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Resumo

Os barramentos de grandes hidrelétricas vém comprometendo a existéncia de diversas
espécies de peixes, principalmente aquelas que efetuam migragdo reprodutiva. A bacia
do rio Sao Francisco ¢ um exemplo deste cendrio, onde nove hidrelétricas representam
obstaculos intransponiveis, que ameacam a perpetuacao de varias espécies, entre elas o
piau-verdadeiro, Leporinus obtusidens. A recuperacdo dessas espécies tem sido
conduzida por meio do repovoamento, que consiste na indugdo a reprodug¢do no
cativeiro, seguida da liberacao de grandes quantidades de formas jovens para aumentar
sua abundancia ao longo de todo o rio ou em parte dele. A eventual ocorréncia de
estruturacdo genética na populacdo de uma espécie implica na necessidade de mais de
um programa de repovoamento. O objetivo desta proposta foi avaliar como a
diversidade genética desta espécie se distribui ao longo da bacia, para fins de
repovoamento, ¢ de que forma o manejo reprodutivo da espécie (em termos de
contribuicdo parental) afeta tais programas. A andlise Bayesiana, através de dez
marcadores de microssatélites, revelou que as populacdes de piau-verdadeiro do rio Sdo
Francisco estdo estruturadas em trés grupos: grupo I (Alto SF), grupo II (Médio SF e
Submédio) e grupo III (Baixo SF) com consequéncias para o repovoamento. Na
avaliagdo da contribui¢do parental do manejo reprodutivo (estoque de reprodutores da
Chesf), também realizada com marcadores de microssatélites, foi visto que a
participagdo efetiva de machos ¢ muito menor do que a das fémeas. Além disso, o
tamanho efetivo populacional no modelo estudado mostrou-se reduzido,
comprometendo o potencial evolutivo dessa espécie. As informagdes aqui adquiridas
sdo de grande importancia para o planejamento dos programas de repovoamento e ainda
para o melhor aproveitamento do estoque de reprodutores.

Palavras-chave: Estrutura genética, Anostomidae, Repovoamento.
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Abstract

The dams of large hydroelectric have been compromising the existence of several
species of fish, especially those that carry out reproductive migration. The Sao
Francisco River basin is an example of this scenario, where nine hydroelectric dams
represent insurmountable obstacles that threaten the perpetuation of several species,
among them the true piau, Leporinus obtusidens. Recovery this species has been
conducted by means of restocking, which consists in the induction in breeding on
captivity, the release of large numbers of young forms to increase their abundance along
the whole river or part of it. The eventual occurrence of genetic structuring in the
population of a species implies the need for more than one repopulation program. The
objective of this proposal was to evaluated as the genetic diversity of this species if
distributed throughout the basin for restocking purposes, and how the species
reproductive management (in terms of parental contribution) affects such programs. A
Bayesian analysis revealed that the Sdo Francisco River basin is structured in three
groups: group I (Upper SF), group II (Middle SF and Sub-middle SF) and group III
(Lower SF) with consequences for repopulation. The evaluation of the parental
contribution in the reproductive management revealed that the effective participation
of males is much smaller than that of females and that the effective population size in
the model studied compromises the evolutionary potential of the species. The
information acquired here is of great importance for the planning of repopulation
programs and for the best use of the fish hatchery.

Key words: Genetic structure, Anostomidae, Restocking.
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1- Introducao

Na produ¢@o mundial de hidroenergia o Brasil encontra-se na terceira posi¢ao,
de acordo com o boletim da Key World Energy Statistics, 2015. Apesar do evidente
sucesso em relacdo aos objetivos da geracdo de energia, uma série de impactos
negativos gerados por esse sistema sao por vezes despercebidos. Esses aproveitamentos
hidrelétricos sdo responsaveis por perdas de areas florestais e danos a biodiversidade,
bem como, por mudangas nos ecossistemas aquaticos, muitas vezes irreversiveis
(SILVA etal., 2010).

A bacia do rio S3o Francisco ¢ um exemplo desse cendrio negativo, onde
imensos barramentos foram construidos para gerar hidroenergia. Essas construgdes sao
apontadas como a principal causa da reducdo de espécies que realizam migragdo
reprodutiva (piracema).

Na ictiofauna brasileira, os peixes de piracema sdo os mais conhecidos e
valorizados. Essas espécies realizam migracdes reprodutivas, tendo a necessidade de
mover-se livremente entre os sitios de desova, alimentagdo e desenvolvimento. Nesse
contexto, a presenca de cheias intensas e duradouras sdo primordiais para completar
seu ciclo reprodutivo. Entretanto, os grandes barramentos existentes nos rios impedem
a livre movimentacdo dos peixes, ou seja, a dinamica reprodutiva ¢ intensamente
comprometida, pois essas constru¢des modificam a frequéncia, a sazonalidade e a
intensidade das cheias (AGOSTINHO et al., 2008). Assim, para o sucesso reprodutivo
das espécies migradoras ¢ primordial conhecer melhor as relagdes entre os barramentos
e o deslocamento dos peixes.

O piau-verdadeiro, Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1837), ¢ um peixe
nativo da bacia do Sdo Francisco que realiza piracema, cujas populagdes vém
diminuindo, principalmente, nas regides do Submédio e Baixo Sdo Francisco, trechos
onde se concentra a maior parte das hidrelétricas da bacia.

A recuperacdo de espécies de aguas continentais ¢ feita por meio de
repovoamentos, que nada mais sdo do que programas de soltura de formas jovens de
peixes para aumentar sua abundancia. Para o sucesso de tais programas, ¢ necessaria a
associacdo de informagdes baseadas tanto em dados ecoldgicos quanto genéticos da

espécie. A identificagdo de uma tnica populagdo ou de metapopulacdes, ao longo do
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rio, constitui uma informag¢ao imprescindivel na constru¢do do estoque de reprodutores
para o repovoamento para que adaptagdes locais ndo sejam rompidas.

Nos ultimos anos, varias agéncias governamentais e privadas dedicaram-se a
produzir alevinos para o repovoamento de trechos de rios fragmentados por
hidrelétricas, no entanto, a maior parte delas ndo considerou aspectos ecologicos e
genéticos por questdes or¢amentarias.

No Brasil ainda ndo existe o estabelecimento de um padrdo para a execugao dos
programas de repovoamento. Por exemplo, ao longo do rio Sdo Francisco existem seis
programas de repovoamento de piau-verdadeiro em curso, quatro deles dirigidos aos
trechos do Submédio e Baixo, que sdo os mais impactados pelos barramentos das
hidrelétricas. Esses programas tém diferentes escalas de producdo e duas estratégias de
manejo de reprodutores, dependendo da localizacdo na bacia. H4 programas que
renovam seus plantéis de reprodutores anualmente, quando hé disponibilidade de
reprodutores, devolvendo-os ao rio ap6s a desova. No entanto, a maior parte dos
programas usam os mesmos reprodutores por anos e renovam seus plantéis a partir de
descendentes nascidos no cativeiro, aumentando a consanguinidade de seus planteis,
com consequéncias desastrosas para as populacdes selvagens.

O objetivo dessa pesquisa foi fazer um levantamento da diversidade genética de
populacdes de Leporinus obtusidens ao longo dos quatro trechos da bacia do rio Sao
Francisco, através de marcadores de microssatélites desenvolvidos para essa espécie.
Outro aspecto que foi avaliado foram as praticas executadas na Estacao de Piscicultura
de Paulo Afonso pertencente a Companhia Hidro Elétrica do Sao Francisco - Chesf, em
que reprodutores e progénies foram avaliadas durante o periodo reprodutivo, a fim de
se observar quantos reprodutores de fato tomavam parte na dissemina¢do da diversidade

genética.

2. Revisao de literatura

2.1 Caracterizacao da Bacia do rio Sao Francisco

O rio Sao Francisco possui a terceira maior bacia hidrografica do Brasil, que

abrange uma 4rea aproximada de 645.000 km®, correspondente a cerca de 8% do
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territorio nacional, além de ser a unica grande bacia contida integralmente em territorio
brasileiro (KOHLER, 2003). Trés diferentes biomas brasileiros estdo presentes nessa
bacia, quais sejam: Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, e sua drenagem percorre os
estados de Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe, além do Distrito
Federal (GODINHO e GODINHO, 2003). Tradicionalmente, a bacia do rio Sdo
Francisco ¢ subdividida em quatro grandes regides: Alto, Médio, Submédio e Baixo
Sdo Francisco, que sdo assim caracterizadas: “Alto” que se estende da nascente até
Pirapora-MG (630 km); “Médio” que € o maior trecho, entre Pirapora e Remanso (1090
km); “Submédio” que segue de Remanso até Paulo Afonso (686 km) e “Baixo” Sao
Francisco, menor trecho, compreendida entre o complexo de hidrelétricas de Paulo
Afonso ¢ a foz (274 km) (ANA, 2010).

Essa bacia ¢ formada pelo rio Sdo Francisco, que ¢ o seu principal rio, € um dos
mais longos da América do Sul, com extensao total de 2.700 km, e tem sua nascente na
regido da serra da Canastra em Minas Gerais, desaguando no Oceano Atlantico, entre
os Estados de Alagoas e Sergipe (GODINHO e GODINHO, 2003). Historicamente,
recebeu o titulo de “rio da integracdo nacional” devido as caracteristicas geofisicas,
pois liga o sudeste ao nordeste do pais. Ha diversos tributarios que desaguam no rio,
sendo os mais importantes os rios do Alto e Médio Sao Francisco, tais como o
Paraopeba (MG), das Velhas (MG), Paracatu (MG), Urucuia (MG), Corrente (BA) e
Grande (BA), todos perenes (GODINHO e GODINHO, 2003). J4 os tributérios situados
no semiarido sdo intermitentes, ou seja, secam nos periodos em que o regime de chuvas
¢ baixo e produzem grandes torrentes na época de alta pluviosidade, segundo a Agéncia
Nacional de Aguas (ANA, 2010).

A geragdo de hidroenergia ¢ a grande vocacdo desta bacia, seguida da
agricultura irrigada, aquicultura, suprimento de 4gua e a pesca artesanal (TUNDISI et
al., 1999). Quase 25% dos reservatorios brasileiros estdo contidos nesta bacia, quais
sejam: Trés Marias (Alto); Sobradinho, Itaparica, Moxot6 e Complexo de Paulo Afonso
(Submédio) e Xingd (Baixo) (SATO e GODINHO, 2003). Estes reservatorios
representam obstaculos intransponiveis a ictiofauna desta bacia, especialmente para
aquelas espécies que efetuam migracao reprodutiva (piracema). Em diversos sistemas
hidrograficos sul-americanos, as populacdes locais de peixes tém diminuido e uma das

principais causas apontadas ¢ a construcao de barragens (MATEUS et al., 2004).

13



OLIVEIRA, K. K. C. Estrutura genética e manejo reprodutivo para recuperagio do piau-verdadeiro, ...

2.2 Influéncia dos barramentos em espécies migradoras: aspectos

bioecologicos

Collins et al. (2013) afirmaram que as espécies migradoras de peixes de agua
doce apresentam segregagdo espacial entre os sitios de desova, alimentagcdo e
desenvolvimento. Nesse sentido, o sucesso reprodutivo ¢ estritamente dependente da
amplitude e duracdo das cheias (GODINHO et al., 2007), da presenca de sitios de
desenvolvimento (BAUMGARTNER et al., 2004), bem como da conectividade entre
esses e os sitios de desova. A constru¢do de hidrelétricas mudou profundamente a
paisagem das bacias hidrograficas da América do Sul, alterando a qualidade e a
disponibilidade de habitats, bem como a dindmica das aguas (AGOSTINHO et al.,
2010). Vale ressaltar, que nenhum dos reservatorios hidrelétricos no Nordeste do Brasil
apresenta qualquer tipo de passagem que proporcione a movimentagdo de peixes de
jusante para montante, favorecendo o isolamento entre as populacdes fragmentadas.

A contencdo dos rios para a gera¢do de energia elétrica ¢ uma das principais
fontes de impacto sobre a ictiofauna migradora do pais, visto que leva a alteragdes
drésticas no pulso de inundagdo, modificagdes nas caracteristicas fisico-quimicas da
agua e também diminui as chances de ovos e larvas, produzidos a montante, alcangarem
os sitios de desenvolvimento a jusante (AGOSTINHO et al., 2007). As planicies de
inundagcdo s3o consideradas os principais locais de bercario dessas espécies
(BAUMGARTNER et al., 2004), muito embora a desova ocorra em ambiente 16tico.
Alguns trabalhos tém mostrado que o bloqueio dessa movimentacdo entre os diferentes
sitios de desenvolvimento, alimentagdo e reproducdo, bem como, as modificagdes no
regime de cheias naturais t€ém implicagdes catastréficas sobre as espécies migradoras
(AGOSTINHO et al., 2005; GODINHO et al., 2007). Dessa forma, existe a necessidade
de compreender quais sdo as caracteristicas dos reservatorios que favorecem, pelo
menos temporariamente, a presenca, reproducdo e recrutamento das espécies
migradoras.

Além disso, a fragmentagdo e redugdo do habitat aumenta o risco de deriva
genética e reduz o fluxo génico, diminuindo a diversidade genética, o que interrompe o
processo de distribuicdo e adaptagdo de espécies (TEMPLETON et al., 2001). Cornuet
e Luikart (1996) observaram que quando as populacdes reduzem a diversidade genética

e entram em efeito “gargalo”, tornam-se mais suscetiveis a extincao.
9
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2.3 Ictiofauna da Bacia do rio Sao Francisco: Leporinus obtusidens

Na bacia do rio Sdo Francisco, a ictiofauna ¢ bastante rica, compreendendo
aproximadamente 211 espécies de peixes conhecidas (REIS et al., 2016), e ainda um
grande nimero de espécies aguarda ser descoberto. Neste acervo ictiologico, a familia
Anostomidae apresenta ampla distribuicdo nas bacias brasileiras e, dentre os
anostomideos, o género Leporinus apresenta o maior numero de espécies
(GARAVELLO e BRITSKI, 2003). Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1837)
(Figura 1) ¢ um peixe de grande porte, sendo o anostomideo de maior tamanho na Bacia
do rio Sao Francisco. Recentemente, esta espécie foi reclassificada taxonomicamente
para a bacia do rio Sao Francisco, sendo agora definida como L. obtusidens, embora
anteriormente fosse classificada como L. elongatus (BRITSKI et al., 2012). Esta
espécie ¢ conhecida como “piapara” na bacia do Prata e como “piau-verdadeiro” na do
Sao Francisco. Apresenta grande diversidade alimentar sendo, portanto, uma espécie

onivora (ARAUJO LIMA et al., 1995), o que propicia sua adaptagio ao ambiente de

cativeiro.

Figura 1. Exemplar de Leporinus obtusidens. Fonte: Arquivo pessoal.

O piau-verdadeiro apresenta migragdes reprodutivas, subindo os rios até locais
com condicdes fisico-quimicas adequadas para a desova, entre os meses de dezembro
e janeiro (VAZZOLER, 1996). De acordo com dados extraidos da Companhia
Energética de Minas Gerais-CEMIG, 2006, em cada desova as fémeas, dependendo do
seu tamanho, as fémeas podem produzir de 300 mil a 1,5 milhdes de ovos em cada

desova. Esta ¢ uma espécie que apresenta grande plasticidade adaptativa nas diferentes
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fases de desenvolvimento (larva, juvenil e adulto), tendo capacidade de adaptagdo tanto
em ambientes artificiais como em cativeiro (PARMA, 1980).

Leporinus obtusidens ¢ um importante recurso pesqueiro para as comunidades
ribeirinhas, devido ao seu valor econdmico. Possui grande aceitacdo no mercado, tanto
na pesca comercial como esportiva, por apresentar excelente qualidade de carne e
comportamento agressivo quando seus adultos sdo capturados em anzol, sendo seus
juvenis apreciados por criadores de peixes ornamentais. Na aquicultura, o piau-
verdadeiro apresenta caracteristicas zootécnicas promissoras, como facilidade de
reproducdo em cativeiro, tolerancia ao manejo e facil aceitacao de racdo (REYNALTE-
TATAIJE et al., 2001). Em virtude da pressdo da pesca decorrente de seu valor
econdmico e das mudancas ambientais na bacia, os estoques de L. obtusidens vém
diminuindo na regido do Submédio e Baixo Sao Francisco, segundo relatos locais e, ja
¢ considerado pela International Union for the Conservation of Nature (IUCN) em

2016 como tendo populagdes com estoque em decréscimo.

2.4 Estratégias para a conservacio: STPs e Repovoamento

Tradicionalmente, no Brasil, as tentativas para minimizar os efeitos negativos
do bloqueio a migracdo de peixes, baseiam-se em trés medidas: a instalagdo de sistemas
de transposi¢do de peixes (STPs), a exemplo das “escadas para peixes ou canais”; a
gestdo de programas de repovoamento e, também, o controle da atividade pesqueira
(defeso) (AGOSTINHO et al., 2010). Essa ultima medida, apresenta graves desvios
quanto a sua eficiéncia, sobretudo devido a falta de fiscalizacdo efetiva, ja tdo presente
€m nosso pais e, ainda, a auséncia de sincronia entre a época estabelecida para o defeso
e a época de desova dos peixes migradores nas diferentes bacias hidrogréficas.

A construcdo de passagens para peixes em barramentos ¢ uma a¢do adotada,
muitas vezes, apenas para cumprir uma legislacao vigente, o que a torna uma medida
dissonante de seus reais objetivos. A exemplo disso, podem-se citar as primeiras
instalagdes de escadas para peixes no Brasil, originalmente projetadas para a passagem
de peixes anadromos, como os salmdes, contrariando a biologia e ecologia dos peixes
nativos, que sdo potamodromos, e apresentam seu ciclo de vida totalmente em agua
doce (AGOSTINHO et al., 2008). Outro agravante em muitos STPs ¢ que esses

possuem vazdes inferiores as recomendadas na literatura, o que pode resultar na baixa
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utiliza¢@o dos sistemas por grandes migradores (SILVA, 2008). Uma pesquisa realizada
por Pelicice e Agostinho (2008) sugere que o sistema de transposi¢do de peixes pode
ter efeitos adversos a conservagdo, funcionando como armadilha ecolédgica, devido ao
fluxo unidirecional do deslocamento, que impede a migracdo descendente dos peixes
adultos e de sua prole através do reservatério e barragem. Fica evidente que, sob a
perspectiva da conservacdo da ictiofauna, a eficiéncia das escadas ¢ controversa,
necessitando que as caracteristicas ecoldgicas das espécies sejam consideradas, para
que possam ser efetivamente preservadas.

Os esforcos dispensados a conservagdo das espécies migradoras através da
gestdo de programas de repovoamento, foram comprometidos pela falta de objetivos
claros e de apoio cientifico (VIEIRA ¢ POMPEU 2001; AGOSTINHO et al., 2004),
embora, essa pratica de manejo ainda seja a mais utilizada no Brasil. As licengas de
operacdo das empresas hidrelétricas brasileiras sdo condicionadas a agdes de
repovoamento propostas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio). Tais agdes devem priorizar a manutencdo da diversidade
genética, importante a conservagao das espécies em longo prazo.

Hoskin et al. (2014) relatam que para manter a diversidade genética das
populagdes naturais, em agdes de repovoamento, € importante monitorar a contribui¢ao
parental durante a produgcdo da prole. No Brasil, a pratica em programas de
repovoamento ¢ a utilizacao de varios individuos para a producdo de alevinos, e muitas
vezes, ndo sdo feitas andlises sobre a contribuicdo parental durante o processo da
reproducdo. Um estudo realizado para a perca-gigante, Lates calcarifer, destacou que
a contribui¢cdo dos pais na prole durante a desova em cativeiro foi altamente varidvel,
mostrando que mais da metade da prole foi gerada por um apenas um macho (FROST
et al., 2006). Isso tem implicagdes significativas na manuten¢do da conservagao das
espécies utilizadas no repovoamento, impactando diretamente a diversidade genética.
Portanto, na pratica de repovoamento devemos também considerar o tamanho efetivo
populacional (N,), que mede a perda de heterozigotos e estd estritamente relacionado
com o fluxo génico (WRIGHT, 1931). Um estudo realizado por Cunha et al. (2003)
mostrou que o uso de poucos reprodutores associado a altos indices de endogamia, pode
tornar o sistema de producdo animal invidvel e até mesmo conduzir as populagdes a
extingdo, o que torna relevante a preocupagdo com o tamanho efetivo populacional,

bem como, as proporgdes sexuais entre os reprodutores.
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Miller e Kapuscinski (2003) relatam que tentativas de repovoamento que nao
priorizaram os aspectos ecoldgicos e genéticos trouxeram poucos beneficios e, em
alguns casos, contribuiram para o declinio de populagdes selvagens de salmao. Estes
autores advertem, ainda, que sem uma aderéncia a estes principios, a integragdo
pretendida entre os animais do cativeiro ¢ do ambiente selvagem pode ter efeitos
negativos. O monitoramento dos individuos do ambiente repovoado € necessario para
minimizar os efeitos negativos do repovoamento, como a perda de diversidade.

O levantamento da estrutura e diversidade genética das populagdes podem ser
investigadas através do polimorfismo do DNA, com o emprego de marcadores
moleculares, por exemplo, os de microssatélite. Tais marcadores apresentam alto
polimorfismo, codominancia e seletividade neutra (POWELL et al., 1996). Dada a
importancia dos marcadores microssatélites, muitos trabalhos tém sido feitos nos
ultimos anos em peixes de agua doce, desde o isolamento e caracterizagdo até a
avaliacdo da estrutura genética de populacdes selvagens (DANTAS, et al, 2013;
COIMBRA et al., 2017).

Aqui vale ressaltar que, um outro aspecto necessario para manter a composi¢ao
genética das populagdes de peixes nativos € o estabelecimento de principios para o
gerenciamento de iniciativas de propagacdo. Alguns pontos devem ser priorizados,
quais sejam: evitar a introducdo de espécies exoticas; ter controle sobre a sanidade das
populacdes introduzidas para evitar a propagacao de enfermidades; usar um niimero de
reprodutores que garanta um coeficiente de endocruzamento inferior a 5% por geragao;
além de cuidados com relagdo a alimentagdo de alevinos, tamanho de soltura e

localizagdo de bergarios naturais (MILLER e KAPUSCINSKI, 2003).

2.5 Influéncia de fatores na estruturacio genética: IBD x IBE

Ao longo dos anos, diversos estudos tiveram como objetivo entender os fatores
que incidem na estruturagcdo genética em peixes migradores (CRISPO et al., 2006, LIU,
et al., 2016; BRAGA-SILVA e GALETTI, 2016; FERREIRA et al., 2017). Segundo
Wang et al. (2013) os modelos de diferenciagdo genética representam a variagdo
espacial do fluxo génico, influenciados de duas maneiras relevantes, sejam elas: pelo
isolamento por distdncia (IBD) e pelo isolamento por ambiente (IBE). Populacdes
isoladas espacialmente por barreiras estruturais no ambiente e por distancias

geograficas podem estar obedecendo ao IBD (WRIGHT, 1943), j4 as que experimentam
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essa separacao devido a adaptacdo ambiental estdo seguindo o padrdo de isolamento
por ambiente (IBE) (WANG e SUMMERS, 2010). Eventualmente, os isolamentos
geografico e ambiental podem estar associados a estruturagio genética das populagdes,
ou seja, fatores geograficos e ecoldgicos podem mutuamente reduzir o fluxo génico
(COYNE e ORR, 2004; CRISPO et al., 2006; THORPE et al., 2008).

Para explicar a estruturacdo genética em populagdes de salmonideos muitos
trabalhos vém destacando o modelo de isolamento por ambiente, em detrimento ao
tradicional padrao de isolamento por distancia (BRADBURY e BENTZEN, 2007,
NOSIL et al. 2009; ORSINI et al., 2013). Bond et al. (2014) ainda evidenciam que, para
algumas populacdes de peixes proximas, a separacdo genética estd relacionada as
pequenas diferencas nas condigdes ambientais. Fica claro que, a compreensdo dos
fatores ambientais envolvidos no isolamento genético das populagdes ¢ um item que
ndo deve ser negligenciado na conservagao de peixes (BRADBURY et al., 2013).

Portanto, um dos conceitos que tem sido proposto para explicar a relagdo entre
as diferencas ambientais e as mudangas no fluxo génico em uma determinada regido ¢é
o "isolamento por meio ambiente" (IBE) (WANG & BRADBURD 2014). Tal conceito
destaca que, independentemente da distancia geografica, as varidveis ambientais como
umidade (BRADBURD et al. 2013), habitat ou tipo de substrato (ANDREW et al.,
2012) e, ainda, fatores abidticos, como temperatura e precipitagdo (WANG, 2012), ou
fatores bidticos, como densidade de vegetacao (VIA e HAWTHORNE, 2002), podem
provocar a diferenciacdo genética espacial das populagdes. Assim, o isolamento por
meio ambiente ¢ um padrdo que pode ser gerado por uma variedade de processos
ecoldgicos.

Em vista disso, o presente trabalho pretende investigar a ocorréncia de mais de
uma populacdo de L. obtusidens nos diferentes trechos do rio Sdo Francisco, a fim de
orientar as ag¢des de repovoamento. Ainda, neste contexto, a escassez de informacgdes
relacionadas a eficiéncia de programas de repovoamento, tais como, quais reprodutores
estdo contribuindo durante o manejo reprodutivo executado e, ainda, se a propor¢ao

entre machos e fémeas de fato esta sendo efetiva.

3. Hipoteses
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a) As populagdes existentes de Leporinus obtusidens estdo estruturadas
geneticamente ao longo da bacia do rio Sdo Francisco.

b) Os reprodutores de Leporinus obtusidens mantidos na Estacdo de
Piscicultura de Paulo Afonso contribuem igualmente para o repovoamento

e representam um nimero minimo efetivo populacional.

4. Objetivos

4.1 Geral

Explorar composi¢do genética do Leporinus obtusidens ao longo da Bacia do
rio Sdo Francisco e verificar estratégias reprodutivas em cativeiro por meio de

microssatélites.

4.2 Especificos

a) Analisar a distribuicdo da diversidade genética de L. obtusidens nos
trechos do Alto, Médio, Submédio e Baixo da bacia do rio Sao
Francisco.

b) Determinar se o estoque de reprodutores da Estacdo de Piscicultura da
Chesf utilizado no repovoamento representa a diversidade genética dos
individuos selvagens nas regides-alvo do programa.

c) Identificar as contribui¢des genéticas de parentais machos e fémeas
durante trés desovas de reprodutores de L. obtusidens, utilizados nas

praticas de repovoamento da Estacdo de Piscicultura da Chesf.
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ARTIGO 1

Artigo a ser submetido na revista Ecology of Freshwater Fish

Estrutura genética do piau-verdadeiro, Leporinus obtusidens, na Bacia
do rio Sao Francisco
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RESUMO

No Brasil, os ecossistemas aquaticos t€ém sido exaustivamente afetados pela construgao
de barragens hidrelétricas, apontadas como a principal causa da reducdo nos estoques
de espécies que realizam migracao reprodutiva (piracema). Neste contexto, a bacia do
rio Sdo Francisco vem sendo afetada severamente e os trechos mais comprometidos sdo
os do Submédio e Baixo Sao Francisco. O repovoamento € citado como uma das ac¢des
mais importantes na recuperacdo desses estoques e consiste na soltura de alevinos
oriundos do cativeiro. O piau-verdadeiro (Leporinus obtusidens) ¢ um peixe nativo
desta Bacia e ¢ uma das espécies migradoras fortemente afetadas pela construcao das
hidrelétricas, o que a torna alvo de muitos programas de repovoamento. A fim de
assessorar tais programas, a diversidade genética do piau ao longo da bacia e de
reprodutores de um programa de repovoamento foi analisada por meio de dez
marcadores microssatélites. Um total de 145 alelos foi encontrado em todos os
marcadores para todas as populacdes, com uma média superior a 10 nas populacdes
selvagens e 5,4 no cativeiro. Uma estruturacdo populacional foi sugerida na andlise
Bayesiana que indicou a existéncia de trés populagdes, uma no Alto, uma no Médio e
Submédio e uma no Baixo Sdo Francisco. Teste de isolamento por distancia (R*=0,166)
foi realizado e ndo evidenciou uma correlagao positiva. Aqui, pode-se propor que existe
uma estruturacdo a partir da influéncia do meio ambiente, ou seja, entre os climas do
cerrado, caatinga e mata Atlantica e os parametros genéticos, sugerindo a necessidade
de trés programas de repovoamento. J& o cativeiro diferiu substancialmente das
populacdes selvagens e ndo deve mais ser usado sob o risco de comprometer a

eficiéncia do programa com relagdo a reabilitacdo das populacdes.

Introduciao

O Brasil € o terceiro produtor mundial de hidroenergia, contribuindo com 10,1%
da hidroprodugao global em 2014, segundo o ultimo relatorio do Key World Energy
Statistics 2016 da International Energy Agency (IEA), publicado em 2016. Na matriz
energética brasileira, a hidroeletricidade ¢ a principal fonte, sendo responsavel por mais
de 65,2% (EPE, 2015). Contudo, esses empreendimentos hidroelétricos sdo

responsaveis por perdas de areas florestais e danos a biodiversidade, bem como, por
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mudangas nos ecossistemas aquaticos, muitas vezes irreversiveis (Silva et al., 2010).
Sabe-se que um ter¢o dos peixes de dgua doce no mundo estdo em risco, por causa do
avanco das construcdes de hidrelétricas (Winemiller et al., 2016). A bacia do rio Sdo
Francisco ¢ um exemplo desse cendrio, onde imensos barramentos foram construidos
para gerar energia. Essa expansdo continuard e mais 13 grandes projetos serdo
implementados no Alto Sao Francisco (EPE, 2015).

Segundo Agostinho et al. (2007), essas construgdes sdo apontadas como a
principal causa da reducdo das populagdes de espécies que realizam migragdo
reprodutiva (piracema). No entanto, a criagao de um obstaculo fisico €, provavelmente,
o menor dos problemas causado pelas hidrelétricas aos peixes migradores, uma vez que
¢ a regulacao do fluxo das dguas que proporciona a perda de intensidade das enchentes
a jusante dos reservatorios, tornando a vazao irregular e interferindo diretamente na
regulagdo dos processos ecologicos (Poff et al., 1997; Bunn & Arthington, 2002).

A constru¢do de hidrelétricas mudou profundamente a paisagem das Bacias
Hidrograficas da América do Sul, alterando a qualidade e a disponibilidade de habitats,
bem como a dinamica das dguas (Agostinho et al., 2010). Aqui vale ressaltar que,
nenhum dos reservatorios hidrelétricos no Nordeste brasileiro apresenta qualquer tipo
de passagem que proporcione a movimenta¢cdo dos peixes de jusante para montante,
favorecendo o isolamento entre as populagdes fragmentadas.

Na Bacia do rio S@o Francisco, a ictiofauna ¢ bastante rica, compreendendo
aproximadamente 211 espécies de peixes conhecidas (Reis et al., 2016). Nesse acervo
ictiologico, a familia Anostomidae apresenta ampla distribui¢do nas bacias brasileiras
e, dentre os anostomideos, o género Leporinus apresenta o maior nimero de espécies
(Garavello & Britski, 2003). Leporinus obtusidens, anteriormente classificado como L.
elongatus, ¢ o anostomideo de maior porte na Bacia do rio Sdo Francisco (Britski et al.
2012). Esta espécie ¢ conhecida como “piapara” na Bacia do Prata e como “piau-
verdadeiro” na do Sao Francisco (Reis, 2003). Possui habito alimentar
preferencialmente herbivoro-insetivoro, mas pode ingerir pequenos crusticeos e
plancton (Fontenele & Vasconcelos, 1977). Por tratar-se de uma espécie de piracema,
seu ciclo reprodutivo ¢ sazonal, realizando migracdo no periodo da reproducdo
(Reynalte-Tataje & Zaniboni Filho, 2010), associada as altas vazdes (Vazzoler &
Menezes, 1992).

O comportamento e a estratégia reprodutiva da maioria dos peixes sdo ciclicos,

com o periodo de desova ocorrendo no momento mais vantajoso, para que a prole tenha
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maior chance de sobrevivéncia. O ambiente deve ter alimento suficiente e protecdo
contra predadores, além de pardmetros fisico-quimicos favoraveis (Ramos et al., 1999).
De acordo com Agostinho et al. (2007), as espécies de peixes que ndo conseguem
encontrar tais condi¢des sdo progressivamente extintas. Atualmente, as populagdes de
piau-verdadeiro encontram-se em decréscimo, segundo a lista de espécies ameagadas
da Unido Internacional para Conservagdo da Natureza (IUCN, 2016).

Nesse trabalho foi realizado o primeiro levantamento da diversidade genética
de populagdes de Leporinus obtusidens em toda a Bacia do Sao Francisco e do estoque
de reprodutores de um programa de repovoamento dirigido as populacdes do Submédio
e Baixo Sao Francisco, através de marcadores microssatélites. O objetivo foi avaliar a
ocorréncia de metapopulagdes e discutir a pertinéncia dessa estratégia de manejo,

adotada pela maioria dos programas.

Material e Métodos

Coleta de amostras

Amostras teciduais da nadadeira caudal de individuos de Leporinus obtusidens
foram coletadas durante o periodo reprodutivo (Tabela 1) em localidades situadas nas
regides do Alto, Médio, Submédio e Baixo rio Sdo Francisco (Figura 1). Foram
coletadas também amostras de 48 reprodutores destinados ao repovoamento do
Submédio e Baixo Sao Francisco mantidos na Estagdo de Piscicultura da Companhia
Hidro Elétrica do Sao Francisco - Chesf em Paulo Afonso/Bahia. Todas as amostras

foram preservadas em etanol a 95%.

Tabela 1. Amostras de L. obtusidens coletadas em seis localidades dos quatro trechos do rio Sdo
Francisco (SF).

Re.gloe's Més/ano Cidade/estado Total Latitude Longitude
fisiograficas

1- Altc? SF (rio nov/11 Trés Marla's/Mlnas 44 18° 06° 35° 45°27° 48"
Abaetg) Gerais

2-Médio SF 1 (rio /1 Carinhanha/Bahia 32 14°19° 107 43°46’ 167
Carinhanha)

3-Médio SF 2 (rio | /15 Sitio do Mato/Bahia 48 13°07°29°  43°27° 527
Corrente)

4_ Médio SF 3 . . : (s} b 29 [v] 2 bRl
(calha do SF) dez/11 Xique-Xique/Bahia 48 10°49° 42 42°44° 18
5-Submedio SE 4, 1y pegrolandia/Pernambuco 32 09°00° 34 38° 147 58"

(lago Itaparica)
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6-Baixo SE 0y Propri4/Alagoas 40 10°10°20"  36°50° 477
(lagoas marginais)
96
97
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98 Escala

99  Figura 1. Bacia do rio Sio Francisco e os pontos de coleta.
100 Fonte: http://www.sfrancisco.bio.br

101

102  Extracdo de DNA

103

104 O tecido de todos os individuos foi extraido de acordo com o protocolo padrao

105  de Fenol/Cloroformio/Alcool Isoamilico (FCI), com poucas modificagdes (Sambrook
106  etal., 1989). O DNA foi ressuspendido em TE (Tris-HC1 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM
107  pH 8,0) e armazenado no freezer a -20°C. A concentragdo do DNA foi feita em um
108  fluorimetro (QuantiFluor/Promega) e a integridade foi avaliada em eletroforese em gel

109  de agarose a 1%.

110

111 Amplifica¢ido por PCR e Genotipagem dos microssatélites

112

113 Dez loci de microssatélites descritos por Oliveira et al. (2014) foram

114  amplificados através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se as
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seguintes condi¢des para um volume final de 10 uL: 1 uL ou 2 uL de DNA (20-40
ng/ulL), 1X Tampao de PCR (20 mMTris-HCI (pH 8.0), 40 mMNacCl), 1U de Tag DNA
polimerase recombinante, 10 pmol/ulL de cada primer Forward (marcados com
fluorescéncia) e Reverse, 200 uM de dNTP e 1,5 ou 2,5 mM de MgCl,. Os ciclos de
PCR consistiram de uma desnatura¢do inicial de 94°C por 4 minutos, seguido de 35
ciclos de 94°C durante 30 segundos, temperatura de anelamento durante 30 segundos,
extensdo a 72 °C durante 1 minuto e uma extensao final a 72°C durante 40 minutos.

Para a genotipagem, os amplicons marcados foram misturados de acordo com
diferentes fluorescéncias, em seguida desnaturados por 5 min a 95°C em formamida e
submetidos a analise por eletroforese no sequenciador automatico 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). O tamanho dos fragmentos foi estimado com base no
marcador interno GS600LIZ (Applied Biosystems) e no Software GeneMapper 3.7
(Applied Biosystems).

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GENEPOP 4.0
(Raymond & Rousset, 1995), a fim de se obter o numero de alelos (N,),
heterozigosidades observadas (H,) e esperadas (H.), desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) e o coeficiente de endocruzamento (F;s). O método da cadeia de
Markov foi aplicado para estimar o desvio do EHW usando os seguintes parametros:
desmemorizagdo = 1000, nimero de séries = 100, e nimero de iteracdes = 1000.

A ocorréncia de alelos nulos (A,) foi verificada com o aplicativo Micro-checker
(Oosterhout et al., 2006). O numero de alelos efetivos (A.), ou seja, aqueles que
efetivamente passardo a geragao seguinte e o niimero de alelos privados (N,), tinicos de
cada populacdo, foram obtidos pelo programa GenAlEx 6.1 (Peakall & Smouse, 2006).
A riqueza de alelos (A;) foi calculada com o software Fsrar (Goudet, 1993).

O indice de Wright, Fsr, que mede o grau de diferenciagdo entre as populagdes
e a magnitude da variacdo devida a diferencas entre as populacdes (AMOVA) foi
estimado usando-se o software Arlequin (Excoffier et al., 2005). A significancia de
multiplos testes foi corrigida pelo método de Bonferroni (Rice, 1989).

O método Bayesiano de agrupamento foi usado para verificar a possibilidade de
atribuir um conjunto de individuos a uma das k populag¢des sem qualquer informagao

prévia sobre a origem geografica desses individuos. As analises foram realizadas
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149  usando o Structure versao 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), sob o “modelo de mistura” ¢ as
150  seguintes condic¢des: burn-in de 50.000 seguido por 200.000 repeti¢des de Monte Carlo
151  Cadeia de Markov (MCMC) e quatro repeti¢cdes para cada valor k (k = 1-10). O valor
152  de K foi estimado utilizando o modelo log-probabilidade (log [P (X / K)] (Falush et al.,
153 2003) e o melhor Ak foi baseado no método proposto por Evanno et al. (2005).

154 Foi realizado teste de Mantel com 10.000 permutagdes, para avaliar a
155 importancia relativa da distancia geografica (isolamento por distancia, IBD), nos
156  padrdes espaciais de diferenciagdo genética (estimativas de Fsr linearizadas, Fsr / (1-
157  Fsr)). As distancias geograficas entre os pontos de coleta foram calculadas seguindo a
158  localizacao (Latitude e Longitude) e estimadas a partir da visualizagdo das coordenadas

159  no Google Earth.

160

161  Resultados

162

163 Em um primeiro momento, os dados foram tratados por local de amostragem. A

164  diversidade genética das populagdes selvagens e de cativeiro estdo descritas na tabela
165 2. As amostras de individuos selvagens apresentaram niimero médio de alelos acima de
166 10, enquanto que entre os reprodutores do cativeiro esse nimero foi de 5,4. O numero
167  médio de alelos efetivos (A,) foi de 2,04 para o cativeiro e para as localidades selvagens
168  wvariou de 5,81 a 8,05. Um total de 21 alelos privados foi detectado, sendo 16 deles no
169  Alto e Médio, e os demais, distribuidos entre as outras regides e no cativeiro (Tabela
170 2).

171

172 Tabela 2. Diversidade genética de sitios amostrais de L. obtusidens no rio Sdo Francisco e do plantel de
173 reprodutores da Chesf baseada em dez /oci de microssatélites.

Localidade Lobt01  Lobt02  Lobt03  Lobt04 Lobt05 Lobt06  Lobt07 Lobt08 Lobt09 Lobtl0  Média

Alto

N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 -

N, 7 9 7 22 24 7 4 8 14 6 10,8
A, 5,1 3,7 2,65 16,54 18,52 2,9 2,14 4,56 9,35 4,4 6,99
A, 6,68 7,94 6,26 20,43 22,61 5,94 4 7,48 13,18 5,99 10,05
H, 0,886 0,772 0,613 0,886 0,931 0,659 0,659 0,841 0,795 0,681 0,772
H, 0,813 0,738 0,631 0,951 0,956 0,663 0,541 0,789 0,903 0,781 0,776
A, Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao -

N, 0 0 0 0 0 0 0 2 2 1 -

Fis -0,091  -0,046 0,027 0,068 0,026 0,006 -0,222 -0,653 0,129 0,129 0,005
EHW ns ns ns * ns ns ns ns ns ns -
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Médio SF1

N 32
N. 7

A, 4,94
A, 7

H, 0,843
H, 0,81
A, Nao
N, 0

Fis -0,041
EHW Ns
Médio SF2

N 48
N. 7

A, 4,86
A, 6,93
H, 0,75
H, 0,802
A, Nao
N, 0

Fis 0,066
EHW ns
Médio SF3

N 48
N. 7

A, 4,52
A, 6,97
H, 0,869
H, 0,782
A, Nao
N, 0

Fis -0,112
EHW ns
Submédio

N 30
N. 7

A, 5,14
A, 6,99
H, 0,843
H, 0,798
A, Nao
N, 0

Fis -0,058
EHW ns
Baixo

N 40

32

3,89
9,68
0,656
0,754
Nao

0,132

ns

48

3,81
7,21
0,895
0,745
Nao

0,204

ns

48

3,59
7,81
0,77
0,729
Nao

-0,057

ns

30

4,19
9,74
0,656
0,766
Nao

0,146

ns

40

32

2,67
6,99
0,687
0,635
Nao

0,082

ns

48

2,44
7,04
0,625
0,597
Nao

0,046

ns

48

3,65
7,4
0,739
0,728
Nao

20,014

ns

30

2,41
6,99
0,687
0,663
Nao

-0,037

ns

40

32
19
8,53
19

0,905
Nao

0,106

ns

48
22
15,46
20,24
0,77
0,945

Sim

0,186

48
25
153
21,04
0,708
0,944

Sim

0,252

30
19
8,57
19

0,905
Nao

-0,106

ns

40

32

21
11,44
20,66
0,937
0,927
Nao

20,011

ns

48
28

18,21
24,48
0,708
0,955

Sim

0,26

48

23
9,14
19,72
0,916
0,9
Nao

20,018

ns

30

21
13,84
20,66
0,937
0,927
Nao

20,011

ns

40

32

2,72
4,93
0,642
0,642
Nao

0,028

ns

48

2,97
4,48
0,583
0,671
Nao

0,132

ns

48

3,05
3,95
0,625
0,679
Nao

0,081

ns

30

2,47
4,93
0,656
0,639
Nao

0,026

ns

40

32

1,47
3,93
0,375
0,326
Nao

-0,149

ns

48

1,71
3,86
0,5
0,421
Nao

0,188

ns

48

1,7
4,6
0,5
0,416
Nao

0,204

ns

30

3,93
0,375
0,326
Nao

-0,149

ns

40

32

14
8,56
13,62
0,937
0,891
Nao

0,052

ns

48

16
7,95
13,83
0,937
0,883
Nao

0,061

ns

48

14
7,2
12,93
0,875
0,87
Nao

-0,005

ns

30

15
7,53
14,56
0,937
0,897
Nao

0,045

ns

40

32

22
10,34
21,29
0,937
0,917
Nao

0,022

ns

48

22
11,84
19,96
0,958
0,925
Nao

0,036

48

22
10,84
19,32
0,895
0,917
Nao

0,023

30

21
11,53
20,53
0,968
0,921
Nao

0,052

ns

40

32

3,58
6,9

0,483
0,727

Sim

0,338

ns

48

10
4,58
9,11
0,666
0,789
Nao

0,157

ns

48

4.4
8,63
0,729
0,788
Nao

0,066

ns

30

4,18
7,93
0,687
0,768
Nao

0,106

ns

40

28

11,6
5,814
11,4

0,749
0,753

-0,002

13
7,38

11,71
0,739
0,773

0,044

12,6
6,339
11,24
0,762
0,775

0,008

11,7

6,186
11,53
0,775
0,761

0,024
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N, 6 8 5 18 24 5 2 8 19 10 10,5
A, 335 48 3,36 10,81 14,95 3,12 1,1 53 9,01 5,94 6,174
A, 576 791 4,94 16,34 21,93 4,78 1,99 7,74 17,54 9,62 9,86
H, 0,564 0,55 0,75 0,85 0,85 0,763 0,1 0,684 0,82 0,475 0,641
H, 0,717 0,801 0,711 0,918 0,944 0,693 0,096 0,82 0,904 0,842 0,745
A, Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim -
N, 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 -
Fis 0216 0,316 0,054 0,076 0,101 20,102 -0,04 0,167 0,094 0,439 0,129
EHW ns ns ns * * ns ns ns ns * -
Cativeiro
N 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48 -
N, 4 5 5 8 7 7 2 5 7 4 5.4
A, 1,58 2,14 1,83 1,7 1,21 3,01 1,84 1,38 3,09 2,68 2,04
A, 3,86 448 3,87 6,11 5,46 5,97 2 4,23 5,85 3,62 4,54
H, 0,333 0,458 0,625 0,458 0,145 0,625 0,375 0,166 0,875 0,52 0,458
H, 0373 0,54 0,46 0,417 0,178 0,675 0,462 0,28 0,683 0,633 0,470
A, Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao -
N, 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 -
Fis 0,108 0,153 0,361 -0,099 0,186 0,074 0,19 0,407 0,283 0,18 0,026
EHW ns * ns ns ns ns * * * * -

174 N, ntmero de individuos; N,, nimero de alelos; A,, nimero de alelos efetivos; A,, riqueza alélica; H,, heterozigosidade observada; H.,

175 heterozigosidade esperada; A,, ocorréncia de alelos nulos; Np, alelos privados; Fys, coeficiente de consanguinidade; Desvio do equilibrio de

176 Hardy-Weinberg (EHW), ns (ndo significativo), * p <0,05. Alto (rio Abaet¢); Médio SF1 (rio Carinhanha), Médio SF2 (rio Corrente); Médio SF3

177 (rio Sdo Francisco); Submédio (reservatorio de Itaparica); Baixo (lagoas marginais do rio Sdo Francisco) e Cativeiro (Estagao de piscicultura de

178 Paulo Afonso).

179

180 As heterozigosidades médias observada (H,) e esperada (H,) variaram de 0,458

181 a 0,775 e de 0,470 a 0,776, respectivamente. J& o desvio do equilibrio de Hardy-

182  Weinberg (EHW) corrigido por Bonferroni foi significativo para o cativeiro em cinco

183  loci. No caso das amostras selvagens, o desvio de EHW foi significativo para alguns

184  loci em algumas localidades, ndo havendo nenhum /ocus em desvio sistematico (Tabela

185 2). No geral, considerando-se apenas as amostras selvagens, de 60 testes de

186  probabilidade, apenas nove foram significativos para o desvio do EHW.

187 As probabilidades encontradas nas analises do desequilibrio de ligagao, quando

188  corrigidas pelo método de Bonferroni, ndo foram significativas, indicando que cada

189  locus pertencia a cromossomos diferentes.

190 Em relacdo ao coeficiente de endogamia, a maioria das amostras, incluindo a de

191  cativeiro, apresentou valores negativos ou muito baixos de F;s (Tabela 2), no entanto,

192  no Baixo Sao Francisco o coeficiente foi superior a 0,12.

193 O Fsr e Rgr geral entre as amostras selvagens foram de 0,014 e 0,015,

194  respectivamente, e as estimativas par a par de Fgrvariaram de -0,0133 a2 0,0316 e foram

195  significativas (P <0,05) para as combinagdes entre a amostra do Alto e as demais, assim
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196  como para a amostra do Baixo e as demais. Ja para as combinagdes entre o cativeiro e
197  as amostras selvagens, todos os valores de Fgr foram significativos, variando 0,1879 a
198  0,2268 (Tabela 3). A AMOVA mostrou que 95% de toda a variagdo foi encontrada
199  dentro das populagdes. Nos dois indices de diferenciagdo populacional (Fsr ou Rgr), as

200  maiores distancias encontradas foram entre o Alto e o Baixo.
201

202 Tabela 3. Fgr par a par (diagonal abaixo) e Rgr par a par (diagonal acima) de L. obtusidens estimados
203 para seis localidades na Bacia do rio Sao Francisco e para o cativeiro da Chesf (nivel de significancia
204  *P<0,05).

RST
Alto Médio SF1 Médio SF2  Médio SF3 Submédio Baixo Cativeiro
Alto - 0,0247 0,0199 0,0273 0,0248 0,0326 02934
Médio SF1  0,0241% - 0 0,0007 0 0,0238  0,2492
Médio SF2  0,0195%  -0,0017 - 0,0011 0,0004 0,0211 02313
Fsr Meédio SF3  0,0266*  0,0007 0,0011 - 0,0016 0,0219  0,2455
Submédio  0,0242%  -0,0133 0,0004 0,0016 - 0,0218  0,2462
Baixo 0,0316%  0,0232* 0,0206* 0,0214* 0,0213% - 0,2709
Cativeiro  0,2268*  0,1995% 0,1879% 0,1971%  0,1975%  0,2131* -
205
206
207 Na andlise Bayesiana para todas as populagdes, a maior probabilidade de

208  valores de K sugeriu dois patrimonios genéticos (K=2), tanto incluindo o cativeiro,
209  como o excluindo. Na andlise incluindo o cativeiro (Figura 3, primeira prancha), mais
210  de 95% dos individuos das populagdes selvagens sdo designados como cluster 1 (cinza),
211  enquanto os individuos da populagdo de cativeiro sdo na sua maioria (93%) designados
212 como cluster 2 (preto). Na andlise em que o cativeiro € retirado (Figura 2, segunda
213 prancha), claramente percebe-se que a amostra mais distinta ¢ a do Alto (grupo I) com
214 89,8% dos individuos assinalados como cluster 1 (cinza), ao passo que para a maior
215  parte das amostras do Médio e Submédio (grupo II), este percentual oscila entre 25,4 e
216 42,1 com a maior parte dos individuos pertencendo ao cluster 2 (preto) e para a amostra
217  do Baixo (grupo III) o percentual fica em 56,3% para o cluster 1 (cinza) e 43,7% para

218  ocluster 2 (preto).
219
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Figura 2. Atribui¢Ges dos genotipos de L. obtusidens capturados em diferentes locais de amostragem
na Bacia do rio Sdo Francisco. A primeira prancha incluiu a populagdo de cativeiro, a segunda néo.

Apos a observagdo de agrupamentos das populagdes, foram calculados novos

valores de parametros de diversidade genética para os trés grupos, Tabela 4.

Tabela 4. Diversidade genética por grupos de populagdes selvagens e cativeiro de Leporinus obtusidens
na Bacia do rio Sao Francisco.

N, N, A, H, H. Fis

Grupo 1 10,8 5 10,05 0,772 0,776 0,005
Grupo 11 14,8 12 14,77 0,754 0,766 0,0099
Grupo 111 10,5 2 9,86 0,641 0,745 0,129
Cativeiro 5.4 2 4,54 0,458 0,47 0,026

N, = numero médio de alelos; N,= nimero de alelos privados; A,= riqueza alélica; H,= heterozigosidade
média observada, H= heterozigosidade média esperada; F ;&= coeficiente de endogamia.

O grau de parentesco de cada grupo (I, II, II e Cativeiro) foi estimado por meio
do coeficiente de Ritland (r,,) (Ritland, 1996), disponivel no software COANCESTRY
1.0.1.2 (Wang, 2011) com o intuito de explorar as similaridades genéticas em cada
grupo. As combinacdes consideraram um total de 15.257 pares de reprodutores
possiveis, uma vez que a identificacdo sexual ndo estava disponivel. Valores positivos
de r,, indicam rela¢do de parentesco entre os individuos de um grupo, enquanto os

negativos, a auséncia desta. Nos grupos selvagens, os valores positivos compuseram
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251  entre 10,5 e 33,1% dos pares analisados, ao passo que no cativeiro este montante foi de
252 45% (Figura 3).
253
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0,2501 0,001 0,2499 0,4999 0,7499 0,9999

254

255 Figura 3. Combinagdes de pares de individuos obtidos a partir do coeficiente de Ritland (r,,) para os
256 grupos de populagdes selvagens de L. obtusidens e do cativeiro.

257

258

259 O teste de Mantel para o IBD mostrou correlagio pouco significativa (R*=0,166,
260  p<0,01) entre a distancia geografica e a diferenciacdo genética (Figura 4).

261

262
8
°
, . F— % oo
3 . —— -
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2 3 R>=0,16622
< ) p<0,01
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-0,0200 -0,0100 0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400
Distancia Genética
Figura 4. Grafico de correlacdo para o IBD relacdo entre a distancia geografica (Log distancia)
e a distancia genética (Fs7/1-Fgr).
263
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Discussao

Unidades de Manejo do Leporinus obtusidens na Bacia do rio Sao Francisco

A distribuicdo da diversidade genética entre e dentro dos niveis hierarquicos de
subdivisdo de uma espécie se dd pela estruturacdo genética (Brown, 1978). Um
conjunto complexo de fatores evolutivos é necessario para o desenvolvimento e a
manutengdo dessa estruturacao nas populacdes (Hamrick, 1982). Sdo conhecidos trés
tipos de estruturagdo genética em peixes: a de populagdes distintas (com fluxo génico
baixo e manuten¢do de populacdes isoladas), de populagdes continuas (onde ha um
fluxo génico moderado e um padrao de isolamento por distancia) e o ultimo tipo a de
populacdes sem diferenciacdo (com homogeneidade genética entre todas as extensdes
de distribui¢do geograficas investigadas) (Laikre et al., 2005).

Nesse estudo foi encontrada uma estruturagao genética de populagdes distintas
de L. obtusidens amostradas ao longo do rio Sdo Francisco. Trés unidades de manejo
foram detectadas tanto pela analise Bayesiana, quanto pelo Fsz, sendo uma no Alto,
uma no Médio/Submédio e uma terceira no Baixo. As mais divergentes foram as do
Alto e a do Baixo, distantes cerca de 1.800 km. Apesar desse perfil de estruturagao
genética detectado, a primeira barreira fisica encontrada entre as localidades ¢ o
reservatorio de Sobradinho, na divisa entre o Médio € o Submédio Sdo Francisco. Do
ponto de coleta que denominamos de Alto (a jusante da barragem de Trés Marias) até
o Submédio (a jusante de Sobradinho) o rio corre livremente (MMA, 2006). Ou seja, a
despeito de haver ai uma barreira fisica instalada ha quase 40 anos atras (construcao da
barragem de Sobradinho), esta ndo foi suficiente para diferenciar geneticamente o piau-
verdadeiro que habita o0 Médio e o Submédio Sdo Francisco, mesmo na auséncia de
mecanismos de transposi¢cdo dos peixes.

Em um estudo feito com o Cycleptus elongatus, espécie amplamente distribuida
na Bacia do rio Mississipi, mostrou que ao longo de quase 2.500 Km desse rio nao foi
possivel detectar estruturacdo genética, apesar da existéncia de barramentos ha mais de
60 anos. Os autores sugeriram que essa falta de estruturacdo decorria da presenca de
passagens, que ainda possibilitavam a circulagdo dos individuos, aumentando o fluxo

génico (Bessert & Orti, 2008).
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IBD x IBE

No que diz respeito ao isolamento por distancia, verificou-se que o padrao de
estruturacdo nao pode ser explicado pela distancia fluvial e que, consequentemente, hé
outros fatores que podem influenciar, como por exemplo, as caracteristicas fisico-
quimicas dos diferentes trechos da Bacia do Sdo Francisco, ou por caracteristicas de
cada unidade fisiografica que a dividem. Em geral, o Alto apresenta um clima
temperado de altitude, com vegetacdo de cerrado e dguas mais frias; no Médio e
Submédio o clima ¢é, predominantemente, semiarido, sujeito a periodos prolongados de
estiagem e vegetacdo notadamente de caatinga; j4 o Baixo apresenta um clima sub-
umido, sofrendo influéncia da Mata Atlantica e da vegetagdo litoranea (MMA, 2006).
Evidéncias de estruturagdo em virtude do ambiente também foram encontradas em
estudo feito na Bacia Amazodnica, para uma espécie de bagre (Brachyplatystoma
platynemum), que exibiu populacdes estruturadas, uma para o rio Madeira e outra para
o rio Amazonas. Os autores indicaram que essa estruturagdo pode ter ocorrido pelas
diferencas quimicas das aguas dos rios (Ochoa et al., 2015). Uma outra espécie
migratdria de peixe da bacia do Sdo Francisco, o Prochilodus argenteus, também exibiu
uma estruturacao populacional com trés unidades de conservacdo, com destaque para o
grupo do Médio, notadamente distinto das demais (Coimbra et al., 2017).

Bessert e Orti (2008) estudaram o Cycleptus elongatus, peixe migrador de
longas distancias da Bacia do rio Mississippi, para estimar se houve estruturagdo
genética nessas populagdes, apds a construcao de pelo menos seis grandes barragens ao
longo do rio Missouri, principal afluente dessa Bacia hidrografica. Nesse trabalho
foram avaliadas nove populagdes do rio Missouri (231 individuos) e sete populacdes
do rio Mississippi (142 individuos), os autores encontraram perdas na diversidade
genética das populagdes do rio Missouri de C. elongatus e, atribuiram isso a redugdo
na riqueza de alelos e também ao fluxo génico. Os autores encontraram uma correlagdo
significativa entre a distdncia geografica e a distancia genética, apenas para as
populagdes do rio Missouri, configurando o isolamento por distdncia (IBD, R*= 0,692).

Muitas questdes sdo levantadas quando se tenta encontrar uma razdo que
explique a estrutura¢do genética em peixes. No presente trabalho, fica evidente que
existe uma associagdo entre a distribuicao da diversidade genética do piau-verdadeiro
e os fatores ambientais (biomas), ou seja, as distdncias genéticas e os diferentes biomas

das areas estudadas (cerrado, caatinga e mata atlantica) estdo relacionados. Um estudo
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realizado com o peixe-palhaco (Amphiprion bicinctus) ao longo dos 1500 Km do mar
Vermelho, mostrou que a estruturacao genética para essa espécie obedece a um modelo
padrdo combinado entre o IBD e o IBE (R’= 0,71), onde foi verificado um padrio de
isolamento pela observacao da presenca de clorofila-a e da sua localizagdo geografica
(Nanninga et al., 2014).

Dennenmoser et al. (2014) propuseram um estudo para avaliar o isolamento por
distancia e o isolamento por meio ambiente na diferenciagdo genética do Cottus asper,
o trabalho foi realizado tanto com os peixes que habitavam dois ambientes (agua doce
e estudrio) como os que viviam apenas na agua doce, na regido do rio Fraser em 31
localidades (tributarios, estuario e canal principal). Os autores encontraram
estruturacdo genética nas populagdes que habitavam os tributérios até perto do estuério
e os individuos do rio principal e, atribuiram essa diferenca genética ao isolamento por
ambiente (IBE), independentemente da distancia geografica.

A fragmentacdo do habitat em rios, apenas por variacdo no fluxo de agua,
mudangas de temperatura, ou seja, uma heterogeneidade em fina escala pode causar
diminui¢do do fluxo génico e, isolar populagdes (Dias et al., 2013). As populagdes de
trutas dentro de uma unica bacia hidrografica nos EUA em Connecticut (Kanno et al.,
2011) e na Virginia (Whiteley et al., 2013) apresentaram uma estruturagao influenciada
por caracteristicas naturais da paisagem, incluindo a declividade do rio e a temperatura
da 4gua. Nesse sentido, entendemos que a estruturagdo presente nas populagdes de piau-
verdadeiro na bacia do rio Sdo Francisco decorre da influéncia ambiental nos trechos
dessa bacia.

Como ndo existem estudos voltados a estruturacdo genética da espécie, as
comparagdes limitam-se apenas a outras espécies do género Leporinus. Um estudo
baseado na variagdo do DNA mitocondrial (D-loop) em seis amostras de L. elongatus
coletadas em quatro tributdrios do rio Parand e em duas localidades do curso principal
do rio confirmou existir um fluxo génico reduzido entre elas, sugerindo uma
diferenciagdo genética parcial (Martins et al., 2003). Molina et al. (2008) também
investigaram essa espécie em dois tributarios abordados no estudo anterior e detectaram
estruturacao populacional com base em diferencas cromossomicas. Ramos et al. (2012)
avaliaram grupos de L. elongatus coletados em escadas de passagem de duas
localidades em um tributdrio do rio Parana em periodo fora da piracema e detectaram

uma unica origem genética para os dois grupos populacionais, ressaltando que esta
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unica populagdo era composta de subpopulacdes com baixa diversidade genética entre
elas.

Nossos resultados sugerem que o IBE ¢ relevante para a compreensdo da
diferenciagdo genética espacial do piau-verdadeiro no contexto da variacdo da

paisagem, oriunda de diversos processos que limitaram o fluxo génico.

Programa de Repovoamento do Piau-verdadeiro

Compreender os efeitos genéticos das estratégias de gestdo, em programas de
repovoamento, tem sido um desafio importante com implicagdes econdmicas e de
conservagdo (Savary, 2017). No presente estudo, os resultados obtidos destacam a
incompatibilidade da diversidade genética dos grupos de populagdes selvagens, em
relacdo aos dados genéticos encontrados para o estoque de reprodutores da Chesf. Isso
fica evidente quando observamos o numero médio de alelos presentes nos diferentes
grupos populacionais, onde todos apresentam valores acima de 10, ao passo que a média
encontrada para o cativeiro ndo ultrapassou cinco alelos. As heterozigosidades
observada (H,= 0,458) e esperada (H.= 0,47) também foram menores no cativeiro
quando comparadas aos grupos de populagdes selvagens (H,> 0,641; H.> 0,766). Vale
destacar o elevado numero de alelos privados, principalmente nos grupos I e II (N,=
17), muito maior que o cativeiro (N,= 2).

Na Estacdo de Piscicultura da Chesf em Paulo Afonso, os reprodutores de piau-
verdadeiro foram coletados hé cerca de 20 anos, portanto, pode-se dizer que a0 menos
10 geracgdes ja foram produzidas desde entdo e, familias consanguineas vém sendo
usadas nas agdes de repovoamento (Miguel Arcanjo, comunicagdo pessoal). Embora o
indice de endogamia (F;s= 0,026) ndo tenha evidenciado déficit de heterozigotos, o Fsr
par a par (>0,18) desses reprodutores com as amostras selvagens mostrou uma alta
diferenciagdo genética, além da ja mencionada perda de alelos da ordem de 50%.
Alguns trabalhos tém destacado que quando se encontram altas diferenciagdes
genéticas entre populacdes selvagens e de cativeiro usado no repovoamento, alelos
importantes podem ser perdidos a partir de agdes mal planejadas, podendo levar a
espécie a extingdo (Almeida et al., 2003; Leuzzi et al. ,2004). Outros estudos mostraram
que quando ha liberagdo de peixes originarios de cativeiro geneticamente empobrecidos
(baixa riqueza de alelos), as populacdes naturais podem sofrer perdas na diversidade

genética, devido a reducdo do tamanho efetivo populacional (N,) (Allendorf et al.,
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2012; Allendorf et al., 2014). Além disso, a introgressdo genética pode trazer como
consequéncia a perda de alelos importantes a adaptagdo ao ambiente selvagem, causada
por exemplo, pela domesticacao dos reprodutores criados em cativeiro (Frankham et
al., 2010; Christie et al., 2014). Em contrapartida, estudos feitos com salmonideos tém
mostrado a importancia da implementagdo de protocolos que contemplem as relagdes
de parentesco e a propor¢do sexual entre machos e fémeas, como medidas para
minimizar tais efeitos (Hess et al., 2012; Milot et al., 2013). Em resumo, as praticas de
repovoamento tradicionais e negligentes podem prejudicar profundamente a
integridade genética das populagdes selvagens, o que, por sua vez, afeta o potencial
adaptativo em longo prazo dessas populagdes. Nesse sentido, faz-se urgente a
renovagao dos reprodutores, atentando-se para o fato de que dois planteis deverdo ser
construidos em fung¢do dos resultados na andlise Bayesiana, sendo um dirigido ao
Submédio e outro, ao Baixo Sdo Francisco.

Atrelada a renovagdo dos reprodutores sera essencial marca-los fisicamente e
selecionar cruzamentos de modo a evitar a consanguinidade e manter a diversidade
genética. Diferentes estimadores de relacionamentos 7y, (Queller & Goodnight, 1989),
ry (Lynch & Ritland, 1999) e r,, (Wang, 2002) podem ser utilizados, para compreensao
da relagdo de parentesco entre os individuos de cativeiro. Dont-Nivet e Vandeputte
(2011) estudando populacdes de peixes demostraram que o acasalamento entre irmaos
completos pode ser evitado através desses estimadores e que, isso possibilitou o
aumento da diversidade genética dos alevinos liberados. No caso do piau-verdadeiro, ¢
preciso que a escolha desse indice tenha base na avaliagdo de individuos, cujo
parentesco seja conhecido, e selecionar o indice que melhor os represente. Um outro
aspecto a ser considerado nesses programas ¢ que seja avaliado o nimero de parentais
potencialmente dominantes que, efetivamente, contribuam na manutencdo da
diversidade genética nas desovas coletivas desses programas (Numero efetivo

populacional).

Conclusoes

Com base nos resultados encontrados, para efetuar repovoamento do piau-
verdadeiro (Leporinus obtusidens) na Bacia do Sao Francisco, com fins de conservagao,
serdo necessarias trés unidades de estoques de reprodutores: um para a regido do Alto,

outro para as regides do Médio e Submédio e uma para o Baixo Sao Francisco. Os
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dados genéticos foram consistentes com o cendrio onde existe um isolamento por
ambiente, representado aqui pelos biomas de cada unidade de conservagdo. Além disso,
a analise dos reprodutores de piau-verdadeiro armazenados na Estacdo de Piscicultura
da Chesf evidenciou que os reprodutores que sdo usados no repovoamento nao
representam a diversidade genética disponivel para as populacdes selvagens do
Submédio e Baixo Sao Francisco, o que implica na necessidade de renovacao imediata

desses individuos a partir da populacdo selvagem.
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ARTIGO II

Artigo a ser submetido na revista cientifica Journal of Applied genetics.

Estratégias reprodutivas do piau-verdadeiro, Leporinus obtusidens, em
programas de repovoamento
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RESUMO

O piau-verdadeiro (Leporinus obtusidens) ¢ uma espécie de peixe que executa migracao
reprodutiva com importancia na pesca comercial e de subsisténcia nas bacias sul-
americanas. O piau-verdadeiro enfrenta risco de extingdo em pelo menos duas grandes
bacias, a do rio Sao Francisco e a do rio Parana. A regido do Submédio Sao Francisco
¢ a mais critica em relagdo a extin¢ao da ictiofauna que realiza piracema por concentrar
a maior parte das hidrelétricas desta bacia. Para tentar minimizar tais impactos e
aumentar os estoques pesqueiros de piau-verdadeiro sdo realizadas acdes de
repovoamento nessa regido. Tais medidas sdo feitas sem critérios genéticos podendo
causar perda do potencial adaptativo dos repovoados. Nesse sentido, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a contribui¢do efetiva de reprodutores em uma Estagdo de
Piscicultura responsavel pelo repovoamento do L. obtusidens na Bacia do rio Sado
Francisco. Este estudo foi conduzido durante as praticas de reproducao do L. obtusidens
na Estacdo de Piscicultura da Chesf em Paulo Afonso-BA, cuja prole foi utilizada para
o repovoamento na regido do Submédio do rio S@o Francisco. Neste trabalho foram
coletadas amostras de 61 reprodutores e um total de 140 filhotes, em trés periodos de
desovas: ano de 2014 (duas desovas) e 2016 (uma desova). As analises de contribuicao
parental foram realizadas através de oito marcadores microssatélites. Os resultados
obtidos mostraram que de um total de 40 machos utilizados como reprodutores, apenas
oito conseguiram contribuir com gametas para a geracdo seguinte. Essa diminuta
participagdo de machos provocou uma redu¢do no tamanho efetivo populacional em
todas as desovas, com valores de N, esperado de 24,43; 21,33; 8,89 e N, observado de
8; 8.,4; 4,8, respectivamente, para as trés desovas. Com base nos resultados obtidos, sdo
feitas recomendacgdes sobre a logistica dos cruzamentos a fim de melhorar a eficiéncia
de tais programas.

INTRODUCAO

No mundo, as dguas doces perdem espécies mais rapidamente do que o ambiente
terrestre ou marinho (SALA et al. 2000). Reis et al. (2016) afirmam que de 4 a 10% das
espécies de peixes na América do Sul enfrentam algum grau de risco de extingdo,
principalmente devido a perda e degradagdo do habitat, tais como, o represamento
hidrelétrico, a drenagem da &4gua para irrigacdo, urbanizacdo, sedimentagdo e
sobrepesca.

Os barramentos, criados pelas usinas hidrelétricas, sdo uma grande ameaca para
a biodiversidade de dgua doce Vorosmarty et al. (2010). O Brasil ndo constitui uma
excecdo, a exemplo da bacia do rio S@o Francisco, onde ¢ registrado grandes impactos
no uso dos rios, seja para o abastecimento humano, irrigagcdo, indistria ou por usinas

hidrelétricas, sendo pelo menos cinco delas de grande porte (Trés Marias, Sobradinho,
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Itaparica, Complexo Paulo Afonso e Xing6) (ANA 2015), que produzem cerca de 12%
da energia brasileira (ELETROBRAS, 2015).

Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1837), piau-verdadeiro, ¢ uma das
espécies de peixe migrador das bacias hidrograficas brasileira afetada pela dinamica
das 4aguas dos reservatérios, visto que as barragens impedem ou retardam o
deslocamento natural dessa espécie para montante durante o periodo de desova,
prejudicando diretamente seu sucesso reprodutivo (Agostinho et al. 2005).

Uma das acdes mais utilizadas no Brasil para diminuir os impactos
proporcionados pelos barramentos ¢ a liberagao de alevinos advindos de programas de
repovoamento. A pratica consiste em manter reprodutores no cativeiro, acasala-los e
liberar os alevinos no rio em trechos onde a abundancia da espécie estd comprometida.
E recomendével que cada macho e cada fémea sejam utilizados uma unica vez para
maximizar o tamanho efetivo populacional (N.), entretanto, muitas vezes isso ndo ¢
possivel devido a problemas relacionados a espaco fisico e orgamento.

Na Estacdo de Piscicultura da Companhia Hidro Elétrica do Sdo Francisco
(Chesf) em Paulo Afonso Estado da Bahia, cujos alevinos produzidos se destinam aos
programas de repovoamento dirigido aos trechos do Submédio e Baixo Sdo Francisco,
a desova ocorre em sistema seminatural. Neste sistema, machos e fémeas sido
hipofisados e colocados juntos em tanques obedecendo a uma propor¢do de 2:1
(machos: fémeas). Os ovos s3o coletados e incubados. Nessa logistica, a contribui¢do
de cada parental ndo ¢ determinada e isso pode afetar o tamanho efetivo populacional
(Ne) (Liu et al. 2012). De acordo com Kristensen et al. (2015) N, ¢ uma medida
essencial para avaliar a viabilidade populacional em termos de potencial evolutivo e
adaptativo frente as pressdes da selecao natural. N, pode ser definido como o montante
de deriva nas frequéncias alélicas em relagdo a uma populacdo idealizada (Hartl e
Clarck 1997), qual seja, aquela com um niimero ilimitado de reprodutores, com razao
sexual 1:1, com sucesso reprodutivo homogéneo, sem sobreposi¢ao de geragdes e com
auséncia de migragdo, mutacdo ou selecdo. Trés desvios dessa populacdo ideal sdo
relevantes em sistemas de aquicultura: 1) quando o sistema de acasalamento da espécie
utiliza um nimero desigual de machos e fémeas (seja por existirem machos dominantes,
por existirem machos territorialistas, por acasalamentos preferenciais com respeito ao
tamanho de um dos sexos, ou porque fémeas maduras sejam escassas); 2) quando a

qualidade dos gametas ¢ variavel ou quando a fecundidade est4 relacionada ao tamanho
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da fémea; 3) quando o numero de parentais ¢ variavel de uma geracdo a outra, podendo
levar a um efeito de gargalo (Hallerman, 2003).

Até o momento, ndo foi avaliado se esse sistema ¢ de fato eficiente para planteis
de reprodutores de Leporinus obtusidens, o que pode prejudicar a longo prazo a gestdo
desses programas de repovoamento. O presente estudo visa fazer o levantamento da
pratica reprodutiva do Leporinus obtusidens, durante as agcdes de repovoamento para
um trecho da Bacia do rio Sao Francisco. Aqui foi analisada a diversidade genética dos
reprodutores e sua prole, com a finalidade de verificar a real contribui¢do dos pais e,
ainda, a relagdo efetiva entre machos e fémeas durante a desova, através de marcadores

microssatélite.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Para este estudo foram utilizados 61 reprodutores (21 fémeas, 40 machos) de
Leporinus obtusidens da Estagao de Piscicultura da Chesf, localizada em Paulo Afonso-
BA. Trés desovas distintas entre 2014 e 2016 foram avaliadas, conforme Tabela 1. Os
peixes tinham em média 1,5 kg de peso, trés anos de idade e estavam no periodo de
reproducdo, a excecao da ultima desova em fevereiro de 2016, em que os individuos ja
apresentavam sinais de regressao sexual, o que causou redu¢do no numero amostral de
reprodutores e progénie. Durante a sele¢do desses reprodutores foi feita a retirada de
amostra da nadadeira caudal de cada individuo utilizado e, preservadas em etanol a

95%.

Tabela 1. Distribui¢do dos reprodutores e filhotes de L. obtusidens para as trés desovas realizadas na
EPPA.

Ano Més Numero de Numero de Nﬁmero de
Fémeas Machos Filhotes
2014 Outubro 09 19 50
2014 Novembro 08 16 50
2016 Fevereiro 04 05 40
Total - 21 40 140

O sistema reprodutivo utilizado foi o seminatural, ou seja, apds a inducdo
hormonal os reprodutores foram alocados no mesmo tanque até o final das desovas.

Reprodutores selecionados foram mantidos no laboratério em tanques separados e
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induzidos a reprodu¢@o com a aplicacdo de extrato de hipdfise de carpa (Woynarovich
& Horvath, 1983) e transferidos para um tanque circular com 4,0 m de raio, 1,0 m de
profundidade e volume total de 16.000 L. O fluxo de 4gua era continuo de 30 L/s, para
manter a vazdo recomendada (3-4 L/s) nas seis incubadoras. Cada incubadora
cilindrico-conica de volume total de 200 litros de 4gua recebia os ovos proveniente do
tanque circular. As larvas foram mantidas nas incubadoras por cerca de quatro dias até
o consumo do saco vitelino. E seguida, foram transportadas para tanques bergérios e,
apos 30 dias, foram feitas as coletas da prole. Cento e quarenta alevinos foram coletados
de forma aleatdria. Essas foram armazenadas em microcubos e conservadas em etanol

95%.

Extracdo e Amplificacio do DNA

Para a extragdo de DNA, foi utilizada a metodologia seguindo protocolo padrao
de Sambrook et al. (1989) baseado em Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico (FCI) com
poucas modificagdes. A quantificagdo do DNA foi feita em um fluorimetro
(QuantiFluor/ Promega) e a integridade foi avaliada em eletroforese em gel de agarose
a 1%.

O DNA foi amplificado para um volume final de reag@o de 10 uL, contendo 1X
tampao de PCR Tris-HCI; 1,5 ou 2,5 mM de MgCly; 10 pmol/ul de cada primer
(Forward marcado e Reverse); 0,2 mM de cada dANTP, 1U de Platinum 7aqg DNA
Polimerase; 20-40 ng de DNA. As amplificagdes foram feitas adotando-se uma
desnaturagdo inicial de 94°C por 4 min e, em seguida, foram realizados 30 ciclos,
consistindo de 30 s de desnaturacdo a 94°C; 30 s de anelamento do primer a uma
temperatura varidvel de acordo com cada /ocus de microssatélite (LobtO1, Lobt02,
Lobt03, Lobt04, Lobt05, Lobt07, Lobt08 e Lobt09), descritos por Oliveira et al. (2014),
seguido de uma extensao final a 72°C por 40 minutos.

Os amplicons marcados foram misturados de acordo com as diferentes
fluorescéncias, desnaturados por 5 min a 95°C em formamida e submetidos a
eletroforese em um Genetic Analyzer 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). O
tamanho dos fragmentos foi estimado com base no marcador interno GS600LIZ
(Applied Biosystems) utilizando-se o aplicativo GeneMapper 3.7 (Applied

Biosystems).
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Analise estatistica

Todos os 140 alevinos genotipados para as microssatélites foram submetidos a
uma analise de paternidade conduzida no software PAPA, versdo 2.0 (Duchesne et al.
2002). O numero efetivo populacional foi estimado de duas formas: 1) por meio do
programa NeEstimator (Ovenden et al. 2007), usando o modelo de desequilibrio de
ligacdo e 2) através do método descrito por Wright (1931), onde o calculo considera a

relacdo entre os sexos dentro da populacdo, segundo a férmula:

_4Nmx Nf

Ne=—""71
= Nm +Nf

onde, Nm = niimero de machos e Nf = numero de fémeas utilizados na reproducao.
RESULTADOS

Os resultados obtidos mostraram que para as trés desovas analisadas, alguns
casais produziram um grande niimero de descendentes e outros, ndo. Cada fémea
reproduziu com apenas um macho, numa relagdo de 1:1. As contribui¢des parentais
foram desiguais para os trés conjuntos de desovas. Entre os machos das desovas I e I,
apenas trés de 20 machos utilizados conseguiram contribuir na geracdo seguinte, sendo
assim distribuidos: M3-34%; M6-40%; M17-26%; M22-48%; M27-34%; M32-18%.
Isso mostra que houve uma eficiéncia de apenas 15% na 1* desova e 18% na 2° desova.
Para os machos da 3% desova, ocorreu uma contribui¢ao de dois machos (M38-47,5%;
M39-52,5%) entre os cinco utilizados, com uma eficiéncia de 40%. Entre as fémeas, a
contribuicdo parental foi mais uniforme: desova I (F2-12%; F4-14%; F5-12%; £6-20%;
F7-20%; F9-22%), desova Il (F10-18%; F12-12%; F13-10%; F14-12%; F15-20%;
F16-16%; F17-17%) e desova III (F19-27,5%; F20-25%; F21-47,5%). Quase todas as
fémeas participaram efetivamente das desovas, dentre 21 utilizadas, 16 tiveram
contribuiram para a geracdo seguinte, com eficiéncia superior a 70%.

O tamanho efetivo populacional esperado obtido pelo NeEstimator,
considerando todos os reprodutores como matrizes potenciais, gerou valores muito
baixos (inferiores a 30), a exce¢do da terceira desova, cujo valor foi infinito. Quando
apenas os reprodutores que participaram efetivamente das desovas como parentais

foram avaliados, os tamanhos efetivos aumentaram, mas continuaram em um patamar

48



173
174
175
176
177
178

179
180

181
182
183

184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199

OLIVEIRA, K. K. C. Estrutura genética e manejo reprodutivo para recuperagio do piau-verdadeiro, ...

critico em todas as desovas, sendo a terceira a mais critica de todas com 8,9 individuos
(Tabela 2). O tamanho efetivo populacional (N,) calculado pelo modelo de Wright
(1931) foi inferior a 25 (Tabela 3) em todas as desovas, mas quando s6 os reprodutores
que participaram da desova foram considerados, esse tamanho foi muito menor, com
valores abaixo de 10, com redugdes entre 46% (desova III) ¢ 67% (desova I) dentre as

trés desovas.

Tabela 2. Tamanho efetivo da populagdo (N,) * para L. obtusidens

N, (esperado) N, (observado)
Desova | Desova Il Desova III Desova l Desovall Desova IlI
Desequilibrio de 25,8 19,8 Infinito 60,1 114,8 8,9
ligagdo
1C 95% 12 -104,5 8,3-98,6 6,6 - © 34 - 4,7- 0 1,1 -

" NeEstimator v1,3; IC 95% = intervalo de confianga. oo = infinito

Tabela 3. Tamanho efetivo da populacdo (N,) * para L. obtusidens

Desova | Desova II Desova 111
N, (esperado) 24,43 21,33 8,9
N, (observado) 8 8,4 4.8

* Formula de Wright (1931).

DISCUSSAO

Contribuicao Parental

No presente estudo, os conjuntos de marcadores utilizados foram suficientes e
demostraram grande eficiéncia na atribuicao de parentesco, acima de 99%, resultados
semelhantes aos encontrados em trabalhos feitos para a carpa-comum, Cyprinus carpio,
(Vandeputte et al. 2004), para espécies de pargo Sparus auratus, Pagrus pagrus e P.
auriga, (Navarro et al. 2008) e também para a carpa prateada, Hypophthalmichthys
molitrix (Gheyas et al. 2009).

Nossos resultados mostraram que a contribuicdo desigual dos pais esta
relacionada a uma estratégia reprodutiva ndo adequada para programas de
repovoamento, visto que, muitos machos utilizados nao contribuiram efetivamente. Tal

fato revela que, nessa pratica, ocorre alto custo no manejo reprodutivo, ja que apenas 8
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machos de um total de 40 ¢ que reproduziram, correspondendo a quase 80% de
ineficiéncia.

Entender o comportamento reprodutivo de peixes em sistema de cativeiro ¢é
fundamental para o sucesso reprodutivo. Alguns estudos tém mostrado que, os machos
desenvolvem taticas reprodutivas dominantes, como por exemplo, a maior proximidade
da fémea no momento da desova (Oliveira et al. 2001; Neff et al. 2003) e a sincronia
de liberacdo do esperma com o ovo (Egeland et al. 2015). Estudos feitos com
salmonideos mostraram que, existem machos dominantes e esses ganham vantagem na
paternidade, por exemplo, pelo menor tempo na liberagdo do esperma (Watanabe et al.
2008; Berejikian et al. 2010). Um outro trabalho feito com o salmdo do Atlantico, Salmo
salar, mostrou que quando os machos atrasam dois segundos para liberar o esperma, a
paternidade diminui em quase 40% (Yeates et al. 2007). Para o peixe medaka, Oryzias
latipes, a paternidade subiu de 20 para 41% quando ocorreu a sincronia de machos
dominantes e fémeas (Koya et al. 2013).

Nossos resultados mostraram que existe uma contribuicdo extremamente
desigual entre os machos, que pode estar relacionado a presenca de machos dominantes.
Nesses sistemas, seria recomendado que os machos fossem avaliados quanto a
existéncia de machos dominantes e, a motilidade e densidade de gametas antes da
hipofisa¢do, desde que estes fossem marcados fisicamente.

O sucesso reprodutivo relativo (RRS) ¢ um pardmetro que tem se destacado para
avaliar as consequéncias da aptiddo entre peixes reintroduzidos (criados em cativeiro)
e peixes selvagens (Christie et al. 2014). Araki et al (2007) descreveram que o sucesso
reprodutivo pode ser avaliado através de andlises comparativas da contribui¢do parental
dos cruzamentos entre os individuos de cativeiro (C) e selvagem (S) (CxC; SxS; CxS).
Um estudo feito com salmonideos mostrou que, machos advindos do cativeiro geraram
menos descendentes que machos selvagens, quando foram cruzados com fémeas
também de cativeiro, indicando uma interagdo negativa da domesticacao, com destaque
para a baixa adapta¢cdo ao ambiente natural (Araki et al. 2007), que afeta mais machos

que fémeas.

Tamanho efetivo populacional (N,)

Apds a confirmacdo das paternidades, ficou claro que o numero efetivo

populacional do piau-verdadeiro do cativeiro da Estacdo de Piscicultura de Paulo
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Afonso €, em todas as situagdes, extremamente critico. Pohr et al. (2010) analisando o
pacu, Piaractus mesopotamicus, também verificou que os reprodutores de cativeiro
tiveram N, reduzido, passando de 19,8 para 12,9, no entanto, ndo foi encontrada perda
da diversidade genética devido a alta uniformidade na contribui¢ao parental. Perdas de
N, também foram relatadas em um estudo realizado com Larimichthys crocea, espécie
cultivada de peixe marinho, em que as perdas variaram entre 69,6 ¢ 31,2%, devido a
contribuicdo parental desigual, ou seja, ao sucesso reprodutivo (Liu et al. 2012).

Essa reducdo no tamanho efetivo populacional pode provocar riscos e
comprometer o repovoamento. Frankham et al. (2013) descreveram que, para evitar o
aumento da consanguinidade a curto prazo em populagdes tanto selvagens como de
cativeiro, um valor minimo de 100 no tamanho efetivo populacional (N,.) seria
necessario. E, ainda, que um valor minimo de 1000 seria indispensavel para preservar
o potencial evolutivo em longo prazo, que ¢ de absoluto interesse na pratica do
repovoamento.

Em vista disso, sugerimos algumas recomendacdes a respeito do manejo

reprodutivo do piau-verdadeiro, quais sejam:

1) Renovar os planteis de reprodutores quando possivel;

2) Marcar fisicamente todos os reprodutores;

3) Identificar machos viaveis quer seja por comportamento dominante, quer seja
por viabilidade espermatica;

4) Adotar uma propor¢do de machos e fémeas de 1:1 e promover desovas

individualizadas.
Conclusao

Este ¢ o primeiro estudo que mostra a dinamica reprodutiva em uma Esta¢do de
Piscicultura, fornecendo dados valiosos que podem ser usados para a manutengdo da

diversidade genética e controle da endogamia nos programas de repovoamento do

Leporinus obtusidens.
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5. Consideracoes finais

Diante do cendrio irreversivel para os inimeros efeitos do represamento sobre a
ictiofauna, os esforgos devem extrapolar os centros de pesquisa e precisam chegar tanto
no setor econdémico do pais como no setor social. Aqui foram encontrados dados sobre
a estruturacdo das populagdes de piau-verdadeiro (Leporinus obtusidens) na Bacia do
Rio Sdo Francisco. Isto podera contribuir de forma substancial e efetiva no manejo dos
programas de repovoamento. Nesse sentido, foi proposto estocar e reproduzir peixes
com recursos genéticos equivalentes aos estoques de peixes nativos, ou seja, priorizar
a manutencao da diversidade genética. Além disso, deve-se obedecer a critérios rigidos
de conservagao, quais sejam, a escolha dos reprodutores com principios genéticos, local
para o repovoamento, devendo considerar a fase de desenvolvimento e, isso implica em
procurar os locais onde ¢ observada a presenca de forma jovens, dentro do ambiente.
Algumas praticas de langamento no pais ddo preferéncia aos locais de maior
acessibilidade (perto de pontes, por exemplo), mas se o intuito ¢ a conservagdo da
espécie deve-se escolher os locais de ontogenia da espécie. A época de liberagdo
também ¢ dependente do ciclo de vida e, portanto, influenciada pela fase e tamanho em

que o peixe deve ser liberado.
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