0,18656 0,24863
FIS 0,12387 0,19846 0,16766 0,16566
HWE 0,35652 0,24687 0,03791 0,04986
R

[ 0]



7- Rio lvinhema

N 32 32 31 32
Na/Np 22/1 21/1 15/0 9/1
Ho 0,51354 0,43546 0,39846 0,35486
He 0,60646 0,44656 0,42653 0,37653
FIS 0,07984 0,11268 0,08856 0,24663
HWE 0,48616 0,26863 0,87662 0,54683
R

8- Ilha Grande
N 29 29 29 29
Na/Np 18/0 15/0 11/0 710
Ho 0,41686 0,34846 0,33355 0,29863
He 0,41856 0,44686 0,36486 0,35486
FIS 0,07756 0,11452 0,14578 0,17854
HWE 0,02468 0,26686 0,01597 0,04686
R

Tabela 4: indices de diversidade genética intrapopulacional obtidos com marcadores
microssatélites para os grupos selvagens de B. orbignyanus. * = P < 0,012 ajustados
com a correcéo de Bonferroni.

GRUPOS Na “H, He Tl Fis

Alto Parana 14,75  0,369203 0,410393 0,584648 0,18444*
Porto Camargo 11,5 0,350485 0,426038 0,594864 0,27091*
Paranapanema 8,25 0,24365 0,32661 0,404656 0,44552*
Sucuriu 10,0 0,203593 0,288098 0,375366 0,33288*
Rio Uruguai 8,5 0,215308 0,349208 0,554866 0,40944*
Rio Verde 15,0 0,214358 0,244645 0,439929 0,16391*
lvinhema 16,75 0,42558 0,46402 0,628677 0,13192*
Ilha Grande 12,75  0,349375 0,396285 0,555685 0,12910*

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

maior fonte de variacdo esta presente dentro dos grupos (77,438%). Apesar da maior
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parte desta variacdo ser atribuida a variabilidade genética presente dentro de cada grupo,
o valor atribuido ao indice de fixacdo interpopulacional (FST = 0,22562) é considerado
alto, indicando uma alta estruturacdo genética entre os oito grupos selvagens amostrados
(Tabela 5). Pela analise do FST par a par (Tabela 6), é possivel verificar que os valores
maior e menor de divergéncia entre dois grupos estdo na comparagdo entre Rio
Paranapanema e Ilha Grande (0,4080) e Alto Parand e Porto Camargo (0,0038),

respectivamente.

Tabela 5: Analise da variancia molecular (AMOVA) e FST, entre os grupos de B.
orbignyanus, com marcadores microssatélites. * P < 0,05, ap6s corre¢do sequencial de
Bonferroni.

Fonte de variacdo  Somados  Componentes % de FST
Populacio quadrados  devariacdo  variagao

Entre os grupos 124,246 3,3853 21,576  0,2256*
Grupos Entre ind. dentro 84,654 0,9641 0,986

de grupos

Dentro de grupos 846,561 8,7834 77,438

Total 1055,461 13,1328

Pelo resultado do teste de neutralidade (Tabela 7), é possivel identificar se um
determinado grupo amostral estd em processo de expansdo ou declinio populacional.
Valores positivos para o teste D de Tajima e Fs de Fu revelam a situacdo de declinio
populacional, enquanto que valores negativos sdo interpretados como uma populagéo
em processo de expansdo, desde que estes valores sejam estatisticamente significativos.

Com base nesta premissa, foi possivel averiguar que a maior parte dos grupos esta em
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expansdo populacional, sendo que somente a amostra Alto Parana apresentou um valor
positivo para o teste, indicando, portanto um declinio da populacdo. Nota-se também
que em todas as amostras, em pelo menos um dos testes (Fu ou Tajima) houve valor

significativo (significancia de 5%).

Tabela 6: indices de Fixacdo Interpopulacional (FST) par a par entre os grupos de B.
orbignyanus com marcadores microssatélites. * P < 0,05, apds correcdo sequencial de
Bonferroni.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 + + + + + + +
2 | 0,0038 + + + + + +
3 | 02952 0,3220 - + + + +
4 | 0,2402 0,2414 0,0162 - + + +
5 | 0,2844 0,2853 0,2049 0,1393 + + +
6 | 00668 0,0268 0,2574 0,1928 0,2280 + +
7 | 00692 0,0280 0,1979 0,1408 0,1769 0,0439 +
8 | 0,0801 00257 0,4080 0,3484 0,3649 0,0590 0,1094

Tabela 7: Valores dos testes de neutralidade (D de Tajima e FS de Fu) para 0s grupos
de B. orbignyanus, com marcadores microssatélites. * P < 0,05.

Populacgédo D de Tajima Valor de P Fs de Fu Valor de P
Alto Parana 0,5486 0,0354* -0,2468 0,7654
Porto Camargo -0,2186 0,0164* -0,9465 0,0018*
Paranapanema -1,0264 0,0279* 2,2256 0,6535
Rio Sucuriu 0,9556 0,4654 -1,3216 0,0014*
Rio Uruguai -1,0564 0,0166* 0,8465 0,7654
Rio Verde 2,3583 0,3549 -6,5486 0,0015*
Ivinhema -1,2186 0,4763 -4,5433 0,0165*
Ilha Grande -0,3548 0,0146* -9,3564 0,0153*
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Regido Controladora do DNA Mitocondrial — D-Loop

Nas analises com o marcador D-Loop, foram utilizados 165 espécimes,
divididos em oito grupos. A Tabela 8 mostra a distribuicdo dos 80 haplotipos
identificados nos grupos amostrais, sendo que o haplotipo 24 foi o mais frequente,
ocorrendo em 20 individuos distribuidos em quatro grupos. Pelos resultados
apresentados na Tabela 9 é possivel notar que a amostra Rio Sucuriu apresentou o
menor nimero de hapl6tipos e sitios polimorficos (quatro e 13, respectivamente)
enquanto que a amostra Ilha Grande revelou os maiores valores (23 e 38,
respectivamente).

Os maiores valores de diversidade génica e nucleotidica foram detectados na
amostra Porto Camargo (1,0000 e 0,1890, respectivamente), enquanto que o menor
valor de diversidade génica foi verificado na amostra Rio Uruguai (0,4052) e de

diversidade nucleotidica na amostra Rio Paranapanema (0,0307).

Tabela 8: Numero de individuos por haplétipo e sua distribuicdo dentro dos grupos de
B. orbignyanus.

Haplotipos 1 2 3 4 5 6 7 8
Hap 1 2
Hap 2 2
Hap 3 4
Hap 4 1
Hap 5 1
Hap 6 1 - - - - - - -
1
2
1
2
4

Hap 7
Hap 8
Hap 9
Hap 10
Hap 11
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Hap 12
Hap 13
Hap 14
Hap 15
Hap 16
Hap 17
Hap 18
Hap 19
Hap 20
Hap 21
Hap 22
Hap 23
Hap 24
Hap 25
Hap 26
Hap 27
Hap 28
Hap 29
Hap 30
Hap 31
Hap 32
Hap 33
Hap 34
Hap 35
Hap 36
Hap 37
Hap 38
Hap 39
Hap 40
Hap 41
Hap 42
Hap 43
Hap 44
Hap 45
Hap 46
Hap 47
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Hap 48
Hap 49
Hap 50
Hap 51
Hap 52
Hap 53
Hap 54
Hap 55
Hap 56
Hap 57
Hap 58
Hap 59
Hap 60
Hap 61
Hap 62
Hap 63
Hap 64
Hap 65
Hap 66
Hap 67
Hap 68
Hap 69
Hap 70
Hap 71
Hap 72
Hap 73
Hap 74
Hap 75
Hap 76
Hap 77
Hap 78
Hap 79
Hap 80
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Tabela 9: Numero amostral (N), Diversidade Nucleotidica, Diversidade Génica,
NUmero de Hapl6tipos (Nh) e Numero de Sitios Polimorficos dos grupos formados
pelas amostras de B. orbignyanus.

Populagdo Diversidade Diversidade
N Nh  Nsp

Génica Nucleotidica
1 Médio Parana 22 0.9307 +/-0.0312 12 26 0.1447 +/- 0.0775
2 Porto Camargo 11  1.0000 +/- 0.0388 11 35 0.1890 +/- 0.1049
3 Paranapanema 22  0.6753 +/- 0.0574 4 14 0.0307 +/- 0.0204
4 Rio Sucuriu 11  0.6909 +/- 0.1276 4 13 0.0472 +/- 0.0304
5 Rio Uruguai 18  0.4052 +/- 0.1428 5 18 0.0492 +/- 0.0302
6 Rio Verde 25 0.9833+/-0.0171 21 26 0.1412 +/- 0.0753
7 Rio lvinhema 29 0.9754 +/-0.0173 22 36 0.1357 +/- 0.0722
8 llha Grande 27 0.9801 +/-0.0193 23 38 0.1356 +/- 0.0723

Segundo a analise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 10), foi
identificado que a maior fonte de variacdo estd contida dentro dos grupos amostrais
(76.5870%). Ainda nesta analise, foi observado que a estimativa do indice de fixacéo
interpopulacional FST para todos os grupos foi de 0,2341, valor este suficientemente
alto para indicar uma estruturacdo genética populacional entre os grupos. Pela analise
do FST par a par (Tabela 11) foi possivel identificar quais grupos sdo mais proximos e
mais distantes entre si, sendo que o maior valor de FST foi determinado na comparacao
entre as amostras Rio Uruguai e llha Grande (0,4739) e o menor valor entre Alto Parana

e Porto Camargo (0,0049).

47

——
| —



Tabela 10:

Analise da variancia molecular (AMOVA) e FST utilizando marcador

mitocondrial D-Loop entre os grupos de B. orbignyanus. * P < 0,05, ap06s corre¢do
sequencial de Bonferroni.

Populacdo Fonte de variagdo Somados  Componentes % de FST
quadrados  devariacdo  variacdo
Entre os grupos 162.198 0.9085 20.6849  0,2341*
Grupos Entre ind. dentro 5.121 0.1198 2.7279
de grupos
Total 695.448 4.3922

Tabela 11: Valores obtidos para os indices de Fixagdo Interpopulacional (FST) par a
par, entre amostras de B. orbignyanus, marcadores mitocondriais D-Loop. * P < 0,05,
apos correcdo sequencial de Bonferroni.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 (0.00000 - + + + + + +
2 | 0.00498 0.00000 + + + - - -
3 | 0.38340 0.41822 0.00000 - + + + +
4 | 031195 0.31360 0.02110 0.00000 + + + +
5 036941 0.37061 0.26616 0.18093 0.00000 + + +
6 | 0.08679 0.03488 0.33440 0.25047 0.29614 0.00000 + +
7 10.08999 0.03641 0.25703 0.18289 0.22976 0.05713 0.00000 +
8 | 0.10413 0.03345 0.52991 0.45251 0.47394 0.07671 0.14213 0.00000

Para este marcador, também foram realizados os testes de neutralidade de D de

Tajima e Fs de Fu. Assim como os marcadores do tipo microssatélite, quase todos os

grupos apresentaram valores negativos e estatisticamente significativos, indicativo de
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um estado de expansdo dos grupos, sendo que somente 0 grupo representado pela

amostra Alto Parana apresentou um valor estatisticamente ndo significativo (Tabela 12).

Tabela 12: Valores dos testes de neutralidade (D de Tajima e FS de Fu) para 0s grupos
de B. orbignyanus, com marcadores mitocondriais D-Loop. * P < 0,05.

Populagdo D de Tajima Valor de P Fs de Fu Valor de P
Médio Parana 0.82670 0.83500 -0.13371 0.50500
Porto Camargo -0.23586 0.41700 -3.78081 0.02600*
Paranapanema -1.85865 0.01300* 1.69427 0.84400
Rio Sucuriu -1.57984 0.03900* 1.62676 0.81400
Rio Uruguai -1.68210 0.03200* 1.64121 0.82500
Rio Verde 0.85311 0.84600 -9.41046 0.00200*
lvinhema -0.40931 0.35400 -8.62652 0.00200*
Ilha Grande -0.65255 0.28800 -11.98438 0.00000*

Discusséo

Segundo Torres et al. (2004), indmeros trabalhos foram realizados com
marcadores moleculares nos ultimos anos devido ao surgimento de técnicas mais
resolutivas de identificacdo e quantificagdo de polimorfismos de DNA. No que diz
respeito aos peixes de dgua doce, sendo a regido Neotropical caracterizada como a mais
diversificada em nimero de espécies e densidade populacional, a biologia molecular
disponibiliza ferramentas capazes de acessar a variagdo molecular existente neste
grupos de organismos e relaciona-la a fatores ambientais e antrépicos.

Estudos da diversidade genetica de diversas espécies de peixes tém sido
realizados com diferentes classes de marcadores moleculares e os resultados obtidos

indicando diferentes niveis de variabilidade entre as classes de marcadores refletem um
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equilibrio entre as taxas de mutacdo e deriva genética. Neste sentido, as taxas de
mutacdo para marcadores microssatélites sdo estimadas entre 10 e 10™ por locus por
geracdo, enquanto para marcadores D-loop essas taxas tem valores de 10® a 10”° por
locus por geragdo (Lougheed et al., 2000). Com base nisso, marcadores moleculares
hiper-variaveis como microssatélites e D-loop sdo Uteis nos estudos que visam estimar a
variabilidade e a estrutura genética dos componentes populacionais de uma espécie
(Brown, 1986; Excoffier et al., 1992).

Alguns fatores devem ser considerados para a escolha dos marcadores
moleculares utilizados em um estudo genético populacional, sendo que para este estudo
foram selecionados dois marcadores com caracteristicas e alvos distintos (um nuclear e
outro mitocondrial). Por se tratar de um marcador molecular co-dominante e apresentar
alta taxa evolutiva, os microssatélites foram escolhidos para a anélise da variabilidade e
estrutura genética populacional dos grupos selvagens de Brycon orbignyanus na Bacia
do Rio Parana. Segundo Selkoe e Toonen (2006), cada locus microssatélite pode ser
considerado uma amostra do genoma. Devido a recombinacdo, selecdo e deriva
genética, genes e regides diferentes do genoma tém historias genealdgicas ligeiramente
diferentes, sendo que o uso de um unico locus (ou poucos) para estimar caracteristicas
populacionais a partir de dados genéticos pode determinar uma alta taxa de erro de
amostragem. Assim, a analise de multiplas amostras do genoma, pela combinacgdo dos
resultados de muitos loci, pode fornecer uma maneira mais precisa e estatisticamente
mais poderosa de comparar populagées e individuos.

Segundo Oliveira et al. (2006), estudos populacionais utilizando marcadores
microssatélites tem sido cada vez mais utilizados, em decorréncia da sua caracteristica
co-dominante e da sua alta taxa evolutiva. Porém, os custos para obtencdo destes

marcadores ainda s@o relativamente altos, o que torna um fator limitante para muitas

50

——
| —



pesquisas. Neste contexto, uma medida alternativa que pode ser adotada € o uso de
primers j& isolados de loci microssatélites para espéecies filogeneticamente préximas.
Este processo é denominado de transferabilidade, sendo que os primers utilizados s&o
ditos heterdlogos. Para este estudo populacional de B. orbignyanus foram utilizados
primers desenvolvidos para loci de Brycon hilarii e Brycon opalinus, isolados por
Sanches e Galetti (2006) e Barroso et al. (2003), respectivamente. Os autores, além de
isolarem sete loci de microssatélites para as respectivas espécies de estudo, também
testaram o potencial de transferabilidade para outras espécies de peixes da familia
Bryconidae. Neste presente trabalho, foram testados todos os quatorze loci isolados para
B. hilarii e B. opalinus em B. orbignyanus, com um numero amostral maior e
adequacdes no protocolo.

O marcador mitocondrial D-loop também foi utilizado para este estudo, tendo
em vista sua heranga materna e por apresentar maior taxa evolutiva que os demais genes
mitocondriais. O primer forward utilizado foi o descrito no trabalho de Sivasundar
(2001), desenvolvido para a espécie Prochilodus lineatus. A fim de se obter um
fragmento menor que aquele analisado por Sivasundar, foi desenvolvido outro primer
reverse, mais interno, cujo fragmento resultante da amplificagdo deste conjunto fosse
uma regido menor, mais féacil de ser amplificada e que ainda contemplasse a porcao
inicial mais polimdrfica da regido controladora do DNA mitocondrial (Brown, 1986;
DeWoody e Avise, 2000).

A analise intrapopulacional dos grupos selvagens de B. orbignyanus com ambos
0s marcadores, proporcionou estimativas de variabilidade genética heterogénea. De
forma geral, as amostras coletadas ao longo do trecho médio e alto do Rio Parana,
juntamente com aquelas coletada de individuos do Rio Ivinhema, foram aquelas que

apresentaram os melhores indices. Em contrapartida, as amostras coletadas nos Rios
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Paranapanema, Verde, Uruguai e Sucuriu apresentaram valores baixos nas estimativas
de variabilidade genética.

Tendo em vista o trabalho de DeWoody e Avise (2000), estes valores mostram-
se compativeis com aqueles obtidos para outras popula¢fes naturais, uma vez que estes
autores apontam que o nivel médio de variacdo genética dado pela H, em loci
microssatélites para peixes de agua doce é aproximadamente 0,54 (+ 0,25). Estes
mesmos autores ainda descrevem uma comparacdo da variabilidade genética com
grupos de peixes marinhos, que apresentaram niveis significativamente mais altos de
variacdo geneética (0,77 + 0,19) e peixes anddromos (ex: salmdo), que geralmente
apresentaram valores intermediarios entre populacdes de espécies marinhas e de agua
doce.

Corroborando com os dados dos marcadores microssatélites, a analise do
sequenciamento da regido controladora do DNA mitocondrial (D-Loop) em B.
orbygnianus proporcionou melhores estimativas de variabilidade genética nas amostras
correspondentes aos grupos coletados nos Rios Parana e lvinhema. Portanto, os valores
de diversidade haplotipica, nucleotidica, nUmero de hapl6tipos e sitios polimoérficos
destes grupos sdo superiores aos estimados nos grupos dos Rios Paranapanema,
Uruguai, Verde e Sucuriu. Trabalhos como os de Martins et al. (2003) que mostra 32
hapl6tipos e diversidade haplotipica de 0,848 a 1,00 para Leporinus elongatus do Rio
Parana; e de Garcez et al. (2011) que estimou 46 hapldtipos e diversidade hapldtipica de
0,555 a 0,941 em Prochilodus lineatus do Alto Paran, apresentam valores semelhantes
aos estimados neste estudo para B. orbignyanus, neste caso considerando-se espécies de
peixes migradores, da mesma bacia hidrogréafica.

Os possiveis motivos pelos quais populagfes 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 répido crescimento
populacional. Segundo DeWoody e Avise (2000), populacdes de peixes de agua doce
sdo limitadas a drenagens particulares por tempos evolutivos curtos a moderados,
devendo ser, assim, menores em tamanho que muitas popula¢cdes marinhas, as quais sao
abertas para potenciais trocas genéticas em areas muito maiores.

A partir desta informacdo, diferentes amostras referentes a grupos de uma
mesma espécie coletados em diferentes rios dentro de uma mesma bacia hidrogréfica,
podem apresentar valores discrepantes de variabilidade genética. Este fato tem sido
observado de modo bastante frequente, considerando um contexto moderno de
fragmentacOes de rios pela construcdo de barragens hidrelétricas. Esta poderia ser uma
das possiveis causas da baixa variabilidade encontrada, visto que rios como o
Paranapanema e o Uruguai apresentam inimeras barragens hidrelétricas ao longo de seu
trajeto, tornando-os ambientes totalmente fragmentados, constituindo um cenério de
reservatorios em cascata. Os quatro grupos de amostras com menor variabilidade
genética, que identificam tributarios dos Rios Paranapanema, Uruguai, Verde e Sucuriu,
apresentam ainda agravantes como uma grande atividade de pesca esportiva e
profissional, grandes regibes de retirada da mata ciliar para aumento da area destinada a
agropecudria, poluicdo das adguas devido a proximidade de areas urbanizadas, além da
introducdo acidental ou proposital de espécies exoticas. Estes fatores atuam no sentido
de promoverem a diminuicdo do tamanho populacional e o isolamento geogréafico,
consequentemente influenciando na diminuigéo do fluxo génico entre as subpopulagdes
e aumentando a endogamia (Excoffier et al., 1992).

Conforme Lowe et al. (2004), a variabilidade genética ¢ de suma importancia

para uma espécie, pois a presenca de variagdes herdaveis a torna habil em responder a
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selecdo; assim, se uma espécie for portadora de expressiva variacdo genética, maiores
serdo as chances de sobrevivéncia e reproducdo dos individuos sob qualquer alteracéo
nas pressoes seletivas devido a mudangas ambientais.

Quando considerada a andlise inter-populacional entre amostras dos grupos
selvagens de B. orbignyanus, o valor global de FST conforme Wright (1978) apontou
para uma subdivisdo da populacdo de ocorréncia na bacia do Rio Paran& em diferentes
subgrupos (FST=0,2256). Os resultados obtidos com a AMOVA mostram ainda que a
maior fonte de variacdo é encontrada dentro dos grupos (81,4380%). O grau de
estruturacdo populacional pode ser verificado quando s&o analisados os dados dos
indices de fixacdo populacional par a par, sendo que de todas as comparagdes possiveis
entre os grupos selvagens de B. orbignyanus, as maiores divergéncias ocorreram nas
comparagOes com as amostras dos grupos dos Rios Paranapanema, Sucuriu e Uruguai.
Em contrapartida, as amostras correspondentes aos grupos coletados ao longo do Rio
Parana (Alto Parand, Porto Camargo e Ilha Grande) apresentaram os menores valores de
FST par a par, indicando uma proximidade genética entre os individuos destes trés
grupos.

Segundo Rice et al. (2008), tributarios desempenham importantes fun¢Ges dentro
de uma bacia hidrografica, fornecendo habitats Unicos e suporte a fungdes ecoldgicas
importantes. Este fato poderia explicar os valores encontrados de estruturacdo genética
estimada para os diferentes afluentes do Rio Parana, visto que seus tributarios
apresentam fatores bioticos e abidticos proprios, dando condi¢bes e gerando pressdes
seletivas distintas para cada grupo. Da mesma forma, poderia justificar a baixa
estruturacdo genética populacional encontrada entre as amostras referentes aos grupos
Alto Parana, Porto Camargo e llha Grande, uma vez que estes pontos de coleta

encontram-se ao longo do Rio Parand, em um trecho livre de barreiras.
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Em trabalhos de Matsumoto e Hilsdorf (2009) com Brycon insignis e de Barroca
et al. (2012) com Prochilodus costatus e Prochilodus argenteus, foi identificado um
alto grau de variabilidade genética e a presenca de estruturagdo genética entre 0s grupos
amostrados. A estruturacdo genética de grupos selvagens de peixes de agua doce é um
fato frequentemente evidenciado, muitas vezes influenciado por fatores geoldgicos e
comportamentais (Allan e Flecker, 2003).

Segundo Suzuki (1999), o sucesso de ocupacao e permanéncia das espécies num
dado ecossistema estd amplamente associado a um processo de reproducdo bem
sucedido. O sucesso reprodutivo dos grandes peixes migradores Neotropicais depende
basicamente da realizacdo de migracGes anuais por longos trechos de rios, a procura de
locais propicios a desova e ao desenvolvimento da prole. Deve ser ainda considerar o
fato de que populagdes naturais em equilibrio possuem tamanho populacional grande,
de forma a diminuir a possibilidade de endocruzamento e com variabilidade genética
suficiente para sua manutencdo no meio ambiente. Em um cenario cada vez mais
frequente de fragmentacao populacional dos peixes devido ao impacto da construcéo de
barragens hidroelétricas e a pesca predatéria em diversos pontos ao longo dos rios,
populacBes de peixes migradores que a priori, ao longo de um ecossistema hidrogréafico
livre de barreiras geograficas, manteriam uma populacdo integra proxima a panmitica,
com fluxo génico constante, acasalamentos aleatdrios, populagdo grande e
consequentemente, em equilibrio populacional, atualmente sofrem intensa fragmentacéo
e estruturacdo populacional. A falta de fiscalizagdo, a poluicdo e a introdugdo de
especies exoticas vém agravar este panorama, sendo que areas propicias a desova,
abrigo e alimentacdo s@o destruidas, larvas e juvenis sdo predados e adultos em idade

reprodutiva sdo pescados.
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Neste contexto deve ser ressaltada a importancia dos estudos populacionais, com
a utilizacdo de ferramentas apropriadas e resolutivas. Os marcadores genéticos
moleculares tém se mostrado apropriados para tais estudos e considera-se que sua
aplicacdo podera resultar em informagdes decisivas para a melhor compreensdo da
estrutura das populagdes e para a formulacdo de programas adequados de manejo e

conservacao das espécies de peixes.

Referéncias

As referéncias citadas neste capitulo estdo listadas no topico “Referéncias

Gerais”, ao final do texto, juntamente com as demais utilizadas nesta tese.
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4.2 - Restri¢do da Variabilidade Genética de Brycon orbignyanus em Cativeiro

Resumo

Populacdes selvagens de peixes sofrem cada vez mais com o0 aumento da
demanda por recursos e por degradacdo do meio ambiente. Tendo em vista a diminuigédo
dos estoques pesqueiros de um grande numero de espécies de peixes de interesse
comercial, diversas medidas mitigadoras tém sido adotadas, mas muitos equivocos sao
cometidos pela falta de informacdo prévia, seja pertinente a propria biologia das
espécies ou a estrutura das populacbes existentes. Uma medida de manejo
frequentemente adotada para refazer a composicdo dos ambientes comprometidos é o
repovoamento de peixes com espécimes reproduzidos em cativeiro e que, embora se
constitua num procedimento comum, ainda requer estudos para aumentar sua eficiéncia
como ferramenta de conservacdo. Neste contexto, 0 presente estudo compara
geneticamente amostras provenientes de grupos selvagens e de cativeiros de Brycon
orbignyanus, com a finalidade de averiguar a identidade genética dos estoques a serem
utilizados nos processos de repovoamento. Dados fornecidos pelo sequenciamento da
regido controle do DNA mitocondrial permitem concluir que nas compara¢des com 0s
representantes dos grupos selvagens, as amostras provenientes dos estoques mantidos
em cativeiro mostram uma diminuicéo drastica da variabilidade genética e uma grande
diferenciacéo populacional, quando analisado os indices interpopulacionais de fixacao.
Este fato revela a inadequabilidade dos métodos de reproducdo em cativeiro para a
producdo de estoques pesqueiros compativeis geneticamente com 0s grupos selvagens e
da impropriedade de utilizacdo deste procedimento para a restauracdo das populacdes

desta especie no ambiente natural.
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Introducéo

Os peixes de &gua doce sdo responsaveis por 20 a 25% da biodiversidade dos
vertebrados e ha indicios de que somente na América do Sul ocorram mais de 8.000
espécies, tendo em vista aquela relacionadas em apenas duas ordens, Characiformes e
Siluriformes (Lowe-McConnel, 1999; Torres et al., 2004; Chistiakov et al., 2006).
Contudo, toda essa diversidade de espécies sofre um processo de reducdo populacional
e constante ameaca de extingdo, promovida pela exploracdo desordenada dos recursos
ambientais, pesca predatoria, falta de fiscalizacdo e medidas protecionistas e também
pela crescente fragmentacdo dos rios devido a construcdo de empreendimentos
hidrelétricos, que modificam as areas de ocupacao e de desova coletivas e interrompem
0 trajeto migratério de algumas espécies (Agostinho et al., 2002; Hilsdorf e Petrere,
2002; Carolsfeld et al., 2003). Tendo em vista essa ameaca de extingao, diversos planos
de conservacdo tém sido elaborados, sendo que a garantia de sucesso ecoldgico de uma
acdo de manejo em um meio ambiente impactado envolve o conhecimento de multiplos
fatores.

Embora o repovoamento com espécies nativas de peixes seja considerado uma
pratica frequente, muitas vezes este processo é realizada sem respaldo cientifico. Este
fato pode ser observado com a espécie Brycon orbignyanus, popularmente conhecida
como piracanjuba, cujas populacdes nativas tém sido intensamente afetadas com os
impactos antropicos durante a Ultima década. Assim, grandes esforgos tém sido
realizados para proteger 0S grupos remanescentes e repovoar 0s rios com espécimes
reproduzidos em cativeiro.

As andlises genéticas em estoques de pisciculturas representam informagdes

importantes para a obtencéo de resultados expressivos na producéo e na conservagéo de
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peixes, uma vez que a perda de variabilidade genética é muito comum na prética das
pisciculturas devido ao manejo inadequado dos plantéis de reprodutores e da
reproducdo. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi verificar se ha
diferengas genéticas entre grupos de Brycon orbignyanus reproduzidos em cativeiro,
quando comparados com grupos selvagens coletados em seu ambiente natural, tendo em
vista a geracdo de informacOes para subsidiar planos mais eficientes de manejo desta

espécie.

Materiais e Métodos

Coleta das Amostras

As coletas dos individuos selvagens de Brycon orbignyanus foram realizadas em
duas localidades, tendo sido obtidas amostras no Parque Nacional de Ilha Grande e no
Rio lvinhema, cujas caracteristicas bidticas e abidticas do ambiente eram as menos
impactadas. J& as amostras dos individuos mantidos e reproduzidos em cativeiro vieram
de diferentes lotes obtidos em diferentes estacGes de pisciculturas, como o CEPTA
(Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais — ICMBIo,
Pirassununga, SP); Jupiad (Estacdo de Piscicultura da UHE Engenheiro Souza Dias -
CESP); Iltutinga 1 e 2 (Estacdo de Piscicultura da UHE Itutinga - CEMIG); Furnas
(Estacéo de Piscicultura da UHE Furnas - FURNAS); e LAPAD 1 e 2 (Laboratorio de
Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce — Universidade Federal de Santa Catarina
UFSC). Para obtencdo das amostras, apenas um pequeno fragmento da nadadeira
adiposa foi retirado e conservado em alcool, para analises genéticas em laboratorio,
sendo tomados os devidos cuidados para manter a integridade dos individuos

amostrados na tentativa de devolvé-los vivos ao ambiente.
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Figura 4: Mapa identificando os locais de amostragem de Brycon orbignyanus.
1- llha Grande; 2- Rio Ivinhema; 3- CEPTA,; 4- Jupid; 5/6- Itutinga 1 e 2; 7- Furnas;
8/9- LAPAD 1e 2.

Extracdo de DNA e Amplificacdo das Amostras por PCR

Para os estudos populacionais, 0 DNA total foi obtido a partir de amostras de
fragmentos de nadadeiras conservados em alcool, utilizando o protocolo de extracdo
proposto por Aljanabi e Martinez (1997) e com o kit de extracdo de DNA total
Nucleospin® Tissue XS (Macherey Nagel).

Para a amplificacdo da regido controladora do DNA mitocondrial (D-Loop), foi
utilizado o primer forward descrito no trabalho de Sivasundar et al. (2001) (FTTF: 5°
GCCTAAGAGCATCGGTCTTGTAA 3’) e um primer reverse, nomeado como RCR1
(5 CCTGAAGTAGGAACCAGATG 3’). Todas as reagdes de PCR foram realizadas

utilizando o aparelho termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems).
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As amplificagbes seguiram o protocolo estabelecido, utilizando 8,25ul de H20,
1,25ul tampdo (10X), 0,4ul MgCl2 (50mM), 0,5ul ANTP (2mM), 0,5ul de cada primer
(10mM), 0,1l de Tag DNA polimerase e 1,0ul de DNA, em um volume total de 12,5ul. O
programa de amplificagdo seguiu 0s seguintes passos: denaturacdo inicial a 95°C por 10
min, 30 ciclos com denaturacdo da cadeia a 95°C por 30s, hibridizagéo dos primers a 54°C
por 30s e extensdo dos nucleotideos a 72°C por 30s, seguida pela extensao final a 72°C por
15 min. Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados apos eletroforese em gel de
agarose a 1%, sendo posteriormente realizada uma purificacdo enzimética com o Kit
EX0SAP-IT®, seguindo as recomendacdes do fabricante.

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit DYEnamic ET Dye Terminator
(Applied Biosystems), segundo protocolo fornecido pelo fabricante e a leitura dos
fragmentos de DNA sequenciados foi realizada em sequenciadores automaticos, modelos
ABI 3130 e ABI 3500 (Applied Biosystems). Para cada amostra foram obtidas sequéncias
com os primer forward e reverse, sendo que as sequéncias consenso foram obtidas pela

aplicacdo do software ATGC, verséo 4.0.

Anélise Estatistica

As sequéncias foram entdo alinhadas e editadas pelo software Bioedit Sequence
Alignment Editor (Hall 1999), para serem utilizados os softwares DNAsp Sequence
Polymorphism (Rozas et al. 2003) e Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005) na
determinacdo do numero de haplétipos (Nh), niamero de sitios polimorficos (Nsp),
identificacdo da diversidade génica e nucleotidica, da analise de variancia molecular
(AMOVA), na aplicacdo do teste de neutralidade (FS de FU e D de Tajima) e na

obtencéo dos indices de fixag&o interpopulacionais (FST).
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Resultados

Ambos o0s grupos de individuos amostrados provenientes das localidades
Ivinhema e llha Grande revelaram alta diversidade haplotipica (0,975 e 0,980,
respectivamente) e diversidade nucleotidica (0,151 e 0,146, respectivamente), indicativo
de alta variabilidade genética nestes grupos (Tabela 13). Por outro lado, todos os grupos

relativos a criagdo em cativeiro revelaram baixos indices de diversidade genética.

Tabela 13: Numero amostral (N), Diversidade Nucleotidica, Génica, Numero de
Haplotipos (Nh) e Numero de Sitios Polimoérficos dos grupos selvagens e de cativeiro
de B. orbignyanus.

N  Diversidade Nucleotidica Diversidade Génica Nh Nsp

1 lvinhema 29 0.151 +/- 0.080 0.975 +/- 0.017 22 38
2 llha Grande 27 0.146 +/- 0.078 0.980 +/- 0.019 23 42
3 Cepta 18 0.000 +/- 0.000 0.000 +/- 0.000 1 0
4 Jupia 32 0.000 +/- 0.000 0.000 +/- 0.000 1 0
5 ltutingal 29 0.050 +/- 0.030 0.569 +/- 0.085 5 19
6 Iltutinga 2 27 0.075 +/- 0.043 0.433 +/- 0.075 2 10
7 Furnas 25 0.032 +/- 0.021 0.153 +/- 0.091 2 12
8 Lapadl 27 0.014 +/- 0.011 0.074 +/- 0.067 2 11
9 Lapad?2 25 0.000 +/- 0.000 0.000 +/- 0.000 1 0

Pela analise da Tabela 14 e da Figura 5, é possivel verificar a heterogeneidade da
distribuicdo dos 48 haplotipos dentro dos nove grupos. O grupo representante da
amostra llha Grande foi o que apresentou a maior quantidade de hapl6tipos (Nh=23),
enquanto que os grupos CEPTA, Jupia e LAPAD 2, as menores quantidades de

haplotipos (Nh=1).
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Tabela 14: Numero de individuos por haplotipo e sua distribuicdo dentro dos grupos
selvagens e de cativeiro de B. orbignyanus.

Haplotipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Hap 1
Hap 2
Hap 3
Hap 4
Hap 5
Hap 6
Hap 7
Hap 8
Hap 9
Hap 10
Hap 11
Hap 12
Hap 13
Hap 14
Hap 15
Hap 16
Hap 17
Hap 18
Hap 19
Hap 20
Hap 21
Hap 22
Hap 23
Hap 24
Hap 25
Hap 26 -
Hap 27 -
Hap 28 -
Hap 29 -
Hap 30 -
Hap 31 -
Hap 32 -

R R R R R R R R R RPN R R R RFPNNDERER NP RPN

| I | 1
| I | 1
| I | 1
| I | 1
| I | '—\

©
| I | 1
| I | 1
| I | 1

e i = = e T = S SN SN
1
1
1
1
1
1
1
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Hap 33 -
Hap 34 -
Hap 35 -
Hap 36 -
Hap 37 -
Hap 38 -
Hap 39 -
Hap 40 -
Hap 41 -
Hap 42 -
Hap 43 -
Hap 44 -
Hap 45 - - - - - - 2 - -

Hap 46 - - - - - - - 26 -

Hap 47 - - - - - - - 1 -

Hap 48 - - - - - - - - 25

B e e T
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
LS
1
1
1
1

A analise de variancia molecular (AMOVA) entre todos 0s nove grupos de
amostras analisados revelou um valor do indice de fixacdo interpopulacional elevado
(FST = 0,5880), indicando uma forte estruturacdo genética entre os componentes dos
diferentes grupos (Tabela 15). Quando comparados estes mesmo indices par a par
(Tabela 16), nota-se que para a maioria das comparac6es entre 0s grupos ha indicacoes
da existéncia de alto nivel de estruturacdo genética populacional, exceto para a
comparacao entre os grupos CEPTA e Jupia (FST = 0,0000).

Os grupos Jupia e Furnas sdo originarios de sucessivos cruzamentos de matrizes
coletadas do reservatorio das Usinas Hidrelétricas de Jupia (CESP) e Itaipd (ltaipt —
Binacional), respectivamente, enquanto que os do grupo CEPTA descendem do
cruzamento de individuos do grupo Jupia. Os individuos dos grupos LAPAD 1 e 2 sdo
provenientes de dois cruzamentos diferentes de matrizes selvagens capturadas no Rio
Uruguai, assim como os grupos ltutinga 1 e 2, formados pela reprodugdo em cativeiro

de individuos capturados no Rio Paranad. Com base nestes dados, as comparacfes entre
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0s grupos LAPAD 1 e 2 mostraram forte estruturacdo genética (FST=0.899), justificada
pela presenca de dois haplotipos exclusivos para o primeiro grupo e um haplotipo
exclusivo para o segundo. Por essa razdo, tanto a diversidade nucleotidica (0,014 e
0,000) quanto a génica (0,074 e 0,000) apresentadas para estes dois grupos € baixa.
Itutinga 1 e 2 apresentaram a maior diversidade genética para os grupos de cativeiro
(0,050 e 0,075). J& no grupo Furnas, foram detectados somente dois hapldtipos,

identificando baixos valores de diversidade génica (0,153) e nucleotidica (0,032).

Figura 5: Rede de haplétipos de B. orbignyanus calculada pelo método Median-
Joining. Os circulos coloridos representam os hapl6tipos encontrados no presente
estudo. O tamanho do circulo é proporcional a quantidade de individuos que
compartilham o mesmo haplotipo.
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Tabela 15: Analise da variancia molecular (AMOVA) e FST utilizando marcador
mitocondrial D-Loop entre 0s grupos selvagens e de cativeiro de B. orbignyanus. * P <
0,05, apos correcdo sequencial de Bonferroni.

Populagao Fonte de Somados Componentes % de FST
variacao quadrados  devariacdo  variacdo
Entre os grupos 322,724 0,9590 25,31 0,5880*
Grupos Entre ind. dentro 139,433 1,2693 33,50
de grupos
Dentro de grupos 359,028 1,5609 41,19
Total 821,184 3,78932

Tabela 16: indices Fixagdo Interpopulacional (FST) par a par, entre 0S grupos
selvagens e de cativeiro de B. orbignyanus. * P < 0,05, ap6s correcdo sequencial de
Bonferroni.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 + + + + + + + +
2 | 0,151 + + + + + + +
3| 0,234 0,552 - + + + + +
4 | 0299 0,624 0,000 + + + + +
5| 0176 0,495 0,066 0,106 + + + +
6 | 0,164 0,256 0,648 0,712 0,557 + + +
7| 0495 0,305 0,903 0926 0,784 0,710 + +
8 | 0334 059 0,650 0,714 0,354 0,684 0,887 +
9 | 0471 0629 1000 1,000 0,651 0,777 0,910 0,899
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Discussao

De certa forma, os resultados obtidos revelando baixa diversidade genética nos
estoques originarios de reprodutores mantidos e manejados em cativeiro ja eram
esperados, uma vez que as praticas de controle e manejo dos reprodutores e da
reproducdo de peixes realizados por grande parte das estacbes de piscicultura ndo
atentam para um controle rigido da variabilidade genética. Neste sentido, deve ser
enfatizado que o conhecimento da estrutura genética dos estoques selvagens e de
cativeiro de espécies envolvidas em programas de repovoamento, constitui informacéo
fundamental para o sucesso de tais empreendimentos. No presente estudo, verifica-se
que o estoque representante do grupo CEPTA teve sua origem a partir de cruzamentos
entre individuos do grupo Jupia que, por sua vez, ¢ formado de matrizes originais
capturadas no rio Parana e mantidas em cativeiro por inUmeras geracdes. Tal situacao se
apresenta bastante propicia para promover significativo aumento da consanguinidade no
estoque, resultando na consequente diminuicdo da variabilidade genética nas progénies
produzidas. Assim, a auséncia de diferenciacdo genética estrutural entre 0s grupos
CEPTA e Jupid e os baixos indices de variabilidade genética encontrados nestes
estoques decorrem de um efeito fundador, ligado a sua origem.

Este processo de cruzamento endogamico, comum neste tipo de producédo
pesqueira, acelera o processo de erosdo genética e agrava a qualidade dos juvenis
produzidos sendo que, a cada geracdo produzida, menores serdo seus indices de
variabilidade genética, com a presenca de menos individuos heterozigotos e mais
homozigotos (Van Treuren et al., 1991; Lafreve et al., 2004; Bijlsma e Loeschcke,

2011; Hedrick et al., 2012).
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A mesma baixa variabilidade genética foi obtida com os outros grupos mantidos
em cativeiro, como ltutinga 1 e 2, LAPAD 1 e 2 e Furnas, certamente também
decorrentes das praticas de manejo utilizadas. Contudo, a estrutura genética
populacional entre estes grupos mostrou-se forte, o que, segundo Wright (1978), poderia
ser decorrente do efeito diferencial dos estoques fundadores. Pode ser hipotetizado que
a formacdo destes grupos foi provavelmente originada de desovas obtidas a partir de
poucas matrizes e que as matrizes parentais utilizadas foram diferentes para cada grupo.
Em decorréncia disto, a utilizacdo de poucos casais para a producdo de estoques
pesqueiros também ird resultar em juvenis com baixa variabilidade genética, devido a
fonte restrita de novos alelos (Hedrick et al., 2012; Fraser e Bernatchez, 2001) e o
namero restrito de parentais, aliado a endogamia historica destas matrizes certamente ira
refletir em um alto valor de diferenciacdo interpopulacional (FST), segundo Lafreve et
al., 2004, resultando na estruturagdo populacional encontrada.

Em contrapartida, os dois grupos nativos representados pelas amostras Ilha
Grande e Ivinhema apresentaram melhores condi¢des genéticas, quando comparado aos
grupos de cativeiro. O maior tamanho populacional, maior fluxo génico, cruzamentos
mais aleatdrios e a presenca pressdes seletivas, sdo fatores que levaram, com o passar
dos anos, a selecdo de individuos mais adaptados e, consequentemente, formando um
grupo com maior variabilidade genética (Olver et al., 1995; Crawford e Morito, 1997;
Fraser e Bernatchez, 2001).

Comparando os dados de estrutura genética entre todos os grupos de amostras,
sejam eles capturados em ambiente natural ou produzidos em cativeiro, nota-se a
presenca de uma forte estruturacdo genética populacional. Este fato permite inferir sobre
a incompatibilidade do estoque pesqueiro produzido em cativeiro com o0s dois grupos

selvagens considerados, indicando com clareza a impropriedade da utilizagdo dos
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planteis de juvenis produzidos para um programa de repovoamento que contemple estes
dois locais. As amostras referentes aos grupos llha Grande proveniente do Rio Parand e
Ivinhema, coletado ao longo do Rio Ivinhema, também apresentaram uma forte
estruturacdo genética entre eles, indicando, portanto, a existéncia de populagdes
diferenciadas, com baixo fluxo génico entre elas.

Assim como os dados obtidos pela aplicacdo do programa AMOVA, a rede de
hapldtipos construida a partir dos dados obtidos da anélise de todas as amostras revela o
alto nivel de homogeneidade dos grupos produzidos em cativeiro, enquanto 0s
individuos das amostras de ambos os grupos selvagem ndo formam um agrupamento
delimitado, reflexo da sua diferenciacdo e de sua alta variabilidade genética. Devido a
este fato, a realizagdo de um manejo ecoldgico que contemplasse a reintroducdo de
espécimes reproduzidos em cativeiro, a partir dos estoques considerados neste trabalho,
certamente levaria a introducdo de um “pool genético” tdo homogéneo e incompativel
com 0s grupos selvagens que possivelmente resultaria no fracasso do empreendimento,
tanto no ponto de vista de aplicacdo de um manejo adequado, quanto aos aspectos
ligados a conservacdo das populacdes selvagens desta espécie.

Como dito anteriormente, o manejo de populacdes selvagens é uma pratica
comum, especialmente em populacdes de peixes de agua doce. Contudo, para um
manejo mais eficiente, alguns critérios devem ser adotados e as adaptacGes dos
individuos dos diferentes grupos em seus respectivos habitats poderia ser a razdo da
estruturacdo genética encontrada nas populacdes. Com base nestas informagdes, cabe
aos proponentes de um programa de manejo de fauna respeitar a integridade do “pool
génico” original de cada grupo. Assim, a escolha das matrizes que irdo compor o plantel
de reprodutores nas operacdes de reproducéo realizadas em cativeiro constitui um passo

decisivo no processo, pois ira garantir a viabilidade do estoque produzido e a
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compatibilidade genética com os grupos selvagens. Além disso, o nimero de individuos
utilizados como matrizes para gerar 0s juvenis destinados ao repovoamento também
constituem outro fator de importancia e necessario de ser considerado para garantir o
sucesso do repovoamento. Planteis originados de multiplos casais formados a partir de
matrizes selvagens certamente apresentardo maior variabilidade genética e poderdo
resultar em produtos com baixos valores de incompatibilidade para com os grupos
selvagens, sofrendo, portanto menor efeito da erosdo genética e aumentando as chances
de sucesso do programa de manejo.

Desta forma, cada grupo selvagem que apresente estrutura genética diferente de
outros deve ser considerado como uma unidade evolutiva independente, sendo que 0
manejo desta unidade deve ser realizado em separado dos demais, a partir da selecéo de
matrizes apropriadas para o local e garantindo um ndmero suficiente de casais
reprodutores efetivos, para originar planteis com caracteristicas genéticas compativeis
com aqueles das populagdes impactadas.

Os resultados obtidos no presente trabalho realcam a incompatibilidade genética
dos estoques de peixes produzidos nas diferentes estacdes de piscicultura analisadas
com relagdo as amostras das populacdes selvagens. Deve, portanto, ser ressaltada a
importancia deste tipo de estudo conservacionista que visa compreender melhor a
dindmica e os padrfes de diversificacdo das populacBes de peixes de adgua doce, bem
como estabelecer melhor direcionamento para medidas eficazes que possam resultar no

manejo ecoldgico adequado das populacdes selvagens.
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Conclusotes Gerais

E fato que o crescimento populacional humano tem gerado inimeros problemas

para 0 meio ambiente e para a manutencdo de sua biodiversidade. Pelos fatores

anteriormente considerados, popula¢Bes nativas intactas de peixes de &gua doce séo

atualmente raras, sendo que na maioria dos casos sdo submetidas a intensos impactos

antrdépicos. Com base nos resultados apresentados nos dois capitulos do presente estudo,

pode-se concluir que:

Os grupos selvagens de Brycon orbignyanus estudados na bacia do Rio Parana
apresentam-se estruturados geneticamente, sendo que as amostras obtidas de
individuos capturados nas localidades do Rio Parand, livre de barreiras
intransponiveis, tendem a ser mais proximos entre si. Portando, cada afluente
que teve amostras de B. orbignyanus analisado, deve ser considerado como uma
unidade evolutiva independente, merecendo atencdo particular para o
desenvolvimento de planos de manejo que contemplem a manuten¢do do “pool
genético” daquele local.

A variabilidade genética dentro de cada grupo de amostras de B. orbignyanus
mostrou-se heterogénea, de forma que os grupos estudados provenientes de
locais com melhores condi¢cBes ambientais e menores efeitos da acdo antrépica,
foram aqueles cujos valores de variabilidade mostraram-se mais caracterizados
para os padrbes das populacdes selvagens. Desta forma, grupos coletados em
regibes impactadas, com perceptivel atuacdo de fatores como sobrepesca,
poluicdo, desmatamento ciliar e barramentos causados por usinas hidrelétricas,

foram aqueles que apresentaram menores indices de variabilidade genética,
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identificando estas subpopulagbes como mais suscetiveis a processos de
extingdo local.

A atual forma de reproducdo de peixes em cativeiro visando a producdo de
progénies destinadas a programas de repovoamento, embora parecendo uma
metodologia adequada sob o ponto de vista de produgéo pelo alto rendimento de
juvenis produzidos por casal de matrizes, pode constituir-se num processo
ineficiente e prejudicial ao ambiente. Sob o ponto de vista genético e
conservacionista, este modelo de producdo mostrou-se inadequado para a
manutencdo da variabilidade genética local, podendo a longo prazo trazer
prejuizos as populacGes nativas da espécie considerada ao introduzir novos
alelos ou “material genético” diferente do original e com baixa variabilidade.
Dado o fato de que cada espécie apresenta suas proprias caracteristicas e
peculiaridades, uma acdo destinada a conservacao deve ter por base a aplicacéo
de metodologia cientifica que garanta o processo bioldgico e sua manutencdo no
ambiente especifico. A variabilidade genética dos individuos e a forma com que
esta variabilidade é distribuida dentro de uma populagéo, identificada como sua
estrutura genética populacional, constituem fatores fundamentais para a
compreensdo do material bioldgico e devem ser levados em consideracdo no
momento da elaboracdo de planos de acdo para a conservacdo de uma
determinada espécie. Ressalta-se também a importancia deste tipo de estudo
como colaboragéo para a manutencdo da biodiversidade, minimizando as falhas
com adogdes de medidas com base no senso comum e maximizando os efeitos

de um manejo cientificamente recomendado.
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