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Resumo

Vaérias espécies de Cichla foram supostamente introduzidas em acudes, lagos e
reservatorios do Brasil, causando sérios prejuizos a fauna local. Os ciclideos (Cichla)
capturados no Complexo Hidrelétrico de Paulo Afonso (BA), na bacia do Sdo Francisco, tém
apresentado identificacdo incerta, devido ao fato de ndo compartilharem caracteres
morfométricos discriminantes e padrdes de coloragdes. Essa diversidade na forma pode ser
atribuida tanto a introducdo de mais de uma espécie, a ocorréncia de hibridos ou mesmo
associados a diferentes estagios de maturacdo gonadal. Para a identificagdo dos individuos
amostrados neste trabalho, foram utilizadas ferramentas moleculares (COIl e microssatélites),
além de medicGes morfométricas, contagens meristicas dos peixes e morfometria geométrica.
Também foi realizada uma avaliacdo da reproducdo dos individuos, para verificar possiveis
relacBes com os “tipos” encontrados. As medicdes morfométricas e contagens meristicas dos
peixes ndo confirmaram a taxonomia da espécie, contudo as analises genéticas revelaram a
ocorréncia de uma Unica espécie, Cichla monoculus, em todo o Complexo. As analises
haplotipicas apontaram para uma populacdo que sofreu efeito gargalo e se apresenta em
processo de expansdo. Os diferentes padrdes de fora e cores foi avaliado com relagdo a
parametros reprodutivos como comprimento de primeira maturagdo gonadal, indice
gonadossomatico, fator de condicdo, estadios de desenvolvimento gonadal, periodo
reprodutivo e fecundidade. Observou-se uma predominancia de fémeas com relacdo aos
machos, uma reducdo do tamanho de primeira maturacdo em relacdo ao habitat natural da
espécie e um longo periodo reprodutivo, com picos de RGS relacionados ao periodo chuvoso
da regido. A morfometria ndo permitiu associar as diferencas da forma e coloragdo aos
estadios maturacionais. Contudo, foi observada uma diferenciacdo entre os padrbes de
coloragdo para a forma, com o morfotipo “cinza” com o corpo mais alongado, mais baixo e
com a boca uma posi¢do mais inferior em relagdo ao morfotipo “amarelo”. Estas mudangas
podem ser atribuidas a plasticidade fenotipica da espécie em relacdo ao ambiente que ocupam.
Se os cruzamentos forem preferenciais por morfotipo, através da escolha do parceiro por
coloracdo; e se a pressdo ambiental persistir, € provavel que uma especiacdo do Cichla
monoculus venha a ocorrer nesta bacia .

Palavras-chave: Cichla monoculus, morfometria geométrica, marcadores geneticos,
plasticidade fenotipica.



Abstract

Several species of Cichla were supposedly introduced in dams, lakes and reservoirs of
Brazil causing serious damage to local wildlife. Cichlids captured in Paulo Afonso
hydroelectric complex (BA) have uncertain classification due to the fact of not sharing the
morphometric discriminant characters and patterns of colorations. This diversity in the form
can be attributed to the introduction of more than one species or to the occurrence of hybrids
or even may be associated with different stages of gonadal maturation. For the identification
of individuals sampled in this study, we used moleculares tools (COI and microsatellites), in
addition to morphometric measurements, meristic counts fish and geometric morphometry.
Was also performed an evaluation of the reproduction of individuals. Morphometric
measurements and meristic counts of fish confirmed the taxonomy of species, but genetic
analyses revealed the occurrence of a single species, Cichla monoculus, in the complex. The
haplotype analysis pointed to a population that suffered and bottleneck effect in the process of
expansion. The different patterns and colors were evaluated with respect to reproductive
parameters such as length of first maturity, gonadal gonadossomatic index, and condition
factor, stages of gonadal development, fecundity and reproductive period. It was observed a
predominance of females relative to males, a reduction in the size of first maturity relative to
the natural habitat of the species and a long reproductive period, with peaks of RGS related to
rainy season in the region. The morphometry was not allowed to associate the differences of
form and colour to the maturational stages. However, a differentiation was observed between
the staining patterns for the sample, with the morphotype "gray" with the more elongated
body, and with the mouth a lower position compared to the morphotype "yellow". These
changes can be attributed to phenotypic plasticity in the environment occupied by cichlids.
These morphotypes might be splitting up, there is a crossing between types, through the
choice of partner by color, and if the environmental pressure persist, it can lead to speciation

of Cichla monoculus.

Keywords: Cichla monoculus, geometric morphometric, genetic markers, phenotypic
plasticity.
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1- Introducéao

A problematica da invaséo dos tucunarés (Cichla) principalmente, em areas com
grande grau de endemismo deve ser vista como fator preocupante, uma vez que 0S
problemas resultantes podem ser muitas vezes irreversiveis, em decorréncia das
alteracdes do ambiente, como a reducdo da populacdo nativa, competicdo por nichos
troficos e predacdo. O fato do Cichla exibir uma alta plasticidade fenotipica alimentar e
reprodutiva (CHELLAPPA et al., 2003; NOVAES et al. 2004; KOVALENKO et al.,
2010), além de poder apresentar diversos morfotipos para a mesma espécie, além da
ocorréncia de hibridos (ANDRADE et al, 2001; MOURAO, 2012), torna esta espécie
potencialmente perigosa e o seu estudo, muito importante, para futuros monitoramentos
nos ambientes receptores, para conhecer exatamente quais recursos estdo sendo

utilizados e compreender o funcionamento do ecossistema e suas reais interacdes.

Este trabalho tem como objetivo identificar, em nivel molecular, as espécies de
tucunaré introduzidas no Submédio S&o Francisco e possiveis hibridos, além de
caracterizar a reproducdo no trecho do complexo hidrelétrico de Paulo Afonso, através
da andlise dos estadios maturacionais e tamanho dos exemplares. As informacdes
advindas desta pesquisa poderdo dar suporte para uma avaliagdo do estado atual do
status taxondmico dos tucunarés que fazem parte da comunidade e elaborar com
propriedade programas de manejo das represas e controle do estoque pesqueiro para

esses ambientes.
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Revisao de literatura

O Brasil € conhecido por sua riqueza hidrolégica e, junto com o continente sul-
americano, representa uma das maiores reservas de agua interiores do planeta,
abrangendo rios, péantanos, lagos e areas alagadas. Entretanto, as proporcdes
continentais (superficie de mais de 8 milhdes km?) e o posicionamento geografico do
pais, com mais de 92% de suas terras entre os tropicos, resulta em regides heterogéneas,
com diferentes biomas, climas, relevos e uma distribuicdo temporal e espacial complexa
de chuvas e vazdes (TUCCI, 2001). Nossa area biogeografica € composta de oito
grandes bacias (VARI, 1988). A Amazénica possui uma das maiores diversidades
icticas do Brasil, estimado em mais de 1.400 espécies (REIS et al., 2003), resultado da
diversidade do ecossistema compreendendo rios, canais, praias, florestas inundadas,
varzeas, entre outros, concentrados em uma imensa area de 4.800.000 kmz. Ja a bacia do
alto rio Parand, desmembrada da bacia do Prata, apresenta um alto grau de endemismo
em sua ictiofauna, (VARI, 1988) e pelo menos 250 espécies de peixes conhecidas
(AGOSTINHO e JULIO JUNIOR, 1999). Aa bacia do rio Sdo Francisco é a terceira
maior do Brasil, com area aproximada de 631.00 km2 e cerca de 180 espécies
conhecidas (ROSA e LIMA, 2008), exibindo uma ictiofauna diversificada com peixes
nativos, endémicos e introduzidos, estes Ultimos apresentam populacGes estabelecidas,

como os tucunarés (Cichla spp.) (GOMIERO e BRAGA, 2004).

No que se refere a riqueza ictiofaunistica, a regido neotropical é a mais rica em
numero de espécies de peixes, possuindo para a ictiofauna de agua doce mais de 4.470
espécies validas, com uma estimativa de haver mais 1.550 a serem descritas (REIS et
al., 2003). Acredita-se que cerca de 30 a 40% de todas as espécies de peixes dessa

regido ainda ndo foram descritas sendo uma das causas, a escassez de informacoes
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filogenéticas e/ou dados divergentes (VARI e MALABARBA, 1998). Para o Brasil,
foram reportadas 3.322 espécies, dos quais 377 sdo consideradas endémicas
(FISHBASE, 2015). Além da complexidade e riqueza da ictiofauna brasileira, existe o
problema da acdo antropica, com introdugdo de novas espécies em diversos
ecossistemas aquaticos, dificultando a andlise no ambito mais especifico da
biodiversidade de uma dada regido. Além disso, dezenas de espécies sdo descritas por
ano, com previsao de que o numero se aproxime dos 5.000 (REIS et al., 2003). S6 no
periodo entre 2001 e 2005 foram descritas mais de 260 espécies, sendo considerado o

periodo mais produtivo da historia da ictiofauna brasileira (BUCHUP et al., 2007).

Espécie introduzida, alienigena ou exotica diz-se de “toda e qualquer espécie
transportada e liberada pelo homem, fora de sua area de distribuicdo natural, intencional
ou acidentalmente” (FAO, 2006). Existe registro de translocacdo de espécies por
humanos ha pelo menos dez mil anos (PERRY e VANDERKLEIN, 1996). Porém, as
introducdes humanas modernas sao algo usual e em expansao, resultando em uma das
principais mudancas no ecossistema provocadas pela acdo antrdpica, perdendo apenas
para as modificacbes ambientais (SIMBERLOFF, 2003; WILSON, 2006; VITULE et
al.,, 2012) e uma das grandes ameacas a biodiversidade do planeta (NEVILLE e
MURPHY, 2001). No que se refere ao sistema aquatico, esta atividade é considerada
um problema para a conservagdo de peixes dulciaquicolas (VITULE, 2009), trazendo
como consequéncias alteracfes no habitat e na estrutura da comunidade. A introducédo
de carpa comum no lago Vitdria nos Estados Unidos, por exemplo, causou impactos
desastrosos para 0 ecossistema, como a alteracdo do habitat, predacdo, parasitas,
doencas e hibridacdo (HALL e MILLS, 2000). Também se observou o declinio da
biodiversidade geral de peixes neste lago, resultado também, de peixamentos com

espécies exoticas de tilapia Oreochromis leucostictus (Trewavas, 1933), O. Niloticus
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Linneus 1756, Tilapia zillii (Gervais, 1848) e T. rendalli Boulenger, 1896 e a perca-do-

Nilo (Lates niloticus Linneus 1758) (GOUDSWAARD et al., 2002).

No Brasil, a translocacdo de peixes exoticos (de outros paises) teve seu auge entre
1910 e 1940, com a carpa comum Cyprinus carpio Linnaeus, 1758, sendo substituida
pela tilapia (Tilapia e Oreochromis) de 1950 a 1970. O aumento destas introducdes
coincide com as tentativas de desenvolvimento da aquicultura (WELCOMME, 1988;
DELARIVAL e AGOSTINHO, 1990). A partir das decadas de 60 e 70, espécies
oriundas das Bacias Amazonica e do Sdo Francisco foram transportadas para as estaces
de cultivo de peixes no Nordeste e, posteriormente, distribuidas para o os acudes, lagos
e reservatorios do Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil, com intuito de aumentar a pesca e
o desenvolvimento da aquicultura (MENEZES, 1942; AGOSTINHO e JULIO JUNIOR,

1997).

A aquicultura é considerada uma das principais atividades disseminadoras e
contaminadoras de peixes alienigenas (CASAL, 2006), tendo a estocagem e peixamento
apoiados por 6rgdos governamentais como o Departamento Nacional de Obras Contar a
Seca (DNOCS) com a transferéncia do tucunaré (Cichla ocellares Bloch e Schneider
1801) para os acudes do Nordeste e Companhia Energética do Estado de Sdo Paulo
(CESP) introduzindo a pescada-do-Piaui (Plagioscion squamosissimus Heckel, 1840)
em seus reservatorios) e Instituto de Ensino e Pesquisa da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ), que efetuou o peixamento de espécies exoticas no rio
Paraiba do Sul) (AGOSTINHO e JULIO JUNIOR, 1996; BIZERRIL e PRIMO, 2001;

MAGALHAES et al., 2005).

As primeiras introducfes do tucunaré na regido Nordeste foram registradas na

década de 40 pelo DNOCS para suas estaches de pisciculturas e, posteriormente,
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transferidos para as demais regifes do pais (PEIXOTO, 1954; FONTENELE e
PEIXOTO, 1979; AGOSTINHO e JULIO JUNIOR, 1996; BORGHETTI e
OSTRENSKY, 2002). Peixoto (1982) registrou a introducdo destas espécies em agudes
do Nordeste e Santos et al. (1994) nos reservatorios de Furnas e Marimbondo, no Alto
Parand, assim como em todos os reservatorios da CESP (TORLONI et al., 1993).
Moura-Brito et al. (2005) citam a introducdo do Cichla spp. no rio Paranapanema;
Agostinho e Jalio (1999) comentam sua chegada para os reservatorios do Alto Parana e

Barros et al. (2001), na bacia do rio Piquiri (MS).

A familia Cichlidae comporta mais de 400 espécies na regido neotropical (REIS et
al., 2004), sendo Cichla o género com a segunda maior riqueza, com 15 espécies
(WINEMILLER et al., 1997). Eles sdo nativos das bacias do Amazonas, Tocantins e
Orinoco, e de pequenos rios que drenam as Guianas até o Oceano Atlantico
(KULLANDER e FERREIRA, 2006). Estes peixes preferem aguas transparentes, com
altas temperaturas e ambientes Iénticos para alimentacdo e reproducdo. Sdo espécies
piscivoras, ndo migratorias, que exibem cuidados parentais tais como construcdo de
ninhos, ovos adesivos, além de o casal permanecer junto vigiando até os filhotes se
tornarem independentes (FONTENELE, 1950; ZARET, 1980; NOVOA, 1996;
WINEMILLER et al., 1997; LOWE-McCONNELL, 1999; WINEMILLER, 2001,
CHELLAPA e CAMARA, 2003; GOMIERO et al., 2009). As desovas coincidem com
periodo chuvoso, com aumento de nutrientes e oferta de alimento para os filhotes
(LOWE-McCONNELL, 1969; ZARET, 1980). Em outra estratégia reprodutiva adotada
para garantir o sucesso da prole, os ciclideos abanam 0s ovos com as barbatanas e
musculos associados ao controle de certos movimentos, fornecendo assim, oxigénio e
removendo detritos de sua superficie, reduzindo a chance de infecgdo causada por

fungos (ZARET, 1980; BLUMER, 1986).
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Os tucunarés tém grande porte, atingindo 80 cm de comprimento padrdo e mais de
10 kg, apresentando posicdo de destaque entre os ciclideos neotropicais, devido a sua
capacidade de adaptacdo aos ambientes Iénticos. Sua carne branca é apreciada para
consumo, sendo importante na alimentagdo e comércio da populacdo, além da pesca
esportiva. Devido a tais caracteristicas, tem sido introduzido em barragens e agudes de
quase todas as regides do pais, bem como em outros paises da América do Sul e Central
(SANTOS et al., 1984; NASCIMENTO et al., 2001). O tucunaré é bastante utilizado
nas pescarias comerciais em reservatorios do Nordeste (PAIVA et al., 1994) e,
juntamente com a pescada (Plasgioscion), sdo 0s peixes mais capturados no reservatorio

de Tucurui (TO) (PETRERE JUNIOR, 1996)

De acordo com Kullander e Ferreira (2006), existe a possibilidade de quatro
espécies de tucunaré terem sido introduzidas na regido nordeste do Brasil: C. kelberi, C.
piquiti, C. temensis e C. monoculus. Algumas delas sdo sintopicas nos ambientes
introduzidos, compartilhando o mesmo bidtopo e recursos alimentares. Trabalhos
desenvolvidos sobre a reproducdo de tucunaré em seu ambiente natural ou introduzidos
(ANDRADE e YASUI, 2003; SOUZA et al., 2008) e em cativeiro (CARNEIRO et al.,
2004; SOARES, 2007) reforcam ainda mais o carater adaptativo desta espécie em locais

modificados, a exemplo das represas.

O Cichla monoculus possui uma ampla distribuicdo, sendo introduzido em
praticamente todo territorio brasileiro, com intuito de incrementar a pesca esportiva e a
piscicultura (FONTENELE e PEIXOTO, 1979; BRAGA 1982; FONTENELE 1982;
PEIXOTO 1982; OLIVEIRA et al., 1986; AGOSTINHO, 1994; PETRERE JUNIOR,
1996; SANTOS et al., 2011). Existem relatos de sua introducao no reservatorio de Lajes

(RJ), nos anos 50 e 60 visando o controle da populagéo de tilapias e peixes forrageiros e
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para 0 aumento da pesca esportiva (OLIVEIRA et al., 1986; PETRERE JUNIOR,
1996); também nos reservatérios de Marimbondo (Alto Parand) (SANTOS et al., 1994);
de Samuel (RO) (SANTQOS, 1996); de Volta Grande (MG/SP) (GOMIERO e BRAGA,
2003); de Serra da Mesa (TO) (NOVAES et al., 2004) e no agude de Lima Campos

(CE) (PEIXOTO, 1982).

O tucunare responde positivamente a mudancas ambientais de l6tico para Iéntico,
observando-se sua rapida proliferacdo em locais que foram introduzidos. Como no caso
do Cichla monoculus, antes do represamento do Rio Tocantins a espécie era rara na
regido, mas tornou-se abundante no reservatorio (SANTOS e OLIVEIRA, 1999). A
rapida colonizacdo pelos Cichla também foi relatada apds o represamento do rio Jamari
(RO) (SANTOS, 1996), o rio Uatuma (AM) (SANTOS e OLIVEIRA JUNIOR, 1999),
dos rios Caroni e Paraguai (Bolivia) (WILLIAMS et al., 1998), e quando a espécie foi
introduzida em reservatérios no sul do Brasil (ARCIFA e MESCHIATTI, 1993,

MAGALHAES et al., 1996; SANTOS et al., 2001).

Esta adaptacdo é atribuida a sua plasticidade fenotipica, isto é, a capacidade do
fenotipo de um organismo em variar em diferentes ambientes (BRADSHAW, 1965),
podendo ser considerada como fator que resulta na evolucdo da diversificacdo
morfologica (WIMBERGER, 1991). A capacidade adaptativa de uma espécie se da
devido a sua plasticidade alimentar e reprodutiva (principalmente), além de aparatos
respiratérios que os tornam capazes de vencer as pressdes ambientais como oscilagdes
de temperatura e oxigénio (VAZZOLER, 1996). A partir dessa plasticidade, a
populacdo € capaz de permanecer em locais modificados e sendo essas pressdes
constantes, podera haver modificacGes permanentes do fenétipo, através da assimilacao

genética do novo (WADDINGTON, 1975; CHAPMAN et al., 2000). Casos de alteracéo
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do fenotipo foram relatados em ciclideos dos lagos Malawi, Tanganyika e Victoria
(Africa), citado por abrigar uma das ictiofauna mais especiosa do mundo (FRYER e
ILES, 1972; KOCHER et al., 1993, STAUFFER et al., 2004). A forma do peixe pode
ser afetada por sua composicdo genética, pelo ambiente (dieta, desenvolvimento
ontogénico, taxa de crescimento e nutricdo) (MARTIN, 1949; KULLANDER, 1986;
LOVELL, 1989). Os peixes da familia Cichlidae apresentam enorme diversidade na
forma do corpo, como relatados por Wimberger (1992), observando que certos aspectos
da morfologia do trato digestério desse grupo ciclideos demonstraram ter plasticidade,
em resposta a diferentes dietas. Outros estudos relatam além da elevada plasticidade
tréfica, a adaptabilidade reprodutiva em novos ambientes como no caso do Cichla
kelberi (NOVAES et al., 2004). Esta plasticidade fenotipica encontrada nos tucunarés
seria uma explicacdo para sua capacidade invasora, demonstrando que, mesmo um
pequeno numero de individuos introduzidos pode ser capaz de se estabelecer e dominar
0 ambiente receptor, independentemente de sua diversidade genética (CARVALHO,

2009).

A historia da introducdo de tucunarés na bacia do Sdo Francisco, assim como seu
status taxondmico sdo incipientes. Esta espécie foi citada pela primeira vez na bacia, na
represa de Trés Marias (MG), no Alto rio Sdo Francisco, em 1980, por Sato e Godinho
(1988), que especularam que a introducdo deste peixe teria sido acidental, por escape de
viveiros, lagos ou acudes, uma vez que a espécie ndo fazia parte do programa de

peixamento para a regido.

Por serem espécies morfologicamente muito semelhantes, a identificacdo das
espécies do género Cichla em algumas bacias € probleméatica (KULLANDER e

FERREIRA, 2006), como os tucunarés introduzidos em algumas bacias hidrograficas
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brasileiras, a exemplo do S&o Francisco (GODINHO e GODINHO, 2003, ALVES e
BARTHEM, 2008). O fato de ndo compartilharem caracteres morfométricos e
meristicos discriminantes para espécies distintas pode ser considerado como indicio de
hibridacdo. Casos de hibridacdo natural em Cichla j& foram relatados no rio Uatuma,
lago da UHE de Balbina (AM) para C. monoculus e C. temensis (ANDRADE et al.,

2001), e na bacia do rio Parand para C. kelberi e C. piquiti (GASQUES, 2014).

As andlises por morfometria geométrica permitem uma avaliacdo integrada das
espécies, discriminando melhor os grupos, indicando diferencas morfoldgicas
especificas (GARAVELLO et al.,, 1991, CAVALCATI e LOPES, 1993) e a
discriminacdo entre grupos intraespecificos (BEMVENUTI, 2000). Esta técnica € mais
eficiente em capturar a informacéo relacionada a forma dos organismos e apresenta uma
maior robustez estatistica, além de identificar onde, como e em que magnitude estdo
ocorrendo as mudancas (ROHLF e MARCUS, 1993). Santos (2012) investigou as
respostas morfoldgicas de peixes tropicais em resposta ao represamento do rio Paraiba
do Sul (RJ). O uso desta técnica também serviu para mostrar a radiacao adaptativa entre
ciclideos e seus ajustes aos diferentes nichos ecoldgicos em lagos africanos (COOPER
et al., 2010; KERSCHBAUMER e STURMBAUER, 2011). Vvaria¢des morfoldgicas
para o dimorfismo sexual, considerando a historia de vida e o sexo da Plagioscion
squamosissimus também foram investigados por esta técnica (ANDREA et al., 2006),
que também foi empregada para verificar as relagcbes das diferengas entre as formas

como o padréo de coloracdo e status de vida de Cichla. (REISS e GROTHUES, 2015)

A taxonomia é tradicionalmente baseada em caracteres morfoldgicos e meristicos,
entretanto, esta tem recorrido cada vez mais as ferramentas moleculares, sobretudo na

caracterizacdo e diferenciacdo de espécies filogeneticamente proximas. As abordagens
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genéticas colaboram para distinguir ou identificar espécies desconhecidas ou
morfologicamente semelhantes (criptas), ou quando ocorre hibridacdo entre espécies
simpatricas. Para tal, tem sido utilizado, principalmente, o DNA mitocondrial e nuclear
para a identificagdo, como nos casos de surubins e seus hibridos na bacia do Parana
(CARVALHO et al., 2009) e na caracterizacdo molecular de hibridos de Leporinus em

pisciculturas brasileiras (PORTO-FOREST], 2008).

Um dos primeiros estudos genético aplicados a taxonomia de tucunarés da
Amazonia foi feito por Alves (1998), nos rios Uatuma (C. monoculus, C. temensis e
Cichla sp.), Jau (C. temensis) e Solimdes - lago Janauaca (C. monoculus), através de
analises cromossémicas destas espécies, que indicam a ocorréncia de hibridacdo entre
C. monoculus e C. temensis. Esta hipotese foi comprovada a posteriori, por Andrade et
al. (2001), que sequenciou o DNA mitocondrial das duas espécies nas bacias do
Tapajés, Moju, Tocantins, Guama e Uatuma. Estudos para compreender a estrutura e
evolucdo de C. monoculus e C. ocellares na porcdo superior do rio Madeira (Amazonia
boliviana), utilizando sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial (mtDNA),

foram feitos por Renno et al. (2006).

Trabalhos de sistematica, filogenia e biogeografia de ciclideos, com intuito de
elucidarem sua trajetoria evolutiva, identificacdo de morfotipos incertos e seus possiveis
hibridos e relagdes populacionais baseados em nucleotideos nucleares e mitocondriais
foram elaborados por Sides e Lydeard (2000); Sparks e Smith (2004); Willis et al.
(2006); Stuart et al. (2007); Carvalho et al. (2009); Lépez-Fernandez et al. (2010);
Almeida-Ferreira et al. (2011); Willis et al. (2012) e Willis et al. (2013). Também foram
desenvolvidos microssatélites especificos para espécies ajudando nos estudos da

estrutura genética populacional, historia demografica e na distin¢do entre espécies de
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Cichla (CARVALHO et al., 2009; MACRANDER, 2010; LIMA et al., 2010; WILLIS
etal., 2012; WILLIS et al., 2013). Microssatélites sao repeticdes de nucleotideos de 2-6
pares de bases, em numero repeti¢cGes e tamanhos variaveis, com regides polimorficas,
podendo diferir no numero de repeticdes entre os individuos (TAUTZ, 1989),
apresentando sucesso na identificacdo de espécies e de populacBes, deteccdo de
variabilidade genética de populagdes naturais ou cultivadas, verificagdo de relacdes

filogenéticas entre espécies (ROSENFIELD et al., 2000; PERDICES et al., 2005).

O citocromo oxidase subunidade 1 (COI) é outro marcador molecular que vem
sendo utilizado na discriminacdo entre espécies, permitindo a identificacdo precisa de
espécimes. Este marcador corresponde a uma regido codificante, bastante conservada,
da parte de uma enzima terminal da cadeia respiratéria da mitocdndria. O COI € um
pequeno fragmento de DNA que pode ser usado como identificador padronizado e Gnico
de cada espécie, um ‘“codigo de barras” que ajudaria tanto na identificagdo como na
descoberta de novas espécies (HEBERT et al., 2003; ORTIZ, 2010). A aplicacdo do
COI tem demonstrado bastante eficacia, apontando uma resolucdo de mais de 95% das
espécies de agua doce (WARD et al., 2009); no México, 98% dos peixes dulciaquicolas
foram identificados (VALDEZ-MORENO et al., 2009) e mais de 99% foram
discriminados para a ictiofauna de agua doce neotropicais (PEREIRA, 2013). Esta
técnica também foi utilizada como ferramenta forense na conservacdo e gestdo de
peixes de interesse comercial do Amazonas e na deteccdo de adulteracdo de pescado
marinhos e frutos do mar (PIMENTA NETO, 2013). Para o género Cichla, o COI foi
usado para a diferenciacdo cromossdémica e genética entre as espécies C. kelberi e C.
piquiti e seus provaveis hibridos naturais dos rios Panaréa (PR) e Tieté (SP) (MOURAO,

2012); discriminacdo entre peixes da bacia do Paranad (PR) (PEREIRA et al., 2013) e
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também como ferramenta de identificacdo de diversos tipos de filés e postas para

alimentacdo, incluindo tucunarés (ARDURA et al., 2010).
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ANEXOS

Desenho esquematico do processo de extracdo do microssatélite

DNA gendmico
ACATTAGAGCGACAGACAGACAGACAGACAAGTACTTCACGTACGACTGAATCGGT
TGTAATCTCGC TGTCTGTC TGTC TGTCTGTTC ATGAAGTGCATGCTGACTTAGCCA
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Desenho esquematico da mitocondria de um peixe
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Fonte: http://www.ufsj.edu.br/recgenlab/
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Exemplares de Cichla capturados nos reservatorios de Paulo Afonso
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5- Artigo cientifico

5. 1 - Artigo cientifico |

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista
Neotropical Ichthyology.

Todas as normas de redacdo e citacdo, deste capitulo, atendem as
estabelecidas pela referida revista (em anexo).
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Ferramentas moleculares comprovam uma Unica espécie de tucunaré com ampla
plasticidade fenotipica no submedio do rio Sdo Francisco
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Resumo

Os tucunarés (Cichla spp.) introduzidos no Complexo Hidrelétrico de Paulo Afonso
apresentam identificacdo incerta devido a seus caracteres morfométricos e meristicos
discrepantes com a literatura. Quatro espécies de Cichla, C. kelberi, C. piquiti, C.
temensis e C. monoculus tém sua ocorréncia relatada para a regido Nordeste do Brasil.
Devido ao aspecto invasor destas espécies e ao impacto que causam na ictiofauna do
ambiente receptor, o conhecimento exato da taxonomia é essencial para 0 manejo e a
implementacdo de politicas publicas para o controle de espécies invasoras. O objetivo
desse trabalho foi discriminar 137 exemplares de tucunarés capturados ao longo de 12
meses, através de ferramentas moleculares (COl e microssatélites). Apesar de
individuos com diversos padrdes de coloracdo e morfologia terem sido encontrados, as
analises Bayesiana e de Neighbor-joining, bem como o monomorfismo dos marcadores
microssatélite evidenciaram a ocorréncia de uma unica espécie, Cichla monoculus.
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Introducéo

Diversas introdugdes de peixes tém sido realizadas em reservatorios hidrelétricos
do Brasil com o proposito de aumentar a ictiofauna e, sobretudo, proporcionar melhores
condicdes para a pesca, incrementando a produtividade pesqueira (Gomiero & Braga,
2003). As préticas de introducdo de peixes eram estratégias bastante comuns em
reservatorios brasileiros nos anos 60 até os 90 (Agostinho & Julio Janior, 1999;
Agostinho et al., 2007). Dentre as espécies mais utilizadas nos peixamentos estdo 0s
tucunarés (Cichla spp.), curimatds (Prochilodus spp.), tilapias (Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1758) e Tilapia rendalli (Boulenger, 1897) e as trairas (Hoplias spp.), por
serem consideradas as que melhor se adaptam as mudancas ambientais (Peixoto, 1954;
Borghetti & Ostrensky, 2002).

Entretanto, varios problemas podem surgir a partir dessas atividades, como
disseminacéo de doencas e/ou parasitas, hibridizacéo, reducédo da ictiofauna e a extingéo
de espécies locais (Agostinho & Jalio, 1999; Suarez et al., 2001; Latini & Petrere
Junior, 2004; Vitule, 2006).

Espécies de Cichla foram registradas em acudes do Nordeste (Peixoto, 1954),
nos reservatorios de Furnas e Marimbondo, na bacia do Alto rio Parand (Agostinho &
Julio, 1999; Santos et al., 1994; Carvalho, 2009), no rio Tocantins (Carvalho et al.,
2009), na bacia do rio Paranapanema, sub-bacia do Parana (Moura-Brito et al., 2005) e
em todos os reservatérios da Companhia Energética de Sdo Paulo - CESP (Torloni et
al., 1993). A presenca de tucunares C. kelberi foi registrada no rio Sdo Francisco em
1982 (Sato & Godinho, 1999), e na represa de Trés Marias (Carvalho et al., 2009;
Santos-Clapp & Brasil-Sato, 2014). Ja o C. piquiti, C. cf. kelberi e C. temensis foram
detectados em lagoas e tributarios do Médio Sdo Francisco (Pompeu & Godinho, 2003;
Carvalho et al., 2009; Luz et al., 2009; Luz et al., 2012; Santos et al., 2015), enquanto
C. monoculus, no reservatorio de Itaparica, no Submédio S&o Francisco por Barros
(2004).

Cichla sdo peixes piscivoros, ndo migradores, cuja reproducao ocorre através de
desovas parceladas, principalmente nos meses mais quentes, e possuem cuidado
parental, com a construcdo de ninhos e protecdo da prole (Camara, 2002; Gomiero et
al., 2009). Séo nativos das bacias do Amazonas, Tocantins e Orinoco, e de pequenos
rios que drenam as Guianas até o Oceano Atlantico (Kullander & Ferreira, 2006).

Possuem posi¢do de destaque entre os ciclideos neotropicais quanto a sua capacidade de
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adaptacdo a ambientes lénticos e por apresentarem alta plasticidade fenotipica
(Chellappa et al., 2003; Albertson & Kocher, 2006; Kovalenko et al., 2010), sendo sua
introdugdo em rios e reservatorios considerada uma ameaca potencial as espécies
nativas

A plasticidade fenotipica é a capacidade do organismo se modificar de acordo
com o ambiente (Bradshaw, 1965). Esta caracteristica, aliada ao fato de serem
predadores vorazes e ao sucesso reprodutivo nos mais diversos ambientes, torna a
introducdo dos tucunares nociva a ictiofauna nativa. Como por exemplo, na introducéo
de Cichla kelberi no reservatorio de Rosana, no Alto rio Parana, que resultou no
declinio de 95% da densidade e 80% da riqueza dos peixes locais, avaliado em dois
anos de pesquisa (Pelicice & Agostinho, 2009).

O status taxondmico de exemplares de tucunaré em algumas regies e bacias
brasileiras onde foi introduzido, a exemplo do S&o Francisco (Godinho & Godinho,
2003) e do reservatorio da UHE-Tucurui, rio Tocantins (PA) (Alves & Barthem, 2008),
tem sido incerto, devido ao fato de ndao compartilharem caracteres morfométricos e
meristicos discriminantes para espécies distintas, o que pode ser considerado como
indicio de hibridacdo. Casos de hibridacdo natural em Cichla ja foram relatados no rio
Uatumd, lago da UHE de Balbina (AM) para C. monoculus e C. temensis (Andrade et
al., 2001), e na bacia do rio Parana para C. kelberi e C. piquiti (Gasques, 2014).

Nos reservatérios de Paulo Afonso no Submédio rio S&o Francisco foram
encontrados uma variedade de morfotipos de Cichla que poderia representar mais de
uma espécie de tucunaré e até mesmo possiveis hibridos. Estas hibridacfes naturais
foram enfoque em trabalhos como de Mourdo (2012), nos rios Parana e Tieté, (SP),
Brinn et al. (2004) e Alves (1998) no rio Amazonas.

A caracterizacdo e diferenciacdo de espécies filogeneticamente proximas
utilizando ferramentas moleculares tém sido cada vez mais empregadas, sobretudo para
distinguir ou identificar espécies desconhecidas ou morfologicamente semelhantes
(cripticas), ou mesmo quando ocorre hibridagdo entre espécies simpétricas (Andrade et
al., 2001; Mendonca et al., 2009; Padial et al., 2010; Ponzetto, 2012). O gene
mitcondrial citocromo oxidase subunidade | (COI) € um catalizador terminal da cadeia
respiratoria mitocondrial (Lunt et al., 1996), extremamente conservado dentro de
especies. Este ultimo aspecto o torna apropriado nos estudos de identificagdo
taxonémica, sendo chamado de regido barcode (Hebert et al., 2003a; Hebert et al.,

2003Db). Este gene foi eficiente para identificar mais de 99% das espécies da megafauna
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de peixe de agua doce, da bacia do rio Parana (Pereira et al., 2013), como ferramenta
forense na identificacdo precisa e confidvel de espécies de peixes amazbnicos de
interesse comercial (Ardura et al., 2010), assim como na caracterizacdo de C. kelberi e
C. piquiti e seus hibridos coletados em ambientes naturais (Mourdo, 2013).

A identificacdo taxonémica precisa constitui um passo fundamental para o
conhecimento da biologia do animal e para a construgdo de medidas mitigatorias e de
controle da populacdo invasora. O fato de varios morfotipos serem encontrados no rio
Sdo Francisco torna necessario sua precisa identificacdo taxonémica para auxiliar no
controle bioldgico desta espécie, disponibilizando informacdes para a criacdo de plano

de gestdo pesqueira.

Material e Métodos

O estudo foi realizado nos reservatorios do Complexo Hidrelétrico de Paulo
Afonso, localizado no trecho do Submédio S&8o Francisco e formado pelos
aproveitamentos hidrelétricos de Moxotd, PA 1, 11, 11l e IV (Fig. 1). Foram utilizados
137 exemplares amostrados mensalmente, entre agosto de 2012 e julho de 2013, a partir
da pesca artesanal. De cada individuo foi retirado uma amostra de musculo da regido
caudal e preservada em etanol a 95% para posterior extracdo do material genético. Os
exemplares foram devidamente fotografados, etiquetados e seus dados meristicos,

morfologicos e morfométricos, anotados.
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Fig. 1. Mapa da area de amostragem, com destaque o Complexo de Paulo Afonso
(Bahia, Brasil).
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Procedimentos moleculares

O DNA total foi extraido seguindo o protocolo de Fenol/Cloroférmio/Alcool
Isoamilico (FCI) modificado (Sambrook et al., 1989). Apds a extragdo, o DNA foi
quantificado em espectrofotdmetro e sua integridade, estimada em eletroforese de gel de
agarose.

A amplificacdo por PCR do citocromo oxidase subunidade | foi realizada com os
primers BarcFishll (5'-TCGGACTTAATCATAAAGATATCGGCAC-3') e BarcFish2
(5'- ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3"), descritos por Ward et al., (2005).
As PCRs foram conduzidas em volume final de 25 pL contendo, 1U de Taq polimerase,
300 puM de cada dNTP, 25 mM de Tris-HCL (pH 8,3), 75 mM de KCI, 2,5 mM de
MgCl2, 1uM de cada primer e cerca de 100ng de DNA. O ciclo térmico de amplificacdo
consistiu em uma desnaturacdo inicial a 95°C por 2 min, seguida de 35 ciclos a 95°C
por 30s, 57°C por 30s e 72°C por 1 min, e uma extensao final a 72°C por 10 min. O
produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, para verificar a
amplificacdo do tamanho esperado de 648 pb, e posteriormente, purificado com as
enzimas Exol/SAP para remocdo de primers e de dinucleotideos ndo incorporados. O
sequenciamento foi conduzido em um sequenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, CA, USA). Também foram sequenciadas cinco amostras do Amazonas,
sendo trés de Cichla monoculus: (P19622 — rio Solimdes “Ecologia e Conservagdo de
peixes de agua doce: Projeto Cataldo INPA/MCTI)), (P24183 e P25112 — rio Xingu
cedido pelo Prof® Mark Sabaj “Xingu Projet, NSF DEB — 1257813) e dois C. temensis
(P19639 e P19638 — rio Negro, pelo projeto “Caracterizacdo e prospeccdo de novos
insumos da biodiversidade na éarea do médio rio Negro-AM com potencial
biotecnologico”, convénio SUDAM — Proc. n® CUP 59004/00473/2013-42).

Uma segunda confirmacdo para a espécie foi realizada utilizando dois marcadores
de microssatélites monomorficos para a espécie C. monoculus (CM12 e CM15) (Tabela
1), selecionados do trabalho de Lima et al., (2010). Foi realizada a amplificacéo cruzada
deste primers com outras espécies de Cichla, no qual o autor comprovou que sdo
monomorficos para Cichla monoculus. Cada reagdo de PCR continha 1U de Taq
polimerase, 200 UM de cada dNTP, 10 mM de Tris-HCL (pH 8,3),50 mM de KClI,
2,5mM de MgClI2, 1uM de cada primer e, aproximadamente, 20 ng de DNA para um
volume final de 10 pL. As reagbes foram conduzidas utilizando-se as seguintes
condigdes: desnaturagdo a 94°C por 4 min; 35 ciclos sucessivos de desnaturacéo a 94°C

por 30s, anelamento a 56°C (primer CM12) e 49°C (primer CM15) por 45s, extensdo a
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72° C por 1 min e extensdo final a 72° por 10 min. Os produtos da PCR foram
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 5%. A visualiza¢cdo do DNA foi
feita através do protocolo padrdo de nitrato de prata e os tamanhos dos alelos foram

estimados a partir de um marcador de peso molecular de 10bp (Invitrogen).

N° acesso Taman
Locus | Ta (°C) Repeticdo Sequéncias (5’ 237) Genbank ho
(pb)

F: CCTTGCTATTATTGGGTTGG
CM12 58 (CAC)s R: GAGGCTACAGTTCACATTGG GU391588 248

F: ATGAGAAGTGGCAAGCAGAT
CM15 | 49 (CTITAC) | R TGTGOGAAAGTAAGOAAGE | GU391591 | 280

Tabela 1: Microssatélites monomorficas para a espécie Cichla monoculus.

Andlise dos dados

As sequéncias obtidas foram editadas no software BioEdit e alinhadas no Programa
MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011), usando o ClustalW (Thompson et al.,1994).
Sequéncias da regido COI de Cichla foram selecionadas na base de dados do GenBank,
acesso (Cichla piquiti JN988800; C. kelberi JN988796, JN988797; C. monoculus
JN988798, JN988799, C. orinocensis KF771234, C. temensis FJ440622, AY66278) e
BOLD (Ratnasingham & Hebert, 2007), acesso (C. monoculus FUPR1226, FUPR1227)
para posterior comparacao entre os individuos.

A estimativa de diversidade genética (nucleotidica e haplotipica), assim como as
estimativas do namero e frequéncias dos haplétipos das amostras, bem como o grafico
“mismatch distribution” e os testes de neutralidade Tajima D e Fs de Fu, foram
realizados no programa DNAsp v.5.10.00 (Librado & Rozas, 2009). A rede de
hapl6tipos foi construida no programa Network 4.5.6 calculada pelo algoritmo Median-
Joining (Bandelt et al., 1999).

Foram realizadas duas topologias, a de Neighbor-joining foi gerada pelo modelo
Kimura 2-parametros no software PAUP v. 4.0b10 (Swofford, 2003) com a amostragem
das arvores feitas com 10.000 replica¢Oes de bootstrap por busca heuristica e os valores
dos ramos, estimados por meio de anélise de bootstrap, segundo Xiang et al. (2002). Ja
a inferéncia Bayesiana utilizou o modelo de substituicdo nucleotidica K-80+G,
estimado através do programa JMODELTEST 3,06 (Darriba et al., 2012), gerada no
MrBayes v. 3.0b4 (Ronquist & Huelsenbeck 2003), utilizando 2.000.000 de geracdes. A
especie Retroculus xinguensis (AY662784), pertencente a mesma familia do grupo de
estudo e ja utilizado em filogenias de ciclideos (Lopez-Fernandez et al., 2010; Farias et
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al., 2000; Lopez-Fernandez et al., 2005; Willis et al., 2013) foi utilizada como

outgroup.

Resultados

As 137 amostras foram amplificadas com sucesso para o gene COI, revelando
fragmentos de aproximadamente 541pb. Foram encontrados 22 haplotipos (h=22) entre
as 137 sequéncias de Cichla, contendo 25 sitios polimorficos, 27 mutacdes e o indice de
C+G foi de 45%. A diversidade haplotipica foi de hd=0,2924 e de nucleotideos
(m) de 0,00166.

A rede de haplotipos apresentou formato de estrela, com um haplétipo central
em alta frequéncia compartilhado por 83,9% da populacdo estudada incluindo acessos
de individuos do Alto rio Parand (Fig. 2). Ainda foram verificados haplotipos
exclusivos para os Cichla do Sao Francisco e um grande nimero de mutacGes entre 0s
haplotipos do Amazonas (H21- rio Negro e H22 — rio Solimdes) e 0s demais espécimes
amostrados. Os testes de neutralidade indicaram valores negativos e significativos para
Tajima D (P<0,0001) e FS de Fu (P<0,002) e o teste de expansdo populacional recente,
pela andlise de mismatch aponta para uma distribuicdo com caracteristicas de efeito
gargalo (Tabela 2, Fig. 3).

A topologia obtida (Fig. 4) revelou um agrupamento formado pelos individuos
de Cichla monoculus amostrados no Sdo Francisco e exemplares oriundos da bacia do
Alto rio Parand (PA), separado das demais espécies com alto valor de suporte da
Probabilidade Posterior Bayesiana (PPB = 99%) e de bootstrap (86%). Na topologia,
exemplares de C. monoculus coletados na regido amazonica (rios Negro e Solimdes)
formaram um clado separado das demais espécies de Cichla incorporadas na analise e
do grupo externo.

O diagnostico da distancia par a par (Tabela 3) revelou que todos os espécimes
estudados aparentaram divergéncia genética menor que 2% entre si e as amostras do
Alto rio Parana, e maior para as outras espécies de Cichla comparadas. Os exemplares
de Cichla monoculus do Amazonas também mostraram uma divergéncia maior que 2%,
tanto em relagdo aos exemplares do S&o Francisco, quanto em relagdo aos do Alto
Parana.

Além da avaliagdo feita por COI, tambem foram utilizadas dois loci
microssatélites (CM12 e CM15) espécie-especificos para Cichla monoculus
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(monomodrficas). Todos os individuos apresentaram um Unico padrdo de bandeamento,
monomorfico, com um Unico alelo para cada loci, de 248bp e 280bp, respectivamente
para CM12 e CM15 (Fig. 5).

[ rios Negro e Solimdes (AM)
Il alto rio Parana (PR)
[ rio SAo Francisco (BA)

Fig.2: Rede de haplétipos de Cichla monoculus, amostrados nos rios Séo Francisco,
Negro, Solimdes e Alto rio Parand, por meio do método de Median-Joining. Os circulos
numerados representam os haplétipos (H_) e o seu didametro a frequéncia do haplétipo.

— Exp

---gr- Ohs

10 20 30
Pairwise Differences

Fig. 3: Andlise da distribuicdo de mismatch mostrando a distribuicdo com
caracteristicas de efeito gargalo.
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Fig. 4: Arvore consenso Bayesiana reconstruida com base em sequéncias do gene
mitocondrial COI (bp) utilizando 137 espécimes de Cichla e seis do GeneBank e
BOLD, mais a espécie Retroculus xinguensis como grupo externo. Para o suporte de
ramo, 0s nimeros da esquerda sdo as probabilidades posteriores obtidas pela analise
Bayesiana e os da direita, os valores de bootstrap obtidos pela analise de Neighbor-
Joinning pelo modelo K2-P
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Fig. 5: Padrdo eletroforético em gel de poliacrilamida dos produtos amplificados do
DNA das amostras de Cichla coletadas no rio Sdo Francisco por PCR utilizando o locus
CM15. Em destaque duas amostras de Cichla monoculus.

Tabela 2: Composi¢do nucleotidica do Gene COI para as 137 sequéncias analisadas e
testes de neutralidade

Numero de sequéncias 137

NUmero de sites 541

NUmero de sites variaveis S=25

Ndmero total de mutacGes n=27

Numero de haplétipos H=20

Diversidade haplotipica hd = 0,2924
Diversidade nucleotidica T =0,0016

C+G 45%

Tajima’s D -2,60365 / P < 0,0001

FS Fu’s -6,58235 / P < 0,002
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Discussao

A despeito da variedade de padrdes morfométricos dos individuos analisados,
os dados genéticos confirmaram a existéncia de uma Unica espécie: Cichla monoculus.
O resultado aponta um clado bem suportado contendo os espécimes do S&o Francisco e
do Alto rio Parand, que compartilham o mesmo hapl6tipo, permitindo a discriminagdo
da espécie com formacédo de um grupo coeso.

Diante destes resultados, é possivel inferir que tanto os tucuranés (Cichla
monoculus) do rio Sdo Francisco quanto os do Alto rio Parana sejam provenientes de
um mesmo estoque fundador. Dados historicos relatam que os peixes da bacia
amazonica eram transferidos para centros de criacdo de peixes no Nordeste, nos anos
60, para serem distribuidos para acudes e reservatorio da regido, e em seguida, para o
sul e sudeste do Brasil (Fontenele, 1948; Fontenele e Peixoto, 1979; Agostinho e Julio
Junior, 1999), incluindo os tucunarés. Sendo assim, € provavel que as populacdes de C.
monoculus encontradas no rio S&o Francisco e no rio Parand provenham de um mesmo
local de origem.

A utilizacdo de um Unico gene, COI, para taxonomia de espécies é defendida
por autores como Ratnasingham & Hebert (2007) e Hebert et al. (2003b). A acurécia na
identificacdo de peixes por DNA barcode ja demonstrou ser altamente eficaz, chegando
a distinguir com precisao espécies de peixes marinhos e peixes ornamentais australianos
e do Sudeste e Sul do Brasil (Ward et al, 2005; Steinke et al., 2009; Ribeiro, 2012),
peixes duciaquicolas da América do Norte e do México e Guatemala (Hubert et al.,
2008; Valdez-Moreno et al., 2009); 74 espécies de tubardes (Wong et al., 2009), peixes
comerciais do Amazonas (Ardura et al., 2010) e mais de 200 espécies de peixes de dgua
doce da regido Neotropical, discriminado inclusive espécies altamente relacionadas,
entre elas Cichla kelberi, C. monoculus e C. piquiti. (Pereira et al., 2013).

Inicialmente, acreditava-se que a variedade de morfotipos encontados nas
amostras seria o0 resultado de mais de uma espécie de Cichla e possivelmente a sua
hibridacdo. Contudo, apds as analises moleculares de COIl esta hipdtese foi descartada,
sendo ratificada pelos resultados da amplificagdo monomérfica dos microssatélites
especie-especificos para Cichla monoculus. Marcadores microssatélites para Cichla
foram desenvolvidos tanto para auxiliar na identificacdo da espécie, filogenia, estudos
de estrutura populacional e conservacdo (Farias et al., 2001; Medeiros et al., 2006;
Teixeira, 2008; Macrander, 2010; Carvalho et al., 2009, 2013, 2014).
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O efeito fundador é comum em populac6es introduzidas em que uma pequena
parte da populacdo original é levada para uma nova localidade, diminuindo assim sua
diversidade genética (Lee, 2002; Prentis et al., 2008), que poderia acarretar a endogamia
e a uma possivel extincdo (Frankham, 1996). Entretanto, apesar dos resultados
apontarem para um efeito de gargalo populacional, em decorréncia do efeito fundador,
os dados moleculares mostram também que a populacdo estudada se apresenta em
expansdo. O sucesso dos Cichla em novos ambientes é atribuido & sua capacidade
adaptativa, se estabelecendo com éxito no ambiente receptor devido a plasticidade
fenotipica, e a capacidade reprodutiva, adaptando-se as condicdes ecologicas adversas,
dificultando um controle eficaz (Chellappa et al., 2003; Chandler et al., 2008; Carvalho
et al., 2009; Kovalenko et al., 2010; Gasques et al., 2014).

Tendo em vista a grande capacidade dessas espécies em se adaptar a novos
ambientes, e aos diversos problemas ecologicos que as espécies introduzidas possam
causar a0 ambiente receptor como a reducdo da biodiversidade ictiofaunistica local
(Godinho et al., 1994; Pompeu & Godinho, 2001; Chellappa et al., 2003; Kovalenko et
al., 2010), a identificacdo correta do status taxonémico é fundamental para fazer futuras
avaliacdo ecoldgicas com o objetivo de desenvolver estratégias de manejo e impactos

que possam trazer para regido.
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5. 2 - Artigo cientifico Il

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista
Neotropical Ichthyology.

Todas as normas de redacdo e citacdo, deste capitulo, atendem as
estabelecidas pela referida revista (em anexo).




LUZ, S.C.S. Identificagdo molecular e biologia reprodutiva do tucunaré e suas interagdes.... 62

Aspectos da biologia reprodutiva e suas relagdes com os caracteres
morfométricos de Cichla monoculus em reservatorios do rio Sao Francisco

Sandra Cristina Soares da Luz?, Renata Triane Felix 2, Paulo José Duarte-Neto 3,
William Severi! e Maria Raguel Moura Coimbra®

! Departamento de Pesca e Aquicultura, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Rua Dom Manuel de
Medeiros, Dois Irmdos, CEP: 52171-900 Recife/Pernambuco (PE), Brasil. (SCSL) sandracluz7@hotmail.com, (WS)
wseveri@gmail.com (corresponding author), (MRMC) maria.rmcoimbra2@ufrpe.br

2Departamento de Morfologia, UFRPE, Recife/PE, Brasil. (RTF) renatatfelix@gmail.com

3Departamento de Estatistica e Informatica, UFRPE, Recife, PE, Brasil. (PJDN) pjduarteneto@gmail.com

Resumo

Varias espécies de tucunaré foram introduzidas em lagos e reservatorios
brasileiros ao longo de décadas, com o intuito de aumentar a producdo pesqueira e
incrementar a pesca esportiva. No Complexo Hidrelétrico de Paulo Afonso, bacia do rio
Sdo Francisco, foi indentificada Cichla monoculus, sendo que esta espécie apresenta
diversos morfotipos que poderiam estar relacionados com o estddio de maturacdo
gonadal. Para verificar se existe tal relacdo, foi investigada a biologia reprodutiva de C.
monoculus e caracterizados seus estadios gonadossomaticos (I, I, 11l e 1V), os quais
foram correlacionados aos dois padrbes de coloracdo cinza e amarelo observados. A
proporcdo sexual de 1,3:1 (fémeas:machos) e uma reducdo no tamanho de primeira
maturacdo para ambos os sexos foram observadas. Os individuos apresentaram um
longo periodo reprodutivo, tendo os valores do fator de condicdo (K) seguido a mesma
tendéncia, com pico nos meses chuvosos para a regido. Através da analise morfométrica
ndo foi possivel observar correlacdes entre os estadios maturacionais, ou entre 0s Sexos,
tampouco com relacdo a forma ou a coloracdo. Mesmo ndo havendo diferenca
significativa, foi possivel observar dois padrGes entre as cores, indicando diferencas nos
marcos anatdmicos em relacéo a posicdo da boca, a disposicao da nadadeira dorsal e ao
formato da cabeca (pela posi¢do do final do opérculo). O morfotipo “cinza” exibiu um
perfil corporal mais fusiforme, com a parte dorsal mais rebaixada e a ventral arqueada, e
posicdo da boca relativamente inferior em comparagdo ao morfotipo “amarelo”.
Acredita-se que os morfotipos encontrados estejam relacionados a plasticidade
fenotipica que os ciclideos apresentam em resposta ao ambiente.

Palavras-chave: morfometria geométrica, plasticidade fenotipica, tucunaré
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Introducéo

Cichla monoculus é uma espécie endémica do rio Amazonas (bacia Amazonica e
sub-bacia Tocantins-Araguaia) (Sampaio et al., 2000; Kullander & Ferreira, 2006),
introduzida em varias bacias e acudes do Brasil, principalmente por programas de
peixamento de hidrelétricas e 6rgdos governamentais para pesca esportiva, controle
bioldgico de outras espécies e como recurso econdmico e alimentar para as populagdes
ribeirinhas (Petrere Junior 1996; Orsi & Agostinho, 1999; Nascimento et al. 2001;
Sales, 2001; Chellappa et al., 2003; Santos et al., 2006; Kullander & Ferreira; 2006;
Brifiez et al., 2013).

A ocorréncia de C. monoculus esta descrita para o rio Paranapanema (PR) (Orsi
& Agostinho, 1999), lagos da bacia do rio Doce (MG) (Latini & Petrere Jr., 2004),
reservatorio de Lajes (RJ) (Santos et al., 2001) e rio Grande (SP/MG) (Braga, 2001). No
reservatorio da hidrelétrica de Itaipu e nas planicies de inundacdo adjacentes (PR/MS)
(Agostinho, 1994; Agostinho et al., 2005), varios morfotipos que se assemelham a C.
monoculus foram encontrados, tornando sua identificacdo duvidosa. A introducédo deste
peixe também foi relatada em reservatorios do semiarido brasileiro, como em um agude
do Rio Grande do Norte (Camara et al., 2002), sendo considerada uma das espécies
amazonicas mais bem adaptadas ao clima da regido, contribuindo com 40% da producéo
pesqueira (Abreu & Silva, 1987). Na bacia do Sao Francisco, a espécie foi citada pela
primeira vez na represa de Trés Marias (MG), regido do Alto rio Sdo Francisco, em
1980 por Sato & Godinho (1988) e, posteriormente, na mesma represa por Sato &
Godinho (1999), Gomes & Verani (2003) e Thé et al. (2003), bem como no reservatorio
de Itaparica (submédio Sao Francisco) (Barros, 2004).

O comportamento reprodutivo das espécies de Cichla foi observado no ambiente
natural (Fontenele, 1950; Zaret, 1980; Magalhdes, 1996; Camara, 2002; Camara, et al.,
2003; Gomeiro & Braga, 2004; Souza et al., 2005; Gomiero et al., 2009), incluindo
comportamento de corte, cuidado parental e formagdo de ninho por ambos 0s sexos.
Além da adesividade dos ovos, apds a eclosdo, as larvas possuem Orgaos adesivos que
auxiliam a fixacdo ao substrato. No periodo reprodutivo, os machos apresentam
dimorfismo sexual, formando uma gibosidade (protuberancia) na regido frontal da
cabeca (pos-occipital) pelo acimulo de tecido adiposo.

Anélises morfométricas, padrdo de coloracdo e proporcdes corpoOreas Ssdo

usualmente utilizados na identificacdo de peixes, como os Cichla, cuja chave
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taxonémica com 15 espécies, é baseada nestes caracteres (Kullander & Ferreira, 2006).
Entretanto, dificuldades na taxonomia deste género séo relatadas por diversos autores
(Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2008; Carvalho et al., 2009), com descri¢do de
interpretacdes dubias, a exemplo de Cichla kelberi (Kullander & Ferreira, 2006) e
Cichla piquiti (Kullander & Ferreira, 2006), que foram identificados erroneamente
como Cichla monoculus Spix, 1831 e Cichla ocellaris Steindachner, 1801, no rio
Parana (Oliveira et al., 2006). Alias, C. monoculus foi por muito tempo descrito como
C. ocellaris (Fontenele, 1950; Val & Almeida-Val, 1995).

A morfometria geométrica € capaz de descrever e localizar mais claramente as
regides de mudangas na forma e, sobretudo de reconstruir graficamente estas diferencas,
através de marcos anatdmicos (Bookstein, 1991, Cordeiro-Estrela & Fornel, 2015). Esta
técnica propicia a interpretacdo e comparacdo dos padrGes de variacdo de caracteres
quantitativos e entre parametros bioldgicos subjacentes as relacbes morfoldgicas entre
individuos, na discriminacao entre grupos intraespecificos ou populagdes geograficas ou
mesmo diferenciacdo entre sexos (Viana et al., 2006; Nunes, 2008; Franssen, 2011;
Araujo et al. 2012; Fabrin et al., 2014; Reiss & Grothues, 2015), principalmente quando
os carateceres morfologicos sao semelhantes, como nos ciclideos.

Como os ciclideos desenvolveram um alto grau de plasticidade fisiologica que
Ihes garante a manutencé@o de populagdes nos ambientes em que séo introduzidos (Val
& Almeida-Val, 1995; Val et al., 1996), eles tendem a se adequar as novas situacdes
ecologicas, com grande vantagem sobre outras espécies.

O estudo da biologia reprodutiva de Cichla monoculus é fundamental para o
entendimento dos ciclos bioldgicos, permitindo entender a dindmica dessa populagédo no
ecossistema aquatico e a diversidade de taticas envolvidas que influenciam na estratégia
dos individuos no seu ambiente. O objetivo desse trabalho foi avaliar a existéncia de
correlacdo entre os estadios maturacionais de Cichla monoculus e sua morfologia

externa, que justifique os padrdes morfométricos encontrados entre seus individuos.
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Material e Métodos

A area de estudo compreendeu os reservatorios do Complexo Hidrelétrico de
Paulo Afonso, localizado no submédio S&o Francisco, formado pelos aproveitamentos
hidrelétricos de Moxoto, PA I, 11, Il e PA IV (Fig. 1).

Foram capturados 482 exemplares adultos de Cichla, amostrados mensalmente,
entre agosto de 2012 e julho de 2013, junto a pescadores da regido. Cada individuo foi
devidamente fotografado, etiquetado e anotados seus dados meristicos, morfologicos e
morfométricos. Apo6s a identificacdo por analise molecular (Luz et al., no prelo),
resultando na espécie Cichla monoculus, os individuos foram separados visualmente por
padrdo de coloracdo amarelo e cinza, atribuida como coloracdo predominante em mais

de 50% do corpo do animal.
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Fig. 1. Mapa da area de amostragem, com destaque para 0 Complexo de Paulo Afonso
(BA) e sua posigéo na bacia do rio S&o Francisco.

Biologia reprodutiva

Em laboratorio, foram aferidos o peso total (PT) em gramas e o comprimento
padrdo (CP) em milimetros de cada exemplar. As gbnadas foram inspecionadas para
identificacdo do sexo e estadio maturacional (Vazzoler, 1996 - modificado) e, em
seguida, pesadas. Os exemplares que ndo tiveram o sexo e o estadio maturacional
determinados visualmente foram submetidos a analise histologica, mediante coloragéo

com Hematoxilina/Eosina Floxina.
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Foram avaliadas, ainda, a estrutura da populacdo por composicdo em Sexo e
comprimento, bem comoa propor¢do sexual, através da relacdo do numero total de
machos e fémeas para todos os meses de coleta e entre as classes de comprimento,
foram avaliadas aplicando-se o teste ndo parameétrico de qui-quadrado (p>0,05)
(Mendes, 1999), para a frequéncia de ambos 0s sexos.

A relacdo gonadossomaética (RGS) e o calculo do fator de condicdo (K) foram
analizados separadamente para machos e fémeas, sendo RGS=(PG/PT)x100 e
K=PT/CP®, assumindo b como coeficiente angular da regressdo peso-comprimento
(Vazzoler, 1996). O periodo reprodutivo foi estabelecido através da relacdo entre os
valores médios de RGS e a distribuicio mensal da frequéncia dos estadios
maturacionais e do fator de condicéo (Vazzoler, 1996).

A determinacdo do tipo de desova baseou-se na distribuicdo das classes de
didmetro de ovocitos encontrados em todos os estadios de maturidade sexual das fémeas
(Vazzoler, 1996). Imagens dos estadios, caracterizados através dos cortes histoldgicos,
foram digitalizadas e analisadas atraves do software ImageTool (versdo 2.0) para
Windows (The University of Texas Health Science Center in San Antonio, TX, USA).
A fecundidade foi determinada pelo método gravimétrico, mediante a contagem de
ovécitos de fémeas maduras, baseada numa aliquota de peso de 0,1 g de cada par de
ovarios, usada para medicdo e contagem sob estereomicroscopio. O numero total de
ovocitos (N) foi calculado com base na equacdo N=(n-Wg)/w, sendo n (numero de
ovocitos na aliquota retirada), Wg (peso total dos ovarios) e w (peso conhecido da
aliquota) (Vazzoler, 1996), e a fecundidade expressa em relacdo ao comprimento
(FRC=N/CP) e ao peso (FRP=N/PT).

O comprimento médio de primeira maturacdo sexual (L50) foi estimado por
meio do ajuste de uma curva logistica a frequéncia relativa de individuos maduros em
cada classe de comprimento (CP), de acordo com a férmula: Mf=1/[1+exp(a+b*CP)],
onde Mf é a fragdo dos individuos que se encontram aptos a reproducéo (Fonteles-Filho,
1989). O ajuste dos pontos foi feito através do método de méxima verossimilhanca

(maximum likelihood).

Dados meristicos, morfométricos e estatistica linear
Foram selecionados 113 individuos de Cichla monoculus para a anélise
morfométrica, sendo 77 fémeas e 36 machos, de acordo com a integridade do peixe

(nadadeiras completas e escamas), segundo 0s caracteres necessarios para as analises.
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Foram definidas nove medidas corpdreas longitudiniais, tomadas em milimetros (mm) e
onze dados para contagem meristica, sendo 77 fémeas e 36 machos, como descrito nas
Fig. 2 e Tabela 1.

Os dados morfometricos foram logaritimizados a fim de normalizar a
distribuicdo da variancia e os conjuntos, transformados (Lleonart et al., 2000), para
retirar o efeito alométrico, utilizando-se a formula de correcdo do efeito do tamanho,
Y*i =Y (Xo/Xi)?, em que Y*i = medida morfométrica padronizada para cada individuo
i; Yi = i-ésima observacdo da medida morfométrica Y; Xo = comprimento total (CT)
médio de toda a amostra; X; = comprimento total do individuo i; e p = coeficiente
alométrico, obtido pela linearizacdo da equagdo de Huxley & Teissier (1936): logYi =
loga + BlogXi, utilizando todos os individuos.

Foram utilizados os testes de Mann-Whitney ou t-student (dependendo da
normalidade dos dados) para verificar as diferencas de médias entre os exemplares e a
técnica de analise de componentes principais (PCA) para avaliar a variagao
morfométrica dentro do grupo e sua relacdo entre os grupos (Reis, 1988). As anélises

foram conduzidas no Programa Statistica 6.0.

DPA

nad. caudal

Lieha Lateral

nad. anal
nad. pélvica

Fig. 2. Esquema das medidas longitudinais (A) e dados meristicos de Cichla (B).
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Tabela 1. Descricdo das medidas morfométricas e dados meristicos analisados de
Cichla monoculus no Complexo Hidrelétrico de Paulo Afonso.

Descricdo dos dados meristicas Descrigdo das medidas longitudinais
13dors.  N°de espinho da 12 nadadeira dorsal CP Comprimento padrdo
2%dors. NP de espinho da 22 nadadeira dorsal AC Altura do corpo
2%dors.  N°de raios da 2% nadadeira dorsal APC Altura do penduculo
R.cald.  N°de raios nadadeira caudal ACB Altura da cabeca
R.anal  N° de raios nadadeira anal DO Diémetro do olho
R.pélv.  N° de raios nadadeira pélvica DI Distancia interorbital
R. peit.  N°de espinhos + raios nadadeira peitoral DPD Distancia pré-dorsal
EPC Escamas do penddculo caudal DPV Distancia pré-ventral
LLA Linha lateral anterior DPA Distancia pré-anal
LLP Linha lateral posterior

El Linha lateral mediana

Morfometria Geométrica

Foram separados 76 individuos, dentre os 113 amostrados, que foram
selecionados segundo critérios de preservacdo morfolégica do peixe e, posteriormente,
qualidade das fotos. Os exemplares foram digitalizados por camara Fujifilm Finepix
$2980, acoplada em base fixa para obter uma altura padrdo de 50 cm e diminuir as
distorcdes entre as fotografias. Foram escolhidos 14 marcos anatdmicos, utilizando
alguns ja usados por Reiss & Grothues (2015) na diferenciacdo das formas de Cichla
kelberi. Também foram acrescentados marcos na regido da cabeca e nadadeira peitoral,
a fim de verificar se existe variacdo na forma anterior do corpo. Os individuos foram
verificados quanto ao sexo, estadio gonadal (I, Il, 11l e 1V) e padrdo de coloracédo (cinza
e amarelo), sendo 22 fémeas e 14 machos cinza e 31 fémeas e 9 machos amarelos.

Os marcos anatdbmicos foram pontuados nas seguintes regides: 1. regido anterior
do crénio; 2. regido posterior do osso da mandibula; 3. extremidade do opérculo; 4.
inser¢do superior da nadadeira peitoral; 5. insercdo inferior da nadadeira peitoral; 6.
insercdo anterior da nadadeira dorsal; 7. insercdo posterior da nadadeira dorsal; 8. regido
mediana superior do peddnculo caudal; 9. regido mediana inferior do peddnculo caudal;
10. insercdo posterior da nadadeira anal; 11. inser¢do anterior da nadadeira anal; 12.
insercdo anterior da pélvica; 13. regido na cabeca acima da linha mediana do olho; e 14.
inicio da segunda nadadeira dorsal (Fig. 3).
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O Programa TPSUtil (TPS Utility Program), versao 1.60, foi utilizado para criar
um Unico arquivo de imagem de todos os exemplares, enquanto as digitalizagdes dos
marcos anatémicos e a determinacdo das medidas foram conduzidas no algoritimo
TPSDIG2, versdo 2.18 (Rohlf, 2010). Ja para a determinacdo do consenso medio dos
individuos, suas coordenadas e deformacdes parciais e relativas da Morfometria
Geomeétrica, utilizou-se o programa MorphoJ (Klingenberg, 2011). Tais anélises de
deformacg0es parciais e relativas consistem na utilizagdo de marcos anatdmicos que
permitem identificar as variacGes de forma entre as estruturas morfologicas homaélogas
nos diferentes exemplares, independentemente do tamanho das estruturas, eliminando
parte da influéncia ambiental (Bookstein, 1991, Rohlf & Marcus 1993, Rohlf, 2000).

Para a verificagdo da formacdo ou ndo de grupos homogéneos, aplicou-se a
analise de componentes principais e analise discriminante, empregando a distancia de
Malahanobis. Nesta ultima analise, os individuos sdo classificados como pertencentes
aos grupos de acordo com a menor distancia entre eles e os centroides dos grupos.
Posteriormente, as andlises de validacdo cruzada sdo utilizadas para a verificacdo da
eficiéncia das equacdes geradas, a partir das caracteristicas extraidas, para classificar

corretamente os individuos dentro de seus respectivos grupos (Stone, 1978).

Fig. 3. Delimitagdo dos marcos anatdmicos dos Cichla cathrados no Complexo
Hidrelétrico de Paulo Afonso — BA, submédio rio S&o Francisco.

Resultados
Foi analisado um total de 378 tucunares, sendo 217 fémeas e 161 machos. O
comprimento padrdo das fémeas variou de 211 a 316 mm (média 254,78 mm) e dos
machos, de 185 a 313 mm (média 264 mm), sendo a maior abundancia nas classes de

115, 0 a 135,0 mm para ambos os sexos (Figura 4).
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Fig.4: Distribuicdo por classe de tamanho de machos e fémeas de Cichla monoculus
capturados no Complexo Hidrelétrico de Paulo Afonso — BA.

N&o houve diferenca significativa na abundancia entre os sexos para todos 0s
individuos amostrados durante o periodo analisado (2 calculado = 2,19 < 2 tabelado =
3,84), com proporcao sexual total de 1,3 fémeas para um macho. Com relacdo a andlise
mensal, foi observada diferenca significativa ao longo do ano, sendo novembro e
dezembro de 2012 e janeiro e junho de 2013, os meses com predominancia de fémeas, a

excecdo de julho de 2013, quando os machos predominaram (Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncias mensais absoluta (n) e relativa (%) e nivel de significancia de
proporcao sexual (x2) de Cichla monoculus capturados no Complexo Hidrelétrico de
Paulo Afonso — BA.

Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)

Meses x2
Fémeas Machos Fémeas Machos
Out/12 34 24 58,62 41,38 2,97
Nov/12 16 9 64,00 36,00 7,84*
Dez/12 29 9 76,32 23,68 27,70*
Jan/13 28 10 73,68 26,32 22,44*
Fev/13 9 12 42,86 57,14 2,04
Mar/13 12 14 46,15 53,85 0,59
Abr/13 21 29 42,00 58,00 2,56
Mai/13 23 18 56,10 43,90 1,49
Jun/13 27 28 49,09 50,91 0,03
Jul/13 19 31 38,00 62,00 5,76
Ago/13 25 26 49,02 50,98 0,04
Set/13 14 14 50,00 50,00 0,00
Total 257 224 53,43 46,57 0,47

*Diferenca significativa para y2 > 3,84
O tamanho médio de primeira maturagéo (Lso) de fémeas e machos foi estimado

em 200 e 164,80 mm, respectivamente. Devido a falta de fémeas imaturas na amostra, o
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tamanho de primeira maturacdo foi estimado através do menor exemplar em inicio de

maturacdo sexual (Fig. 5).

1,00

m@uras
o
o
N\,

Porcentagem de fémeas

0,00

0 100 200 300 400
Comprimento padrdo (mm)

Fig. 5: Distribuicdo do tamanho meédio do comprimento padrdo (Lso) das fémeas
maduras Cichla monoculus capturados no Complexo Hidrelétrico de Paulo Afonso —
BA.

Os estadios em maturacdo, maduro e desovado foram frequentes durante todo o
periodo analisado para ambos os sexos, com menor frequéncia de machos maduros
entre janeiro e marco. A ocorréncia de individuos em todos 0s estadios maturacionais,
principalmente maduro e desovado, mostrou que esta espécie desova ao longo de todo o
ano.

As relagdes gonadossomaticas apresentaram menores valores em novembro
(RGSmédio = 0,246 e 0,036 fémeas/machos) e picos em janeiro (RGSmédio = 5,93 para
as fémeas) e fevereiro (RGSmédio = 0,239 para os machos), sendo observado um
sincronismo entre 0s sexos. A RGS apresentou queda entre janeiro e margo em ambos
0s sexos. Os valores médios do fator de condi¢do (K) foram analisados separadamente
para machos e fémeas, em todo o periodo analisado. Ambos apresentaram valores mais
elevados de K em marco, decaindo a partir desse més, mantendo-se baixos até setembro.
Os valores médios da RGS foram relacionados com os valores médios de K,
observando-se que seguiram uma mesma tendéncia, com picos no inicio do ano para
ambos 0s sexos, apresentando um longo periodo reprodutivo (abril a janeiro).

Para o calculo da fecundidade absoluta (FA) foram utilizadas 46 fémeas
maduras. A fecundidade absoluta de C. monoculus variou de 3.943 a 8.677 ovocitos,
com meédia de 6.441,03 ovacitos (dP =105,20), considerando os ovdcitos vitelogénicos
com didmetros de 702,0 a 2.904,0 um
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Fig. 6: Distribuicdo mensal da frequéncia relativa (%) dos estadios maturacionais de
fémeas (A) e machos (B); relacdo gonadossomatica e fator de condicéo de fémeas (C) e
machos (D) de Cichla monoculus capturados no Complexo Hidrelétrico de Paulo
Afonso — BA.

Rela¢bes morfométricas

Foram utilizados dados de 112 individuos, sendo 18 machos (CP 170 — 293 mm)
e 27 fémeas (CP 215 — 292 mm) com coloragéo cinza e 17 machos (CP 214 — 313mm)
e 50 fémeas (CP 200 — 296 mm) com coloracdo amarela. As amostras foram analisadas
por razdes morfométricas proporcionais entre o comprimento padrdo (CP) e as oitos
medidas corpdreas (AC, APC, ACB, DO, DI, DPD, DPA e DPV) dos individuos
amostrados e para Cichla monoculus descritas por Kulander e Ferreira (2006).

As razdes morfométricas foram testadas quanto aos morfotipos por padrdo de
coloracdo (cinza e amarela) e quanto ao sexo dos individuos amostrados e quanto as
especies Cichla monoculus, C. kelberi, C. piquiti e C. temensis descritas por Kulander e
Ferreira (2006) (Tabela 3). Verificou-se que ndo houve diferencas significativas para as
sete varidveis analisadas individualmente e em relacdo ao sexo, aos morfotipos e as
quatro espécies ja descritas na literatura. Os caracteres meristicos se sobrepdem entre as

espécies de Cichla, so apresentando diferenciacdo para 0 numero de escamas das linhas
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laterais superior e inferior e da linha mediana, quando confrontado com os dados da
literatura para C. monoculus.

Quanto a analise de componentes principais, onde é possivel subsidiar a sele¢éo
dos caracteres que melhor discriminam os morfotipos analisados, ndo foi observada a
formacéo de grupos. Os quatros primeiros componentes principais explicam 83,68% da

variacdo total (Tabela 4).

Tabela 3: Valores minimo, maximo e média dos dados morfométricos, proporcoes
corporais em relacdo a CP e dados meristicos dos morfotipos amarelo e cinza e de
Cichla monoculus, C. kelberi, C. piquiti e C. temensis j& descritas na literatura
(Kullander & Ferreira, 2006). p corresponde a diferenca significativa entre as razdes. As
abreviaturas dos dados morfométricos e meristicos constam da Tabela 1.

Espécies/Grupos  Morfotipo  Morfotipo Cichla Cichla  Cichla  Cichla KW-H/
“Amarelo “Cinza” mononulus  kelberi  temensis piquiti p
N 68 45 35 10 31 20
Min. 172,0 44,3 48,1 45,5 65,2 48,1
CP  Max. 315,2 3439 275,5 375,0 298,0 275,5
Média 261,3 200,5 212,0 193,1 192,6 212,0
Min. 21,1 21,2 22,0 18,2 20,9 22,0 10,6372
ACB Max. 28,8 29,7 25,7 21,8 23,6 25,7 /
Média 22,6 24,1 23,9 19,9 22,0 23,9 04247
Min. 10,2 9,9 11,3 8,6 10,0 11,3  0,7692
APC  Max. 12,5 12,6 12,3 11,3 12,1 12,3 /
Média 11,2 11,1 11,6 9,9 11,1 11,6  0,3824
Min. 19,9 27,1 28,7 21,3 20,9 28,7  0,9851
AC  Max. 29,6 34,6 33,7 27,3 23,6 33,7 /
Média 29,8 30,6 32,0 24,5 22,0 32,0 0,3232
Min. 6,0 6,8 7,4 6,0 6,7 7,4 1,5514
DO Max. 6,8 11,3 11,0 10,5 11,2 11,0 /
Média 6,3 8,5 8,2 7,8 7,9 8,2 0,2157
Min. 8,8 7,7 7,9 6,2 6,9 7,9 0,1619
DI Max. 9,6 9,9 9,7 8,0 8,1 9,7 /
Média 9,2 8,8 8,9 7,0 7,5 8,9 0,6874
»  1iors. 14-16 15-16 15-16 15-16 14-16 15-16
S 2adors. 31-33 31-33 32-33 31-33 31-33 32-33
E’ R.anal 11-12 10-12 11-12 10-12 11-12 11-12
§ R. peit. 13-14 13-14 13-14 14-16 14-15 13-14
g LLA 37-51 35-51 40-48 42-56 40-48
® LLP 32-38 31-39 30-38 32-41 30-38
0 g 71-81 70-79 76-83 88-109  78-104 76-83

Tabela 4. Autovalor, variancia explicada (%) e variancia explicada
acumulada (%) dos cinco primeiros componentes principais.
Variancia Variancia Explicada

Componentes Autovalor

Explicada (%) (% acumulada)
CP1 2,2206 27,7572 27,7572
CP2 1,9414 24,2679 52,0251
CP3 1,5548 19,4350 71,4601
CP4 0,9777 12,2214 83,6816

CP5 0,6759 8,4484 92,1300
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Morfometria Geométrica

A anélise para o tamanho do centroide também néo apresentou significancia para
0 sexo e os morfotipos (p = 0,4644), sugerindo que o tamanho médio dos individuos
deste estudo ndo influenciou nas analises quanto a morfologia dos espécimes estudados.

Os resultados da analise de variaveis canbnicas também ndo diferiram
significativamente entre os exemplares do estudo, cor e estddio maturacional e cor e
sexo. As fungdes 1 e 2 da anélise da variagdo candnica, representaram 33,20% e
30,18%, respectivamente, com o valor acumulado de 60,38% entre as amostras da
funcdo discriminante para cor/ estadio maturacional e 49,21 e 32,31%, com valor
acumulativo de 81,53% para cor/sexo. Na distribuicdo dos exemplares plotados,
observou-se a sobreposi¢do dos pontos, demonstrando claramente que 0s espécimes nao
se diferenciaram (Fig 7). A mesma tendéncia foi encontrada para a validacéo cruzada (p
< 0,05), indicando que ndo houve interacdo entre sexos, coloracdo e entre coloragédo e
estadio gonadal (Tabela 5). As taxas de classificacdo, quando confrontadas com os
tipos, mostraram que menos de 50% dos individuos foram alocados corretamente
(Tabela 6). As diferencas morfoldgicas entre os tipos podem ser visualizadas nos
diagramas de dispersdo e os ventores de deformacdo (Fig. 8), nos quais observa-se
mudangas na orientacdo da boca (marcos 1 e 2), na disposicao do dorso (marcos 6 e 14)
e na disposicdo da nadadeira ventral (marcos 3, 4, 5 e 12). Os peixes com morfotipo
amarelo exibiram um perfil mais alto, uma boca mais inferior e a nadadeira anal mais
alongada enquanto o morfotipo cinza, possui o tipo mais fusiforme, uma boca mais

superior e uma nadadeira anal mais curta.
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Fig. 7. Diagrama de ordenacdo da analise de variaveis candnicas (CVA) entre cor e
estadio maturacional (A) e entre sexo e cor (B) dos morfotipos de Cichla capturados
no Complexo Hidrelétrico de Paulo Afonso — BA.
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Fig 8: Resultado da classificacdo por validacdo cruzada da analise discriminante entre
os exemplares de cores amarela e cinza de Cichla monoculus (A) e os vetores de
deformacéo representando as alterages na forma do corpo (B). Morfotipo amarelo —

linha azul claro: morfotipo cinza — linha azul escura.

Tabela 5: Resultados da distancia de Mahalanobis, com os p-valores e t-quadrados das
analises entre os morfotipos de Cichla capturados no Complexo Hidrelétrico de Paulo

Afonso — BA.

Tipos l\[/)ISrEZT:rI]?)Sii p-valor t-quadrado
Sexos 1,4725 0,4847 34,7757
Cor 1,0688 0,8970 21,6451
H-111 2,2358 0,4847 40,3762
"-1v 1,4538 0,5915 32,2816
In-1v 3,8880 0,6446 106,7038
Il - 11l x Amarela 15,5594 0,3661 645,5904
I -1V x Amarela 2,5325 0,7161 54,0816
Il - IV x Amarela 4,9726 0,9071 60,2715
Il - 111 x Cinza 13,7576 0,5360 953,9299
Il -1V x Cinza 4,2910 0,6977 125,7113
Il -1V x Cinza 2,2654 0,9965 21,9540
Fémea x Cor 1,4190 0,9016 25,9095
Macho x Cor 15,6675 0,4270 15,6675
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Tabela 6. Resultado da classificacdo por validacdo cruzada da andlise discriminante
entre os sexos (macho e fémea), coloracdo (amarela e cinza) e estadio maturacional (I,
I, 11l e 1V) dos exemplares de Cichla monoculus capturados no Complexo Hidrelétrico
de Paulo Afonso — BA.

5 .
Tipos Total % classificadas

Corretamente
58,49
Sexo Fémea-Macho gg 47,82
40,0
N Amarela 40 '
Coloragdo Cinza 36 44,0
A-ll 24 62,5
A-lll 3 333
A-ll 24 58,3
A-IV 13 38,46
A-ll1 3 66,66
) N A-1IV 13 92,30
Est. maturacional X coloragao C-Il 18 55,55
C-11l 7 14,28
C-1l 18 44,44
C-lv 11 18,18
C-lI 7 14,2
C-1v 11 54,54

Discussao

Nao foi possivel observar diferenciacdo nas analises morfométricas para 0s
padrdes de coloracdo entre os sexos, indicando que o dimorfismo sexual apresentado
pelas espécies de Cichla se restringe a gibosidade (protuberéncia na regido frontal)
exibida pelo macho, apenas durante o periodo reprodutivo (Camara et al., 2002;
Chellapa et al., 2003; Souza et al. 2008). A diferenca de tamanho entre os sexos é um
dimorfismo sexual de ocorréncia generalizada entre os peixes, com predominio de
fémeas nas maiores classes de tamanho (Nikolsky, 1963), o que ndo foi encontrado
entre os individuos analisados. Uma mesma espécie pode atingir diferentes
comprimentos maximos, dependendo do ambiente onde esta estabelecida, como
observado por Winemiller et al. (2001), tendo a diferencga na estrutura da populacéo de
trés espécies de Cichla observadas na Venezuela sido atribuida a fatores ambientais,
como disponibilidade de alimento e caracteristicas do ambiente.

A variacgdo da proporcdo sexual entre populacdes e entre diferentes periodos do
ano constitui uma adequacdo que assegura a predomindncia de fémeas quando as

condicBes sdo mais favoraveis a producdo de ovos (Nikolsky, 1963). Este parece ser o
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caso de C. monoculus no presente trabalho que, apesar de nao ter apresentado diferenca
na abundancia de machos e fémeas, houve uma predominéncia de fémeas nos meses de
maior atividade reprodutiva (novembro, dezembro e janeiro), fato corroborado pelos
altos valores do RGS neste periodo. Cichla se reproduz preferencialmente no periodo
chuvoso em seu habitat natural, (Gomieiro & Braga, 2004), embora quando observado
em ambiente artificial, como lagos e represas, onde existe pouca varia¢do fluviométrica,
se reproduz ao longo de todo o ano (Cémara et al., 2002; Normando et al., 2009).
Considerando a dindmica reprodutiva dos dados encontrados no Complexo de Paulo
Afonso, os individuos apresentam longo periodo reprodutivo, observado pela
distribuicdo dos estadios maturacionais, ndo havendo sincronismo entre machos e
fémeas, mas apresentando picos de desova no final e inicio do ano.

Variagdes no fator de condicdo estdo conectadas ao desenvolvimento das
gbnadas, sendo diretamente proporcional ao RGS (Le Cren, 1951). Valores elevados de
K no fim da seca e inicio das chuvas podem estar relacionados a maior disponibilidade
de alimento neste periodo (Silva & Viana, 2003). E not6rio que no verdo, periodo de
chuvas para a regido nordeste do Brasil, ha uma maior disponibilidade de alimento,
possibilitando aos peixes um actimulo de reservas, o que reflete numa melhor condicéo
fisiologica. Diante dos resultados apresentados, pode-se inferir que os ambientes nos
quais os tucunarés foram introduzidos disponibilizaram condicGes ideais para sua
sobrevivéncia, como elevada transparéncia da agua, altas temperaturas e ambiente
Iéntico ideais para sua alimentacdo e reproducdo. Adaptacdes fisiologicas de peixes
também foram observadas em ambientes represados, a exemplo de mudanca na tatica
reprodutiva de Cichla monoculus, com a alocacdo de recursos para utilizacdo no
crescimento ou na reproducdo, em resposta as condi¢bes ambientais (Winemiller et al.,
2001).

O sucesso desta espécie em reservatoros do nordeste do Brasil € atribuido a
capacidade reprodutiva e a plasticidade fenotipica que lhes permite se adaptar as
condic@es climaticas adversas da regido (Chellappa et al., 2003). A redugdo do tamanho
de primeira maturacdo e a variacdo da fecundidade para algumas espécies pode ser
explicada como caracteristica adaptativa, uma vez que essa € considerada uma das
taticas adotadas pelas espécies no sentido de recuperar o equilibrio populacional
(Barbieri et al., 2004). Nos reservatorios de Paulo Afonso, 0s aspectos reprodutivos
apresentaram resultados antagénicos em relacdo aos trabalhos reportados para a espécie

na regido. A fecundidade registrada para C. monoculus em outro reservatorio do
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Nordeste (Campo Grande/RN) foi de valor médio de 3.960 ovocitos (Chelappa et
al.,2003), ou seja, a metade daquele estimado neste estudo. Ja Gomiero & Braga (2002)
registraram valores bem acima da média considerada para a mesma espécie (17.987
ovocitos). A fecundidade esta relacionada ao tamanho do espécime, tendo sido estimado
para o género, de 7 a 9 mil ovdcitos em individuos com 45 cm de CP (Soares, 2013).

O mesmo ocorre para 0 tamanho de primeira maturacdo (Lso), com valores
menores para fémeas e machos, quando comparados aos valores de outras regides. Por
exemplo, em acude do Rio Grande do Norte, 0 Lso foi de 21,4 e 31,2 cm para fémeas e
machos, respectivamente (Camara et al., 2002); enquanto no reservatorio de Volta
Grande (MG), foi observado um Lso de 21,5 cm para ambos os sexos (Gomiero &
Braga, 2002). Esta antecipacdo do tamanho de primeira maturagdo dos individuos de
Cichla monoculus no Complexo de Paulo Afonso pode estar atrelada a uma adaptacéo,
em resposta a sobrepesca (Vazoller, 1996). Em varios locais nos quais foi introduzido
no Brasil (agudes e reservatérios), o tucunaré ocupa uma posicdo de destaque na
produtividade pesqueira, tornando-se um importante recurso para a pesca profissional,
de subsisténcia e esportiva em diversas regides do pais (Barros, 2004; Santos et al.,
2006).

Tais pressfes ambientais podem estar causando modificaces em parametros
reprodutivos, como o Lsp, assim como nos padrfes de coloragdo dos individuos de
Cichla monoculus, que ndo exibem uma uniformizacdo que possa ser determinada de
acordo com a chave de identificacdo da espécie proposta por Kulander & Ferreira
(2006). Deste modo, a identificacdo tradicional (baseada em caracteres morfolégicos e
no padrdo de coloracdo) ndo se mostrou eficaz neste estudo. Dentre as questdes
envolvidas, existia a possibilidade dos diferentes morfotipos de Cichla monoculus
serem atribuidos aos diferentes estadios de maturacdo gonadal. Esta teoria foi
corroborada por Reiss et al. (2012; 2015), que encontraram uma correlacdo significativa
entre as variacbes morfoldgicas e os diferentes padroes de coloragdo de Cichla temensis
e com o grau de maturacdo gonadal e as flutuagdes fluviométricas sazonais,
considerando estes padrdes como uma caracteristica sexual secundaria. Contudo, 0s
nossos dados ndo revelaram interagdo da coloracdo de C. monoculus com o estadio
maturacional, sugerindo que as mudancas morfoldgicas estdo associadas apenas as
pressdes ambientais, antrOpicas e/ou aos provaveis agrupamentos de especimes, que
ndo estariam se misturando devido a seu carater terrritorialista, sobretudo durante em

periodo reprodutivo.
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Mesmo que caracteres meristicos sejam considerados um carater taxonémico
valido (Figueiredo & Menezes, 1978), as escamas da linha lateral e mediana dos peixes
analisados apresentaram sobreposic¢Ges, ndo sendo possivel a identificacdo apenas com
base nestes caracteres. Variacdes do numero de escamas da linha lateral também foram
encontradas para populacdes de Astyanax scabripinnis em dois riachos na bacia do Séo
Francisco, sendo atribuidas ao ambiente (Sa et al., 2004). Essas variagdes dentro de uma
mesma populagdo podem ser atribuidas a gendtipos ou ser influenciadas durante a fase
larval pela salinidade, concentracdo de oxigénio dissolvido e, principalmente,
temperatura da agua, (Strauss & Bond, 1990; Leary et al., 1992).

A influéncia ambiental e/ou genética sdo apontadas como causas para a mudanca
na morfologia dos peixes frente as pressbes seletivas (Souza & Barrella, 2009).
Individuos de uma mesma espécie que habitam diferentes ambientes, ou estdo sujeitos a
diferentes condi¢bes ambientais, frequentemente exibem fenotipos diferentes (Martin,
1949; Gould & Johnston 1972; Brett,1979, Meyer, 1987; Meyer, 1990). Fato
semelhante foi reportado por Bourke et al. (1997) que encontraram variagdes na
coloracdo do corpo e na dimensdo das nadadeiras de exemplares de uma espécie de
salmao em dois lagos canadenses, com caracteristcas fisicas diferentes.

Em alguns casos, também foram registradas mudancas morfoldgicas dos peixes
introduzidas, ao serem transportados de sistemas fluviais para reservatérios, resultando
em modificacBes fenotipicas, gerando corpos mais altos e cabecas menores em
comparacdo a populacdo de origem, podendo estas alteracGes serem trasmitidas para 0s
decendentes (Haas et al., 2010; Franssen, 2011). Os ciclideos também tém demonstrado
enorme plasticidade frente as variacfes ambientais, como flutuacdo do nivel hidrolégico
(I6tico para Iéntico) e alteracdes fisicas (transparéncia), acarretando em alteracdo de seu
fenotipo (Meyer, 1987; Wimberger, 1992, Kulander & Ferreira, 2006), a exemplo do
“carijo”, tido como um provavel hibrido de Cichla kelberi e C. piquiti (em reservatorio
do rio Parana e Tieté, SP), por apresentar um morfotipo intermediario entre as duas
espécies. Entretando, através de ferramentas moleculares, este peixe foi identificado
como um morfotipo de C. piquiti (Almeida-Ferreira et al., 2011).

Barlow (2000) associa as mudancas do padrdo de coloragdo da familia
Cichlidae ao comportamento territorialista, de desova, de maturagéo e de selecdo sexual.
A coloracdo é um carater seletivo para varias espécies de ciclideos, como aqueles dos
lagos Malawi e Victoria (Africa), onde mais de 500 espécies desta familia conviviam

em simpatria (Seehausen et al., 1997). A diversidade na cor e no padréo das listras



LUZ, S.C.S. Identificacdo molecular e biologia reprodutiva do tucunaré e suas interagdes.... 80

corporais, além do formato da mandibula e do corpo tém influéncia na selecdo sexual
dos machos pelas fémas, contribuindo assim, para o isolamento reprodutivo (Seehausen
et al., 1997; Allender et al., 2003; Joo et al., 2013).

Os morfotipos encontrados nos reservatérios de Paulo Afonso, apesar de nao
apresentarem diferencas significativas quanto aos dados morfométricos e aos estadios
maturacionais, apresentam padrdes de coloracdo distintos, também se distinguindo
quanto a forma do corpo. O morfotipo amarelo possui um corpo mais alto e a boca mais
inferior em relacdo ao morfotipo cinza.

Com base nos dados expostos, pode-se inferir que os tucunarés de Paulo Afonso
estdo em processo de radiacdo adaptativa, seja por pressdo ambiental ou como caractere
seletivo de coloracdo corporal (devido ao seu comportamento territorialista). Se os
individuos com coloracdo semelhante comecarem a se reproduzir de maneira exclusiva,

é provavel que venham a divergir em espécies futuramente.
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TABLES

Tables are numbered sequentially in Arabic numerals according to the order of citation in the text Tables are
cited in the text using the following formats: Table 1, Tables 1-2, Tables 1, 4. In Table caption, the word Table,
its respective number and final dot after the number are in bold. Ex. “Table 1., and must end in period. Tables
are constructed in cells using lines and columns, and not “tab” or “space”. Table caption is self-explicative and
presenting, if applicable, at least once the genus name spelled out. Tables do not contain vertical lines or
footnotes [content of footnotes must be included in the caption]. Captions are listed at the end of the
manuscript, in the following format: Table 1. Monthly variation of the gonadosomatic index in Diapoma
speculiferum. Approximate locations where tables should be inserted must be indicated along the right margin
of the text.

FIGURES

Figures are numbered sequentially in Arabic numerals according to their citation in the text. Figures are cited in
the text using the following formats: Fig. 1, Figs. 1-2, Fig. 1a, Figs. 1a-b, Figs. 1a, c. Citations of subsections of
the figures are indicated by not capital letters both in the figure and caption. Citations of figures from cited
articles are cited using the same formats as figures published in the present article, but not capitalized: e.g.,
according to the figs. 2b of Vari & Harold (2001). In Figure caption, the word Fig., its respective number and
final dot after the number are in bold. Ex. “Fig. 1.” and must end in period. Figures are of high quality and
definition. Figures are submitted as Figure files. Figures are not being submitted as images inserted in Word
files. Text included in graphs and pictures have a font size compatible with reductions to page width (175 mm)
or column width (85 mm). Composed figures are prepared to fit either the page (175 mm) or column width (85
mm).

Illustrations include either a scale or reference to the size of the item in the figure caption. Objects or
illustrations are not included in the figure caption. Replace with text (e.g. “black triangle”) or represent its
meaning in the figure itself. A list of figure captions is presented at the end of the manuscript file in the
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following format: Fig. 1. Approximate locations where figures should be inserted are indicated
along the left margin of the text.
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References are cited in the following formats in the text: Eigenmann (1915, 1921) or (Eigenmann, 1915, 1921;
Fowler, 1945, 1948) or Eigenmann & Norris (1918) or Eigenmann et al. (1910a, 1910b), always in
chronological order after alphabetical order in case of more than one author cited. References do not include
abstracts, technical reports or undergraduate monographs. Master Thesis or Ph.D. dissertations are listed only if
necessary.References are not formatted with “tab” or “space”. References are rigorously ordered alphabetically.
References published by two or more authors are listed in alphabetic order of the first author surname, then of
second author surname, and successively. Journal names are given in full, not abbreviated. Italic or bold are not
used for books titles and journals.

References rigorously match text citations.

Books are listed in the following formats:
Malabarba, L. R., R. E. Reis, R. P. Vari, Z. M. S. Lucena & C. A. S. Lucena (Eds.). 1998. Phylogeny and
classification of Neotropical fishes. Porto Alegre, Edipucrs, 603p.

Graga, W. J. & C. S. Pavanelli. 2007. Peixes da planicie de inundacéo do alto rio Parana e areas adjacentes.
Maringa, Eduem, 241p.

Chapters are listed in the following format:

Campos-da-Paz, R. & J. S. Albert. 1998. The gymnotiform “eels” of Tropical America: a history of
classification and phylogeny of the South American electric knifefishes (Teleostei: Ostariophysi: Siluriphysi).
Pp. 401-417. In: Malabarba, L. R., R. E. Reis, R. P. Vari, Z. M. S. Lucena & C. A. S. Lucena (Eds.). Phylogeny
and classification of Neotropical fishes. Porto Alegre, Edipucrs.

Thesis/Dissertations are listed in the following format:

Langeani Neto, F. 1996. Estudo filogenético e revisdo taxondmica da familia Hemiodontidae Boulenger, 1904
(sensu Roberts, 1974) (Ostariophysi, Characiformes). Unpublished Ph. D. Dissertation, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 171p.

Articles are listed in the following format:

Vari, R. P, C. J. Ferraris Jr. & M. C. C. de Pinna. 2005. The Neotropical whale catfishes (Siluriformes:
Cetopsidae: Cetopsinae), a revisionary study. Neotropical Ichthyology, 3: 127-238. Internet sources are listed
in the following format: Author(s). 2002.

Title of website, database or other resources,
Publisher name and location (if indicated), number of pages (if known). Available from: http://XXX.XXX.XXx/
(Date of access — dd Month yyyy, e.g. 20 August 2013).

Softwares available online are listed in the following format:
Author(s). 2003. Title of the Software (Version ) [Software], Publisher name and location (if indicated).
Available from http://www.xxxx/ (Date of access — dd Month yyyy, e.g. 20 August 2013).

Further information Contact Editor at neoichth@nupelia.uem.br



