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RESUMO

As tilapias, ciclideos da tribo Tilapiine, possuem grande importancia na aquicultura,
sendo o terceiro grupo mais produzido na aquicultura mundial e o segundo na
aquicultura brasileira, com grande destaque para a Tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus. Contudo, as diversas caracteristicas que as tornam eficientes para o cultivo
potencializam sua capacidade de estabelecimento de populagcbes em uma ampla
variedade de ambientes, causando preocupantes impactos ambientais. No Brasil, o
cultivo de espécies exoticas (e.g. tilapias) € proibido, como no reservatorio de Itaipu e
na bacia do Rio Uruguai, exceto se existirem populacdes estabelecidas na Unidade
Geogréfica de Referéncia. Dessa forma, sdo necessarios estudos que testem o
estabelecimento das Tilapias do Nilo e de outros organismos ex6ticos, uma vez que a
avaliagdo de tal estabelecimento diversas vezes é baseada em apenas em
conhecimentos anedéticos (e.g. pela simples captura de uns poucos individuos), sem
a realizacdo de teste de hipotese baseados em dados cientificos. Nesse trabalho,
portanto, foi desenvolvida uma rigorosa metodologia baseada em uma analise
multidisciplinar (i.e. dados de abundancia, reproducédo, estrutura, identificacdo de
linhagens e dieta) para testar a hipotese de estabelecimento de populacdes da Tilapia
do Nilo, O. niloticus, no reservatério de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai. Inicialmente,
foi desenvolvido um protocolo de identificacdo de linhagens de tilapias e de seus
hibridos através de marcadores moleculares microssatélites. Esse protocolo foi
utilizado para caracterizar as linhagens produzidas em pisciculturas nos dois sistemas
hidrolégicos. Em seguida, para avaliacdo da presenca de populacfes estabelecidas
nessas regides, foram capturadas tilapias em pesca cientifica e profissional,
trimestralmente, entre outono/2010 e outono/2011. Para ambos 0s sistemas
hidrolégicos, foram encontradas baixa abundéancia da Tilapia do Nilo, sazonalidade na
coleta de individuos e auséncia de individuos de pequeno porte, de fémeas desovadas
e de uniformidade genética dos estoques ao longo do ano. Além disso, as analises de
contetdo estomacal dos individuos demonstraram que racdo é um importante item
alimentar dos estoques e as andlises moleculares indicaram que o perfil genético dos
espécimes coletados é semelhante aos encontrados em pisciculturas das regioes.
Dessa forma, rejeita-se a hipotese de estabelecimento de populacdes de O. niloticus
no reservatério de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai, sendo que escapes de
pisciculturas determinam a presenca de tilapias em tais sistemas hidrologicos. Apesar
da alta quantidade de individuos provenientes de escapes em mais de 40 anos de
cultivo, fatores abidticos (i.e. temperatura da agua) e bibticos (i.e. controle por
predacdo) provavelmente impedem o estabelecimento da Tilapia do Nilo na bacia do
Rio Uruguai e no reservatério de Itaipu. Por fim, a metodologia desenvolvida nesse
estudo demonstrou-se eficaz no teste da existéncia de populacdes estabelecidas de
espécies exoticas, e pode ser utilizado em estudos de invasdes bioldgicas de diversas
espécies de peixes.

Palavras-chaves: Linhagens, populacdes estabelecidas, piscicultura, invasfes
bioldgicas.




ABSTRACT

Tilapia, a group of Cichlidae fishes of Tilapiine tribe, has great importance in
aquaculture. It comprises the third aquatic group most produced in world and the
second in Brazil, with great emphasis to Nile Tilapia, Oreochromis niloticus. However,
some of its features that make them efficient to aquaculture increase the ability of
establishment of populations in a wide variety of environments, causing significant
environment impacts. The farming of exotic species (e.qg. tilapias) in Brazil is prohibited,
as such lItaipu reservoir and Rio Uruguay basin, except if there are populations
established in geographical reference unit. Thus, studies are needed to test the
establishment of Nile Tilapia in these environments, since sometimes a species is
considered established without proper scientific studies. The present study developed
a rigorous method based in a multidisciplinary analysis (i.e. data of abundance,
structure, reproduction, strain origin and diet) to test the hypothesis on the existence of
established populations of Nile Tilapia in Itaipu reservoir and Uruguay River basin.
Initially, it was developed a protocol to identify Nile Tilapia strains and their hybrids
using microssatélites markers. This protocol was used to characterize the strains
produced in fish farms of the two regions. To evaluate the status quo of O. niloticus,
individuals were sampled from scientific and artisanal fishing in quarterly collections
between fall/2010 and fall/2011. Low abundance of tilapia, seasonality in the capture
and absence of small individuals, spawning females and genetic uniformity throughout
the year were found. In addition, fish mill was an important food item to individuals
captured in natural environment and molecular analysis assigned them in pure strains
and hybrids produced in fish farms of these regions. Thus, it was not found indicative of
established populations of O. niloticus, showing that fish farm escaping determines the
presence of this species in the Uruguay River basin and the Itaipu Reservoir. Abiotic
(i.e. water temperature) and biotic (i.e. predation control) factors are probably elements
that prevents the establishment of Nile Tilapia in these water systems. Therefore, the
method developed in this study demonstrated to be effective to test de existence of
established populations of exotic species and could be used in biological invasions
studies of several fish species.

Keywords: Strains, aquaculture, established populations, biological invasions.
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INTRODUGAO GERAL

Ecossistemas tropicais dulcicolas exibem altos graus de endemismo e de
riqueza de espécies (Dudgeon, 2000; Benstead et al., 2003; Strayer et al., 2004;
Leveque et al., 2008). Das 13 mil espécies de peixes dulcicolas, mais de 70% vivem
nos tropicos (Leveque et al., 2008), valores que crescem anualmente com a descrigéo
de novas espécies (Stiassny, 1999). Entretanto, a taxa de extin¢cao de tais peixes deve
ser igualmente alta, apesar de ainda ndo estimada com acuracia, e similar ao nivel
calculado de 4% por década na América do Norte (Ricciardi & Rasmussen, 1999).

A introducdo de espécies exéticas e extincdo de espécies nativas, somada a
alteracOes ambientais que as influenciam, sdo fatores influentes nessa perda de
biodiversidade, aumentando a similaridade genética, taxonémica e funcional da biota
entre regides nas escalas global e regional, em um fendmeno que afeta fatores
evolutivos e ecolégicos (Olden et al., 2004) conhecido como Homogeneizacao Bibtica
(McKinney & Lockwood, 1999). A construcdo de canais (Por, 1978), comércio
internacional (Carlton & Gellar, 1993), recreacdo (Fuller et al., 1999) e aquicultura
(Naylor et al., 2001) sdo os principais causadores da mistura de grupos alopatricos.
Olden & Poff (2003) descrevem 14 cenarios possiveis de aumento da similaridade
bidtica que envolvem extingdo e introducdo de espécies. Em peixes, 0 padrdo esta
relacionado ao grau de distarbio causado por atividades humanas, como
assentamentos humanos e utilizacdo de recursos hidricos e da terra (Olden, 2008). A
construcao de barragens, por exemplo, fragmenta os rios e altera seus processos
fluviais e as dindmicas de vazdo, ameacando sua biodiversidade limnolégica (Power et
al., 1996).

Nesse contexto, as tilapias, 70 espécies de Cichlidae originarias da Africa
Tropical (Fitzsimmons, 2000), parecem ter preocupante influéncia. Apenas as tilapias
do género Oreochromis foram introduzidas em mais de 100 paises além de sua
distribuicdo natural (Esselman, 2009), colonizando uma ampla variedade de habitats.
Arthington & Bluhdorn (1994) e Schmitter-Soto & Caro (1997) sugerem que o
mecanismo primario de dispersdo desse grupo esteja relacionado a translocacao
humana de animais, seguida pela fuga de individuos de pontos de piscicultura. Devido
a caracteristicas intrinsecas, como ampla tolerancia fisioldgica a diversas condi¢des
ambientais, as espécies de Oreochromis possuem grande sucesso de colonizagdo
fora de sua faixa de distribuicdo nativa, habitando rios tropicais e subtropicais, lagos,
pantanos e estuarios (Phillippart & Ruwet, 1982). Canonico et al. (2005) revisou 0s
potenciais efeitos decorrentes da introducdo das tilapias sobre a biodiversidade:

extin¢do local de espécies nativas (Twongo, 1995; Goudswaard et al., 2002), predagéo




de ovos e jovens de outros peixes (Arthington & Bluhdorn, 1994), alteracdo da
dindmica de nutrientes e eutrofizacdo (Starling et al., 2002), destruicdo da vegetacao e
introducdo de parasitos (McCrary et al., 2001). Devido a soma de sua grande
capacidade de colonizacdo com seu potencial impacto ambiental, tilapias devem
possuir alta prioridade no manejo para protecdo de ambientes aquaticos (Esselman,
2009).

As caracteristicas que aumentam a sua capacidade de invasdo e as tornam
potenciais pragas em diversos ambientes, entretanto, também séo responsaveis pela
sua elevada importancia econbmica para aquicultura (Peterson et al.,, 2005). Seu
rapido crescimento, alta prolificidade, grande variedade alimentar, alta resisténcia a
doencas e desova ao longo de todo o ano, além do seu excelente sabor, tornam as
tilapias os peixes de cultivo mais importante nas regides neotropicais (Melo et al.,
2006). As tilapias, inclusive, sdo denominadas “galinhas aquaticas”, em funcdo do seu
potencial como uma fonte acessivel de alto rendimento proteico e de seu facil manejo
em uma vasta amplitude de ambientes e sistemas (Peterson et al., 2004). Em 2005, o
grupo somou 9,5% do total produzido pela aquicultura mundial (FAO, 2007). No ano
anterior, o Brasil produziu 69.078 toneladas de tilapia, o equivalente a 25,6% do total
produzido pela aquicultura nacional (Ostrensky et al., 2008). Apesar do grande numero
de espécies, apenas a Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), a
Tildpia de Mocambique, Oreochromis mossambicus (Peters, 1852), a Tildpia Azul de
Mocambique, Oreochromis aureus (Steindachner, 1864), a Tilapia rendalli (Boulenger,
1897) e seus hibridos, genericamente chamadas de tilapias vermelhas (Lovshin,
1998), sdo cultivados. Dessas, a primeira possui grande destaque, compreendendo
83% da producdo mundial de tilapias (FAO, 2002), e tem sido a responsavel pela
grande expansdo do grupo nas ultimas décadas (Bentsen et al., 1998, Grupta &
Acosta, 2004), sendo considerada o carro chefe da piscicultura nacional.

Em algumas regides do Brasil, contudo, o cultivo de tilapias é proibido, como no
reservatorio de Itaipu e na Bacia do Rio Uruguai. De acordo com a legislacéo vigente,
o IBAMA (Portaria 145-N de 15 de outubro de 1998) estabelece normas rigidas para a
introducdo, reintroducéo e transferéncia de peixes, crustaceos, moluscos e macrofitas
aquaticas para fins de aquicultura em territrio nacional. A portaria citada define como
"Introducdo” a "importacdo de exemplares vivos de espécies exoticas (e/ou seus
hibridos) ndo encontradas nas aguas da Unidade Geografica de Referéncia (UGR)
onde sera introduzida”. Entretanto, como no anexo VI da mesma portaria define que as
tilapias, tanto O. niloticus, quanto O. aureus, O. hornorum, O. mossambicus, T. rendalli

e seus hibridos, como a linhagem Saint Peter, sdo "espécies e hibridos de animais




aguéaticos aléctones nativos e exaticos detectadas na area de abrangéncia da bacia do
Alto Parand", ndo é tal portaria que impede o cultivo de tildpias no reservatorio de
Itaipu. O que justifica tal proibicdo é o “Protocolo Adicional ao Acordo para
Conservacdo da Fauna Aquética nos Cursos dos Rios Limitrofes entre o Governo da
Republica Federativa do Brasil e 0 Governo da Republica do Paraguai”, celebrado em
19 de maio de 1999 e promulgado em 10 de abril de 2002, que, em seu artigo XVII,
determina: “Nas aguas dos rios limitrofes entre os territérios das partes, € vedada a
introducdo, reintroducéo e o cultivo de espécies que nao forem de origem e ocorréncia
natural das Bacias Hidrogréaficas do Rio Paraguai e do Rio Parand”.

Em relacé@o a bacia do Rio Uruguai, as Portarias 145-N do IBAMA e n° 63/2003
da Secretaria Estadual do Meio Ambiente do Rio Grande do Sul (SEMA), liberavam a
criacdo da tilapia O. niloticus em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul. No entanto,
em liminar solicitada pelo Ministério Publico Federal, foi julgado procedente o pedido
de suspensdo destas portarias “diante da inexisténcia de estudos atuais aptos a
demonstrar a presenca de populacdo estabelecida”. Adicionalmente, julgou
improcedente o pedido de proibicdo definitiva da introducéo, reintroducéo e criacdo da
Tildpia do Nilo, “uma vez que inviavel, no presente feito, descartar completamente, em
tese, a medida que, no futuro, podera vir a ser implementada mediante prévios
estudos adequados que possam respalda-la, sem ofensa a ordem juridica”.

Em diversas oportunidades, contudo, legisladores consideram estabelecidas
espécies apenas detectadas no sistema hidrologico (Agostinho et al., 2007). Nesses
casos, as decisdes ambientais acabam sendo tomadas com base em conhecimentos
anedoticos, sem a utilizacdo de estudos cientificos que embasem tais definicbes e que
indiguem as melhores estratégias para mitigar os prejuizos ambientais decorrentes de
diversos fatores (i.e. piscicultura).

Espécies estabelecidas, conforme Williamson & Fitter (1996) e Agostinho et al.
(2007), sdo espécies com populacdes autossustentaveis, capazes de completar o seu
ciclo de vida (reproducgéo e recrutamento) no ambiente natural. Dessa forma, a simples
captura de individuos no ambiente ndo permite identificar se esses animais
representam membros de uma populacdo localmente estabelecida ou se s&o
provenientes de fugas esporadicas de estruturas de cultivo localizadas nas proprias
bacias hidrograficas. Particularmente para espécies ndo migradoras, até mesmo a
presenca de fémeas desovadas, ninhos ou alevinos no ambiente ndo atestam sucesso
na sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducdo dos individuos, sendo tais evidéncias
insuficientes para corroborar o0 estabelecimento da espécie no sistema hidrolégico

(Agostinho et al., 2007). Portanto, o desenvolvimento de um protocolo multidisciplinar




baseado em um teste de hipétese é fundamental para estudos que testem o
estabelecimento de populacdes de organismos invasores em diversos ambientes,
possibilitando o desenvolvimento de estratégias de manejo adequadas e eficazes para
esses grupos.

Em virtude da complexidade dos possiveis cenarios esperados, nesse trabalho
foi desenvolvido um rigoroso protocolo que testa o estabelecimento de populacfes de
organismos invasores, sendo esse aplicado para os estoques da Tilapia do Nilo do
reservatorio de Itaipu e da bacia do Rio Uruguai, regides nas quais o cultivo de tilapia
€ proibido, mas com registros de capturas em publica¢fes cientificas (e.g. Makrakis et
al., 2007; Kaufmann & Pinheiro, 2009) e pela pesca profissional. A andlise
multidisciplinar contemplou uma série de abordagens (i.e. abundancia, reproducao,
estrutura de estoque, identificacdo de linhagens e dieta) que envolveu estudos
tradicionais e outros assistidos por analises genéticas e moleculares.

O presente estudo, portanto, tem por objetivo desenvolver um protocolo
multidisciplinar de avaliacdo da existéncia de populacdes estabelecidas de espécies
exéticas de peixes e aplica-la através da avaliagédo o status quo da Tilapia do Nilo, O.
niloticus, no reservatorio de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai.

A dissertacao esta dividida em dois capitulos. O primeiro apresenta a descricao
de um protocolo para identificacdo molecular de linhagens da Tildpia do Nilo e
deteccdo de seus hibridos através de marcadores moleculares microssatélites. No
segundo capitulo, esses marcadores sao incorporados ao protocolo proposto para
testar a hipétese de estabelecimento de popula¢des de O. niloticus na bacia do Rio

Uruguai e no reservatorio de Itaipu.
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CAPITULO |

ldentificacdo de linhagens da Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus Linnaeus, 1758) e de seus hibridos usando

marcadores moleculares microssatélites

Resumo

A Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, € um dos recursos mais explorados na aquicultura
mundial. Seu crescimento rapido, alta tolerancia a diversos fatores ambientais e sua grande
aceitacdo pelo mercado consumidor sdo caracteristicas que explicam sua ampla utilizacédo
como recurso alimentar. Por esse motivo, diversos programas de melhoramento genético tém
sido desenvolvidos para O. niloticus com o objetivo de melhorar a sua produtividade. A
identificagdo das linhagens desenvolvidas e de seus hibridos utilizando dados apenas
morfoldgicos, contudo, é bastante ineficaz. Nesse estudo, portanto, é descrito uma metodologia
de identificacdo de linhagens da tilapia O. niloticus e de seus hibridos através marcadores
microssatélites. Tal metodologia pode ser utilizada em estudos nas areas de aquicultura e meio
ambiente. O método possibilita a deteccéo de reproducdo em tanques de cultivo e no ambiente
natural, a identificacdo das linhagens dos alevinos comercializados e pode fundamentar novos
programas de melhoramento genético. Entretanto, essa metodologia foi especialmente
desenvolvida para compor um protocolo integrado de avaliacdo do status quo de tilapias do
Nilo coletadas em sistemas aquaticos naturais. O protocolo foi ainda testado em individuos
cultivados em propriedades ao redor do reservatério de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai, onde
foi encontrado o cultivo de diversas linhagens puras dentro de uma mesma piscicultura e,
inclusive, a producgéo de hibridos entre linhagens.

Palavras-chaves: Piscicultura, reservatério de Itaipu, bacia do Rio Uruguai, assignment test.




INTRODUCAO

O veloz crescimento populacional humano tem trazido a necessidade de
aumento na producdo de alimentos provenientes da agricultura, pecuaria e
aquicultura. Todavia, diversos problemas ambientais estdo relacionados a expansao
de areas para essas culturas, fato que torna a melhora na produtividade o principal
mecanismo para o incremento na producdo de alimentos, com grande destaque para
programas de melhoramento genético.

Tilapias, um grupo de 70 espécies de Cichlidae (Perciformes) originarios da
Africa, tém particular importancia nesse contexto. Algumas de suas principais
caracteristicas, tais como crescimento rapido, alta tolerancia a fatores ambientais (e.qg.
gualidade da agua, temperatura e salinidade), alimentagéo onivora e marcado acesso
e aceitabilidade do mercado consumidor (Grupta & Acosta, 2004; Khaw et al., 2008;
McKinna et al., 2010), justificam seu difundido uso na aquicultura. Em 2005, o grupo
foi o terceiro organismo mais produzido na aquicultura mundial, compondo 9,5% to
total produzido (FAO, 2007). Compreendendo 83% da producao de tilapias no mundo
(FAO, 2002), a Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) foi responsavel
por sua grande expansao nas ultimas décadas (Bentsen et al., 1998; Grupta & Acosta,
2004). Seu grande tamanho em sua primeira reproducao, alta taxa de crescimento e
habito alimentar versatil, com posicéo basal na cadeia alimentar (Costa-Pierce, 2003),
guando comparado a outras espécies de tilapias, justificam sua predominéncia na
producao de tilapias (Eknath et al., 1993; Gupta & Acosta, 2004; Khaw et al., 2008).

Devido a seu grande potencial para aquicultura, a Tilapia do Nilo tem sofrido
diversos programas de melhoramento genético, os quais tém gerado diferentes
linhagens. Muitas dessas tém sido introduzidas no Brasil desde 1971, dentre as quais
se destacam a segunda geracao de tilapias vermelhas nas décadas de 80 e 90; a
linhagem Tailandesa ou Chitralada pela Associagdo dos Produtores de Alevinos do
Parana (ALEVINOPAR) em 1996, proveniente do Asian Institute of Technology (AIT); a
GenoMar Supreme Tilapia (GST, Zimmermann & Natividad, 2004) importada pela
Aquabel-GenoMar em 2002; e GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia, Elknath et
al., 1993), adquirida pela Universidade Estadual de Maringa em 2005.

Diversas caracteristicas tém sido usadas para identificar espécies, subespécies
e linhagens de tilapias, como reproducéo, alimentacdo, morfologia e biogeografia, mas
a consideravel variacdo intraespecifica, pequena diferenciacdo inter-especifica e a
presenca de diversos niveis de hibridos as tornam pouco uteis (Bardakci & Skibinski,
1994; Melo et al., 2008). Entretanto, tal identificacdo possui grande importancia na

aquicultura e na conservacao da biodiversidade, uma vez que eventos de hibridizagédo




podem causar deterioracdo genética e a diminuicdo da produtividade das linhagens,
além de extincdo de populacfes locais de espécies e subespécies pela transferéncia
de individuos entre ambientes naturais e escapes de espécimes de pisciculturas
(Eknath & Hulata, 2009).

Dificuldades taxonémicas como essas podem ser resolvidas com auxilio de
marcadores moleculares, ferramentas Uteis e confiaveis na identificacdo de diversos
taxons, independente do estagio de vida do animal, podendo ser usados, inclusive, em
pequenos pedacos de tecido. Identificacdo genética das linhagens vem sendo
realizada utilizando os marcadores RAPD (Bardakci & Skibinski, 1994) e sequéncia de
DNA da regido 5S (Alves-Costa et al.,, 2006). Entretanto, a dificuldade de
replicabilidade do primeiro (Freeland, 2005) e a presenca de uma incontrolada
introgressdo de genes em O. niloticus (Macaranas et al., 1986) tornam tais
ferramentas pouco confiaveis quando comparadas a outras técnicas moleculares
modernas. A rapida evolucdo dos marcadores microssatélites, especialmente, revela
altos niveis de diversidade alélica, sendo uma ferramenta Util para analisar eventos
recentes e contemporaneos (Ellegren, 2000), e pode detectar diferencas entre
espécies proximamente relacionadas (Romana-Eguia et al.,, 2004). Um método
particular de identificacdo de individuos desenvolvido por Pritchard et al. (2000) usa
cadeias de Markov - Monte Carlo para identificar a espécie, subespécie, linhagem ou
populacédo de um individuo de origem desconhecida a partir de um banco de dados de
individuos de origem conhecida. Essa abordagem pode ser aplicada na determinacdo
das linhagens de tilapias, uma vez que estudos pretéritos demonstram diferenciacao
genética entre elas (e.g. Rutten et al., 2004; Hassanien & Gilbey, 2005; Melo et al.,
2006; Moreira et al., 2007). Em tilapias, o método descrito por Pritchard et al. (2010)
apenas foi utilizado para diferenciar espécies de Oreochromis (D’Amato et al., 2007,
McKinna et al., 2010)

Dessa forma, o presente estudo apresenta uma metodologia na resolu¢do dos
problemas de identificagdo de O. niloticus. Usando um método de alocacdo de
individuos baseado em Inferéncia Bayesiana utilizando dados de microssatélites, foi
desenvolvido um protocolo que permite a identificacdo de linhagens de O. niloticus
cultivadas e que pode ser utilizado em diferentes abordagens para o género. Tal
protocolo foi, ainda, testado na identificacdo de linhagens da Tilapia do Nilo cultivadas
em pisciculturas na bacia do Rio do Uruguai e no reservatorio de Itaipu, informacgfes
essas que podem ser usadas na avaliagdo da procedéncia de individuos por ventura
coletados nesses ambientes e em estudos de caracterizacdo das linhagens

produzidas em tais regides.
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MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento de um banco de dados genéticos, 99 individuos de 5
linhagens puras de O. niloticus foram coletados: 20 espécimes das linhagens Saint
Peter, Chitralada, Nilética e Genomar Supreme tilapia (GST) e 19 individuos da
linhagem GIFT. Para testar a eficiéncia do método, 4 individuos de 8 e 10 pisciculturas
localizadas ao redor do reservatorio de lItaipu e na bacia do Rio Uruguai foram
coletados, respectivamente (Tabela 1). Pedacos de nadadeiras dos espécimes foram
removidos, fixados em solucdo salina hipersaturada de DMSO-EDTA (Seutin et al.,
1991) e armazenados a -20° C.

Tabela 1. Locais e numero de pisciculturas produtoras (N) da Tilapia do Nilo, O. niloticus,
amostradas em regifes do entorno do reservatorio Itaipu e na bacia do Rio Uruguai.

Regido Local Municipio N
Reservatorio de
Campos Novos Campos Novos - SC 1
Reservatorio de Ita Alto Bela Vista — SC 2
Bacia do Rio Reservatorio de Campinas do Sul- RS 3
] Passo Fundo P
Uruguai
Rio ljuf ljui — RS 1
Tributario do Rio ljui Entre ljuis — RS 1
Tributario do Rio Uruguai Frederico Westphalen — RS 2
Zona Lacustre Santa Terezinha de Itaipu — PR 2
Reservatorio de Zona Lacustre Itaipulandia — PR 2
Itaipu
Zona de Transi¢éo Pato Bragado — PR 2
Zona Fluvial Guaira - PR 2

O DNA genbmico de cada espécime foi extraido através do kit |IPrep™
Chargeswitch® em robd iPrep™ (Invitrogen™). A concentracio e pureza dos extratos
foram medidos utilizando NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific). Nove loci de
marcadores microssatélites, de diferentes grupos de ligacdo descritos por Kocker et al.
(1997) e Lee et al. (2005) (Figura 1), foram utilizados na genotipagem dos individuos:
UNH104 (GenBank G12257.1), UNH118 (GenBank G12271.1), UNH146 (GenBank
G12298.1), UNH160 (GenBank G12312.1), UNH169 (GenBank G12321.1), UNH178
(GenBank G12330.1), UNH208 (GenBank G12359.1), UNH211 (GenBank G12362.1)
e UNH222 (GenBank G12373.1). Reacdes de PCR de 10 pl foram realizadas com
respectivas concentracdes finais: 0,2 pM do primer iniciador senso (fluorescente), 0,2
KM do primer iniciador anti-senso, 0,2 mM dNTP, 0,03 U Taq Platinum, 1x Buffer, 1,5
mM MgCl e 0,5 ng/ul de DNA template. O programa de PCR compds 3 min de
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desnaturacéo inicial a 94° C, seguido por 35 ciclos de 30 s de desnaturacdo a 95° C,
60 s de anelamento dos primers a 48° C (UNH146 a 56 °C) e 60 s de extensédo a 70°
C, finalizado por 1 h de extenséo final a 70° C. A genotipagem foi realizada em um
sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems) e a definicdo dos alelos foi realizada no
software GeneMarker 1.6 (SoftGenetics). Testes de equilibrio de Hardy-Weinberg,
desequilibrio de ligacéo e analises de Fsr foram implementadas no programa Arlequin
3.5 (Excofier & Lischer, 2010), com suas significAncias corrigidas através do método

de Bonferroni.

GM420 UNH817

GM066 GM198
UNH210 UNH832
GM196 GM435

NH

GM062 UNH166
GM153 GM184
GM277 GM510
GM613 UNH147
UNH2191 UNH875

Figura 1. Mapa dos grupos de ligacdo do genoma da tilapia Oreochromis niloticus. Em
destaque os loci utilizados no estudo (modificado de Lee et al. 2005).

Um método Bayesiano implementado no software Structure 2.3.1 (Pritchard et
al., 2000) foi utilizado para agrupar individuos puros de acordo com seu genétipo. Para
tal andlise, foram realizadas 10 corridas independentes com 1 milhdo de replicatas
(burn-in de 100 mil), com K variando de 1 a 8 e modelo sem mistura, o que possibilita
identificacdo de individuos em grupos com estruturagdo sutil. O niamero de clusters
gue melhor diferenciou as linhagens foi o escolhido. A mesma andlise foi realizada
para identificacdo dos individuos de linhagens desconhecidas provenientes de

pisciculturas.
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RESULTADOS

Todos os nove loci de marcadores microssatélites usados demonstraram alto
namero de alelos, variando de 7 (UNH146) a 24 (UNH169), e alta heterozigosidade
(Tabela 2).

Tabela 2. Numero de alelos (NA), heterosigosidade observada (Ho) e esperada (He) de 9 loci
de 5 linhagens de Oreochromis niloticus.

Loci NA Ho He
UNH104 18 0,599 0,830
UNH118 18 0,694 0,868
UNH146 7 0,510 0,673
UNH160 14 0,573 0,744
UNH169 24 0,707 0,866
UNH178 16 0,758 0,822
UNH208 21 0,815 0,870
UNH211 20 0,783 0,879
UNH222 17 0,502 0,709

Significativa diferenciacdo genética entre todas as linhagens foi encontrada (Fst
= 0,214, p = 0,000), assim como entre pares de linhagens, com valores de Fst pareado
variando de 0,056 a 0,597 (p < 0,005) (Tabela 3). Significativo desequilibrio de ligacao
foi encontrado em todas as comparacdes entre loci (Tabela 4). Uma vez que os loci
foram escolhidos de diferentes grupos de ligacdo, essa andlise evidencia a
diferenciacéo genética entre as linhagens em funcdo do melhoramento genético a que
foram submetidas. Tais resultados sdo importantes, uma vez que o método descrito
por Pritchard et al. (2000) agrupa clusters de acordo com equilibrio de Hardy-Weinberg

e equilibrio de fase gamética (Hansen et al., 2001).

Tabela 3. Valores de Fst (acima da diagonal) e seus respectivos p (abaixo da diagonal) entre 5
linhagens da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, significativos ap6s correcdo de Bonferroni
(p<0,005).

Linhagem Nilética Saint Peter GIFT Chitralada GST
Nilética 0,129 0,496 0,561 0,597
Saint Peter 0,001 0,248 0,316 0,354
GIFT 0,000 0,000 0,095 0,063
Chitralada 0,000 0,000 0,001 0,056
GST 0,000 0,000 0,002 0,004
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Tabela 4. Valores de p (abaixo da diagonal) e suas respectivas significancias (p<0,05) no teste
de desequilibrio de ligagcéo entre 9 loci de 5 linhagens de Oreochromis niloticus.

Loci UNH104 UNH118 UNH146 UNH160 UNH169 UNH178 UNH208 UNH211 UNH222
UNH104 + + + + + + + +
UNH118 0,0000 + + + + + + +
UNH146 0,0000 0,0000 + + + + + +
UNH160 0,0000 0,0000 0,0000 + + + + +
UNH169 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 + + + +
UNH178 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 + + +
UNH208 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 + +
UNH211 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 +
UNH222 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

O namero de clusters (K) que melhor diferenciou as linhagens foi 4. A analise
de agrupamento de individuos conseguiu diferenciar todas as linhagens, exceto GST e
GIFT, que foram alocadas em um cluster denominado GIFT-GST (Tabela 5) (Figura 2).
Os demais clusters foram nomeados de acordo com a maior propor¢ao de membros
de cada linhagem. Usando apenas individuos de linhagens puras, foi corretamente
identificado 90,91% dos individuos: 100% dos individuos das linhagens Nil6tica, Saint
Peter e GIFT, 90% da linhagens Chitralada e 65% da linhagem GST. Incrementando o
numero de individuos com os espécimes de linhagens desconhecidas, provenientes
das pisciculturas na bacia do Rio Uruguai e no reservatério de ltaipu, a porcentagem
de identificacdo correta aumentou para 95,96%, com a correcdo da identificacdo da
linhagem GST subindo para 92%.

Tabela 5. Propor¢éo de alocagdo do genétipo de todos os membros de cada linhagem de O.
niloticus (linhas) em cada um dos 4 grupos (colunas), usando apenas individuos de linhagens
puras (antes da barra) e incrementada com os individuos de linhagem desconhecida
provenientes pisciculturas (depois da barra). Em negrito, o cluster com a maior propor¢éo de
membros da linhagem.

Linhagem/Cluster Nilética Saint Peter GIFT-GST Chitralada
Nilotica 0.999/0.999 0.001/0.001 0.000/0.000 0.000/0.000
Saint Peter 0.004/0.005 0.996/0.995 0.000/0.000 0.000/0.000
GIFT 0.000/0.000 0.000/0.000 1.000/1.000 0.000/0.000
Chitralada 0.000/0.000 0.000/0.000 0.059/0.107 0.941/0.893
GST 0.000/0.000 0.000/0.000 0.651/0.819 0.349/0.181

14



Nil6tica Saint Peter’s GIFT Chitralada GST
fish

Nilética Saint Peter’s GIFT Chitralada GST
fish
Figura 2. Agrupamento dos individuos de linhagens puras da Tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, sem (A) e com (B) individuos de linhagem desconhecida provenientes de
pisciculturas, utilizando 9 loci de microssatélites e modelo sem mistura (K=4). Cada barra
representa a probabilidade de um individuo pertencer a um determinado cluster: Azul: cluster
Nilética; Verde: cluster Saint Peter; Amarelo: cluster GIFT-GST; Vermelho: cluster Chitralada.

A identificacdo molecular dos individuos de linhagem desconhecida
provenientes da bacia do Rio Uruguai demonstrou que em 9 pisciculturas sdo
produzidos individuos puros de uma unica linhagem, enquanto uma piscicultura em
Entre-ljuis produz hibridos entre linhagens (Figura 3). Todas as linhagens puras
amostradas sao produzidas na regido, com prevaléncia da linhagem Chitralada, em
50% das pisciculturas. E importante frisar, ainda, que os individuos das linhagens
Chitralada e GIFT coletados em Frederico Westphalen (Figura 2H-J) foram adquiridos
pelo produtor a partir da mesma fonte dos nossos individuos puros, e a andlise os
identificou corretamente. Nas propriedades ao redor do reservatério de Itaipu, apenas
em uma piscicultura houve a produgédo de apenas uma linhagem, com 87,5% delas
produzindo mais de uma linhagem, e contendo, inclusive, hibridos entre linhagens
(Figura 4).




D

A. . E.
| . ' . | .
Figura 3. Identificacdo da linhagem de individuos da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
provenientes de 10 pisciculturas na bacia do Rio Uruguai. A: reservatdrio de Campos Novos; B
e C: reservatorio de It4; D ao F: reservatdrio de Passo Fundo; G: Rio ljui; H: Entre-ljuis; | e J:
Frederico Westphalen. Cada barra representa a probabilidade de um individuo pertencer a um

determinado cluster: Azul: cluster Nil6tica; Verde: cluster Saint Peter; Amarelo: cluster GIFT-
GST; Vermelho: cluster Chitralada.
D

AI] B“ | ]
| . | . | H.
Figura 4. ldentificacdo da linhagem de individuos da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
provenientes de 8 pisciculturas em propriedades ao redor do reservatério de Itaipu. A-B: em
Santa Terezinha de Itaipu; C-D: em ltaipulandia; E-F: em Pato Bragado; G-H: em Guaira. Cada
barra representa a probabilidade de um individuo pertencer a um determinado cluster: Azul:

cluster Nil6tica; Verde: cluster Saint Peter; Amarelo: cluster GIFT-GST; Vermelho: cluster
Chitralada.

DISCUSSAO

A diferenciacdo genética entre linhagens de O. niloticus encontrada em
trabalhos anteriores (e.g. Rutten et al., 2004; Hassanien & Gilbert, 2006; Melo et al.,
2006; Moreira et al., 2007) foi a base para o desenvolvimento dessa abordagem que
possibilita a identificagdo de linhagens de tilapias utilizando 9 loci de marcadores
microssatélites. Foi possivel identificar geneticamente individuos das linhagens
Nilotica, Saint Peter, Chitralada e GIFT-GST. A incapacidade da distincdo entre

individuos das linhagens GIFT e GST, decorre provavelmente do fato de que ambas
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sdo provenientes da mesma plataforma genética. A empresa GenoMar Company
comprou todos os direitos de comercializagdo a partir da 102 geracdo do projeto
Genetic Improved Farm Tilapia (GIFT) em 1999, a partir da qual desenvolveu sua
prépria linhagem, a GenoMar Supreme Tilapia (GST) (Gupta & Acosta, 2004). Dessa
forma, o programa de melhoramento genético de GST nado gerou alteracdes genéticas
detectaveis nessa metodologia. A utilizacdo de animais de linhagem desconhecida,
contudo, aumentou a correta identificacdo de individuos GST no cluster GIFT-GST.
Dessa forma, é provavel que a utilizacdo de um maior nimero de individuos ou de loci
aumente a eficiéncia da definicdo genética dos individuos e, até mesmo, possibilite a
diferenciacdo entre as linhagens GIFT e GST. Apesar disso, 0 método demonstrou alta
eficiéncia nas analises utilizando tanto apenas individuos de linhagens puras, quanto
com individuos de origem desconhecida (i.e. 90,91% e 95,96%, respectivamente). Tal
resultado é de fundamental importancia em diversos estudos na aquicultura,
taxonomia e conservacao de O. niloticus.

Pressbes econbmicas tém forcado os piscicultores a utilizar eficientemente os
recursos disponiveis (Khaw et al., 2008). A reproducao indesejada de tilapias € um dos
principais fatores limitantes na produtividade dos cultivos por provocarem
superpovoamento nos tanques e reducdo na taxa de crescimento (Mair, 2002). Soma-
se a isso, a criacao de hibridos em pisciculturas reduz o crescimento e o potencial de
sobrevivéncia do estoque (McKinna et al., 2010), prejudicando, portanto, diversos
aspectos zootécnicos selecionados nos programas de melhoramento genético e,
consequentemente, a rentabilidade do cultivo. Dessa forma, eventos de reproducéo e
hibridizacdo entre linhagens ndo sdo recomendados, sendo sua detec¢ao importante
para definicdo de estratégias que minimizem tais fenbmenos. No presente estudo, a
presenca de hibridos entre linhagens foi encontrada em pisciculturas tanto no
reservatorio de Itaipu, quanto na bacia do Rio Uruguai, apesar da baixa porcentagem
de propriedades amostradas. Segundo o IAP-PR (Freire Maranh&o, comunicacao
pessoal), hd mais de 300 licengas ambientais emitidas para pisciculturas ao redor do
reservatorio de Itaipu. Considerando ainda a falta de profissionaliza¢cdo do cultivo de
tilapia bastante disseminado em pisciculturas da regido, onde ndo € realizado um
manejo adequado dos estoques (e.g. Orsi & Agostinho, 1999; Castellani & Barrella,
2005), a reproducdo de estoques nos tanques e o consequente cultivo de hibridos
entre linhagens é, provavelmente, mais frequente do que observado nesse estudo.
Fernandes et al. (2003), avaliando 3 pesque-pagues nas imediacdes de Maringa, por

exemplo, descreve reproducéo de tilapias nos tanques de todas as propriedades.
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Na bacia do Rio Uruguai, segundo a superintendéncia do Ministério da Pesca e
Aquicultura do Rio Grande do Sul, dados sobre quantidades de pisciculturas néo
existem, uma vez que o cultivo de tilapias é proibido na regido. Contudo, o carater
familiar e de complementaridade de renda estd bastante disseminado em
propriedades nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Bristot, 2008;
Baldisserotto, 2009; Cardoso et al., 2009; Schirmer & Cardoso, 2011), tornando o
cultivo de hibridos entre linhagens, da mesma forma, bastante provavel. A auséncia
disponibilidade de assisténcia técnica especializada, somada a falta de méo de obra
gualificada e de infraestrutura adequada, aumenta a probabilidade de reproducéo
dentro das pisciculturas (Fernandes et al., 2003), do mesmo modo que as torna mais
susceptiveis a escapes de individuos (Orsi & Agostinho, 1999).

Apesar de nenhuma vantagem ser observada e deste fenbmeno ser
indesejavel em pisciculturas, cruzamentos entre variedades de Tildpia do Nilo,
contudo, devem prevenir a depressdo de endocruzamento dentro das linhagens no
futuro. A maioria dos programas de melhoramento genético da espécie deriva de uma
pequena populacdo de fundadores, aos quais sdo impostos os efeitos de gargalo
populacional e deriva genética. Tais problemas sdo agravados pela hibridizacéo e
incontrolada introgressdo de genes de outras espécies e linhagens que ocorrem nos
estoques de O. niloticus devido ao seu manejo incorreto. Esses fatores tendem a
reduzir a produtividade dos estoques em poucas geracfes. Dessa forma, cooperacao
inter-regional para transferéncia de germoplasma é essencial como fonte de recursos
genéticos para os estoques (Eknath & Hulata, 2009). Para a deteccao de introgressao
entre linhagens e escolha de plantéis geneticamente diferentes para o manejo
genético dos estoques no futuro, a ferramenta desenvolvida nesse trabalho pode ser
utilizada.

Assim como a possibilidade de avaliar a reproducao de tilapia em pisciculturas
através da deteccdo de hibridos, é possivel, ainda, avaliar tal fendmeno em ambiente
natural. A coleta de individuos no ambiente com perfis genéticos (e.g. hibridos entre
linhagens) diferentes daqueles cultivados na regido, em conjungdo com outras
evidéncias, indica o estabelecimento de popula¢cdes no ambiente natural. Além disso,
€ possivel avaliar hibridizacdo de tilapias provenientes de pisciculturas com ciclideos
nativos, inclusive com estoques selvagens de espécies do género Oreochromis.
Ambos os eventos sdo indesejaveis. D’Amato et al. (2007), utilizando essa ideia,
detectaram hibridos entre O. mossambicus e O. niloticus em ambientes naturais na
Africa. McKinna et al. (2010), avaliando a possibilidade de hibridizacdo entre O.

mossambicus e O. niloticus da linhagem GIFT em pisciculturas e no Rio Rewa em Fiji,
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da mesma forma, conseguiram diferenciar as duas espécies, ndo detectando sinais de
hibridizacdo. Considerando o grande potencial de hibridizacdo, colonizagéo e impacto
das tilapias (Canonico et al., 2005), a detec¢éo de hibridos entre estoques de tilpias e
espécies ou subespécies nativas € de fundamental importancia para o manejo do
grupo, algo que deve ser prioritario na conservacao da biodiversidade (Esselman,
2009).

Além de questdes envolvendo a introducéo de estoques melhorados, o0 manejo
das subespécies de O. niloticus também possui importancia na conservacdao da
biodiversidade. Ha sete subespécies alopatricas de Tilapia do Nilo e a indiscriminada
transferéncia de individuos pode causar perda de diversidade e até extingdo de
populacdes devido a introgressdo de genes de outras subespécies (Eknath & Hulata,
2009). Utilizando a metodologia de identificacdo de individuos e deteccao de hibridos
descrita, é possivel avaliar a diferenciacdo genética e detectar hibridizacdo entre as
subespécies de O. niloticus, importante fator no desenvolvimento de estratégias de
conservacéo dessas populacdes.

Por fim, a identificacdo da linhagem de individuos de origem desconhecida é
importante na certificacdo das linhagens de alevinos comercializados, possibilitando
aos produtores e consumidores maior confiabilidade na escolha e no comércio das
linhagens de tilapias produzidas. Em diversas pisciculturas analisadas nesse estudo,
por exemplo, os produtores ndo sabiam ou erraram a linhagem que produziam, fato
indesejado considerando a escolha de linhagens com caracteristicas bioldgicas
diferentes para serem cultivadas.

A identificacdo das linhagens de individuos de origem desconhecida e a
deteccdo de hibridos utilizando marcadores moleculares microssatélites, portanto,
demonstrou ser eficiente e bastante promissora. Essa abordagem pode ser utilizada
em diversas aplicagbes, como certificacdo das linhagens produzidas e
comercializadas, para determinagéo de estratégias que evitem a deterioracdo genética
das linhagens de tilapia ou, ainda, para avaliar a reproducdo e hibridizacdo de

estoques ou subespécies de O. niloticus no ambiente natural ou em pisciculturas.
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CAPITULO II

Avaliacdo do status quo da Tilapia do Nilo Oreochromis

niloticus no reservatorio de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai.

Resumo

Diversas caracteristicas, tais como crescimento rapido, alta tolerAncia a diversos fatores
ambientais e grande acesso ao mercado consumidor, tornam as tilapias um grupo com grande
importancia para aquicultura mundial, sendo a Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, a principal
espécie produzida. Contudo, essas mesmas caracteristicas potencializam sua capacidade de
invasdo e estabelecimento em uma ampla variedade de ambientes, causando severos
impactos ambientais. Apesar da proibicdo de seu cultivo no reservatorio de Itaipu e na bacia do
Rio Uruguai, ha producé@o de tilapias nesses locais ou em seu entorno, sendo O. niloticus
detectada no ambiente natural em ambos os sistemas hidrologicos. Dessa forma, séo
necessarios estudos que testem o estabelecimento das Tilapias do Nilo nessas regifes para
determinacdo de estratégias de manejo que minimizem o grande impacto ambiental descrito
para a espécie em diversas regides do mundo. O presente trabalho tem por objetivo, portanto,
avaliar, através do seu status quo, a presenca de populactes estabelecidas da Tilapia do Nilo
no reservatorio de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai. Para isso, foi desenvolvido um protocolo
baseado em um teste de hipétese contemplando uma analise multidisciplinar (i.e. abundéancia,
estrutura, reproducdo, identificacdo de linhagens e posicdo tréfica), que envolveu estudos
tradicionais e outros assistidos por andlises genéticas e moleculares. Individuos provenientes
de pesca cientifica e profissional foram amostrados em coletas trimestrais entre outono/2010 e
outono/2011. Nos estoques de ambos os sistemas hidrolégicos, foi encontrada baixa
abundéancia da Tilapia do Nilo, sazonalidade na coleta dos individuos, auséncia de individuos
de pequeno porte, de fémeas esgotadas e de uniformidade genética ao longo do ano. A
identificagcdo molecular dos estoques detectou individuos de linhagens puras e hibridos
cultivados nas regifes de seu entorno. Dessa forma, a hip6tese de estabelecimento de O.
niloticus no reservatério de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai € rejeitada. Fugas de pisciculturas
sdo, provavelmente, 0s processos responsaveis pela presenca de tilapias nesses sistemas
hidrolégicos. Suporte para essa afirmativa € encontrado na presenca de racdo comercial no
estbmago de muitos animais capturados em ambos os sistemas. Apesar da alta quantidade de
individuos provenientes de escapes de cultivos, fatores abiéticos (i.e. temperatura da agua) e
bidticos (i.e. controle por predacdo) provavelmente estdo impedindo o estabelecimento da
Tilapia do Nilo na bacia do Rio Uruguai e no reservatério de Itaipu. Por fim, o protocolo
proposto demonstrou-se eficaz no teste de hipétese do estabelecimento de O. niloticus nos
sistemas hidroldgicos, podendo ser expandido para sua utilizagdo em outras regibes e para
outros grupos de peixes.

Palavras-chaves: Aquicultura, escapes de pisciculturas, populacdes estabelecidas, dieta,
estrutura, linhagens, reproducgéo, genética.
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INTRODUCAO

Perda de habitat, alteracdes ambientais e introducdo de espécies exoticas séo
0s principais mecanismos de perda de diversidade de peixes (Sala et al., 2000). Nesse
contexto, as tilapias, 70 espécies de Cichlidae originarios da Africa Tropical
(Fitzsimmons, 2000), parecem ter preocupante influéncia. Devido a sua grande
importancia para aquicultura, as tilapias do género Oreochromis foram introduzidas em
mais de 100 paises além de sua distribuicdo natural (Esselman, 2009), colonizando
uma ampla variedade de habitats. Algumas caracteristicas, como crescimento rapido,
alta prolificidade, grande variedade alimentar, alta resisténcia a doencas, presenca de
desova durante todo 0 ano e excelente sabor, tornam as tilapias os peixes de cultivo
mais importante nas regides neotropicais (Melo et al., 2006), sendo o terceiro grupo
mais produzido no mundo em 2005 (9,5%) (FAO, 2007) e o segundo no Brasil em
2004 (25,6%) (Ostrensky et al., 2008). A espécie com maior destaque é a Tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1958), que compreende 83% da producdo de
tilapias no mundo (FAO, 2002) e é responsavel pela sua grande expansédo nas Ultimas
décadas (Bentsen et al., 1998, Gupta & Acosta, 2004).

As caracteristicas ecologicas, genéticas e fisiolégicas que tornam as tilapias um
dos grupos mais cultivados, todavia, sdo as mesmas que potencializam sua
capacidade de invasdo de novos ambientes (Peterson et al., 2005). Arthington &
Bluhdorn (1994) e Schmitter-Soto & Caro (1997) sugerem que 0 mecanismo primario
de dispersdo de tal grupo esta relacionado a translocacdo humana de animais,
seguida pela fuga de individuos de pontos de piscicultura. Mesmo quando o manejo é
efetivado cuidadosamente em sistemas “fechados”, existe um potencial de escape
através das 4guas de efluentes ou como resultado de eventos climaticos, como
enchentes (Canonico et al.,, 2005), de forma que escapes de pisciculturas séo
inevitaveis (Agostinho et al., 2005a).

Canonico et al. (2005) revisou os potenciais efeitos nos ecossistemas nos
quais as tilapias séo introduzidas: extingdo local de espécies nativas (Twongo, 1995;
Goudswaard et al., 2002), predacdo de ovos e jovens de outros peixes (Arthington &
Bluhdorn, 1994), alteracdo da dindmica de nutrientes e eutrofizacdo (Starling et al.,
2002), destruicdo da vegetacdo do fundo do lago e introdugéo de parasitos (McCrary
et al., 2001). De acordo com Casal et al. (2006), a Tilapia do Nilo foi introduzida em 85
paises, sendo relatado seu estabelecimento em 58% e efeitos ecoldgicos adversos em
14%. Devido a soma de sua grande capacidade de colonizacdo com seu potencial
impacto ambiental, tildpias devem possuir alta prioridade no manejo para protecao de

ambientes aquaticos (Esselman, 2009).
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Em decorréncia de sua natureza exdtica, o cultivo de tildpias é proibido no
Brasil, exceto nas regidbes onde existem popula¢gbes estabelecidas no ambiente
natural. Contudo, em diversas vezes os legisladores consideram determinada espécie
estabelecida apenas pela observacdo de poucos espécimes na Unidade Geogréfica
de Referéncia, sem a realizacdo de estudos que efetivamente demonstrem o
estabelecimento de popula¢des da espécie. Segundo conceito de Williamson & Fitter
(1996) e Agostinho et al. (2007), populacbes estabelecidas sado populagbes
autossustentaveis, capazes de completar o seu ciclo de vida (reproducdo e
recrutamento) no ambiente natural. A detec¢éo de individuos ou a presenca de fémeas
desovadas, ninhos ou alevinos de espécies no ambiente, especialmente no caso das
nao migradoras, portanto, ndo necessariamente indicam sucesso na sobrevivéncia e
no desenvolvimento dos alevinos ou reproducéo dos adultos, tornando tais evidéncias
insuficientes para corroborar a hipotese de estabelecimento de populacdes no sistema
hidrologico (Agostinho et al., 2007). Apesar de haver registros em publicacdes
cientificas (e.g. Makrakis et al., 2007; Kaufmann & Pinheiro, 2009) e de capturas pela
pesca profissional de O. niloticus no reservatério de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai, o
cultivo da Tilapia do Nilo esta proibido nesses sistemas hidrologicos.

Portanto, € necessario compreender a origem dos individuos presentes nessas
regides, avaliar se tais espécimes séo provenientes de populacbes estabelecidas ou
se sdo reflexo de fugas de tilapias de pontos de piscicultura. Em virtude da
complexidade dos possiveis cendrios esperados, nesse trabalho foi desenvolvido um
rigoroso protocolo que testa o estabelecimento de populacGes da Tilapia do Nilo. A
analise multidisciplinar contemplou uma série de abordagens (i.e. abundancia,
distribuicdo, reproducéo, estrutura, identificacdo de linhagens e dieta) que envolveu
estudos tradicionais e outros assistidos por analises genéticas e moleculares.

Dessa forma, esse estudo testa hipéteses sobre o estabelecimento de tilapias,
O. niloticus, na bacia do Rio Uruguai e do lago do reservatério de Itaipu utilizando um
protocolo que incorpora evidéncias da comunidade, populacionais, genéticas,
reprodutivas e da dieta de animais capturados no ambiente natural. Esses resultados
representam fundamentos essenciais para embasar decisGes ambientais e para o

desenvolvimento de estratégia de manejo da espécie.
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MATERIAIS E METODOS

Para avaliacdo do status quo e da hipotese de estabelecimento de O. niloticus
no reservatorio de ltaipu e na bacia do Rio Uruguai, foi utilizada uma série de
abordagens que avaliam aspectos da comunidade ictica local, como estrutura do
estoque, existéncia de reproducdo e a estrutura e dindmica genética dos animais
encontrados na natureza e a dieta da espécie no local. Para cada conjunto de
evidéncias obtido, foram definidos cenérios esperados para a hipétese nula (Ho), que
assume a existéncia de uma populacao de tilapias estabelecida no ambiente natural, e
para a hipotese alternativa (H;), que assume que 0s animais coletados localmente
representam escapes de cultivos da prépria bacia (Tabela 1). Para testar essas
hip6teses, foram realizadas coletas cientificas e acompanhamento da pesca comercial
com o apoio de pescadores locais, aos quais foram aplicadas técnicas tradicionais e

moleculares.

Tabela 1. Sintese da estratégia metodolégica desenvolvida na avaliacdo do status do estoque
da Tilapia do Nilo do reservatério de Itaipu e da bacia do Rio Uruguai. Para cada fonte de
informacdo gerada sdo apresentadas as hipéteses nula e alternativa de uma populacdo
estabelecida ou ndo estabelecida, respectivamente.

Hipoteses
Fonte
Ho. estabelecida Hi: ndo estabelecida
EstrutL{ra it Numero de tilapias relativamente elevado Ndmero de tilapias relativamente reduzido
comunidade
Estrutura de tamanho sugerindo recrutamento SR Gl RN 19 SE0 [REE0 6
recrutamento
Populagéo
Coleta de individuos constante entre Lo
Coleta sazonal de individuos
campanhas
Proporcao sexual proxima a 1:1 Propor¢ao sexual distante de 1:1
Reproducéo
Fémeas com ovarios esvaziados Auséncia de fémeas com ovarios esvaziados

Dominio de animais hibridos ou de linhagens
puras encontrados nas pisciculturas do
entorno

Dominio de animais hibridos ndo encontrados
nas pisciculturas do entorno

Linhagens genéticas

Perfil genético de animais capturados varia

Manutencao temporal do perfil genético temporalmente

Estrutura genética Similar ao longo do ano Variavel ao longo do ano

Prevaléncia de itens alimentares encontrados

Posicao Troéfica v

Racé&o como frequente item alimentar

A contribuicdo da tilapia na comunidade de peixes dos locais estudados foi

determinada pelo nimero relativo de animais capturados (numero de tilapias/nimero
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total de peixes). A estrutura do estoque de tilapias do Nilo foi obtida através do
histograma de frequéncia das classes de tamanhos dos individuos coletados e da
distribuicdo de captura entre as campanhas. Aspectos reprodutivos foram avaliados
através da razdo sexual e do grau de maturacao gonadal, dados obtidos em histologia
gonadal. Marcadores microssatélites foram aplicados para a caracterizagdo genética
dos estoques e para a identificacdo das linhagens das tilapias capturadas na natureza.
As interacdes troficas de O. niloticus nos dois sistemas hidricos foram definidas

através de analises microscépicas de seu conteudo estomacal.

Pontos de Coleta

Amostragens através das pescas cientifica e profissional foram realizadas em
regibes especificas dos ambientes avaliados. Os locais de amostragem foram
determinados como resultado de levantamentos bibliograficos da captura de tilapia e
de presenca de pisciculturas, contatos com pesquisadores da UHE de Itaipu e da

bacia do Rio Uruguai e com o6rgaos ambientais e de fomento a atividade de

piscicultura nos dois estados visitados (Figura 1 e Figura 2).

® Guaira
Zona fluvial

Zona de transigdo
® Pato Bragado

Zona lacustre
e ltaipulandia

® Santa Terezinha de ltaipu

20 KM
Figura 1. Pontos de coleta cientifica e profissional definidos para o reservatdrio de lItaipu

(Pontos laranjas).

27



’ Santa Catarina
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Rio Grande dvo Sul
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Figura 2. Pontos de coleta cientifica e profissional definidos para a bacia do Rio Uruguai
(Pontos laranjas).

Pesca Cientifica

Para a determinac¢éo do tamanho do esfor¢o amostral, foi realizada uma coleta
piloto (abril/2010). Essa coleta foi, ainda, utilizada para padronizar toda a metodologia
a ser empregada.

Cinco campanhas foram realizadas nas coletas cientificas (outono/2010,
inverno/2010, primavera/2010, verdo/2011 e outono/2011) em 4 pontos de cada um
dos dois sistemas hidrologicos (reservatério de Itaipu e bacia do Rio Uruguai) (Tabela
2). Na primeira campanha (i.e. Outono/2010), entretanto, ndo foram realizadas coletas

no Rio Uruguai — Irai e no Rio ljui.
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Tabela 2. Pontos de coleta cientifica e profissional, e suas respectivas coordenadas, definidos
para a bacia do Rio Uruguai e reservatdrio de Itaipu.

Sistema Hidroldgico Ponto Coordenadas

25°23'15.40"S
54°28'44.60"0
25°12'2.40"S
54°23'19.70"0
24°34'53.30"S
54°16'56.80"0
24°16'16.40"S
54°16'32.60"0

Santa Terezinha de Itaipu
Itaipulandia
Reservatorio de Itaipu

Pato Bragado

Guaira

27°20'5.90"S
51°57'12.80"0
27°41'57.50"S
52°43'31.30"0
28°17'32.80"S
53°52'39.30"0
27°9'29.80"S
53°10'34.10"0

Reservatorio de Ita
Reservatério de Passo Fundo
Bacia do Rio Uruguai

Usina Hidrelétrica José Barasoul - Rio ljui

Rio Uruguai - Irai

Em todas as regides definidas como pontos de coleta, foram utilizadas redes
de espera de diferentes malhas (minimo de 3 redes com entrends entre 1,5 a 12 cm)
como principais artes de pesca para captura de tilapias. Como artes de pesca
complementares, linhas, espinhéis e feiticeiras foram utilizados (Tabela 3 e Tabela 4).
Ainda, para coleta de individuos de pequeno porte, pesca com redes de arrasto foram
realizados em bancos de macréfitas. Os esforcos amostrais se deram nos periodos da
manha e tarde, durante 36 horas consecutivas em cada local, sendo os conjuntos
mantidos e revisados a cada 12 horas.

Os espécimes de tilapia foram fotografados, seu comprimento total e peso
foram mensurados e seus 6rgaos foram fixados de acordo com a analise subsequente:
gbnadas em Solugdo de Davidson (Shaw & Battle, 1957) para andlise histoldgica,
fragmentos de musculo e/ou nadadeira em solucdo salina hipersaturada de DMSO-
EDTA (Seutin et al., 1991) para avaliagbes genéticas, e estbmago em formalina 10%

para avaliacdo do conteudo estomacal dos individuos (Figura 3).
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Tabela 3. Conjunto de petrechos de pesca utilizado em amostragem cientifica, em pontos de
coleta no reservatorio de Itaipu. RE: Rede de espera

Outono/2010 Inverno/2010 Primavera/2010 Verdo/2011 Outono/2011

RE5cm RE1,5cm RE1,5cm RE1,5cm RE2 cm
RE6cm RE3 cm RE 3,5cm RE2 cm RE 3,5cm
Santa RE7 cm RE5cm RE4 cm RE3 cm RE5 cm
Terezinha de Linha RE6cm RE5cm RE5 cm RE 6 cm
Itaipu RE 7 cm RE 6 cm RE 6 cm RE 7 cm
RE7 cm RE7 cm RE 8 cm
RE 8 cm Linha
RE 4 cm RE1,5cm RE1,5cm RE1,5cm RE2 cm
RE5cm RE3 cm RE 3,5cm RE2 cm RE 3,5cm
Itaipulandia RE6cm RE4 cm RE4 cm RE 3 cm RE4 cm
Linha RES5cm RES5cm RE5cm RES5 cm
RE 8 cm RE 6 cm RE 8 cm RE6 cm
RE4 cm RE1,5cm RE1,5cm RE1,5cm RE 2 cm
RE5cm RE3 cm RE 3,5cm RE 2 cm RE 3,5cm
RE6cm RE4 cm RE4 cm RE3 cm RE4 cm
Pato RE5cm RE 6 cm RE4 cm RE5cm
Bragado RE 8 cm RE 7 cm RES5cm RE6 cm
RE 8 cm RE6 cm RE7 cm
RE7 cm RE 8 cm
RE 8 cm
RE4 cm RE1,5cm RE1,5cm RE1,5cm RE2 cm
RE5cm RE3 cm RE 3,5cm RE 2 cm RE 3,5cm
RE 6 cm RE4 cm RE4 cm RE3 cm RE4 cm
Guaira Linha RE5cm RES5cm RE4 cm RE5 cm
RE 6 cm RE 6 cm RES5 cm RE6 cm
Linha RE7 cm RE 6 cm RE 7 cm
RE7 cm RE 8 cm
RE 8 cm

30



Tabela 4. Conjunto de petrechos de pesca utilizado em amostragem cientifica, em pontos de
coleta da bacia do Rio Uruguai. RE: Rede de espera

Outono/2010 Inverno/2010 Primavera/2010 Verio/2011 Outono/2011

RE 3,5cm RE1,5cm RE 3,5cm RE2cm RE2cm
RE4 cm RE3 cm RE4 cm RE 3,5cm RE 3,5cm
RE 4,5cm RE 3,5cm RE 4,5cm RE4 cm RE4 cm
RE5cm RE4 cm RE5cm RE 4,5cm RE 4,5cm
Reservatorio RE 8 cm RES5cm RE 8 cm RE5cm RE5cm
delta RE9 cm RE 6,5cm Feiticeira 5 RE 6,5cm RE 6,5cm
RE 12 cm RE8 cm RE8 cm
Feiticeira 5 RE9 cm RE9 cm
Feiticeira 20 RE 10 cm RE 10 cm
RE 12 cm RE12 cm
RE5cm RE1,5cm RE5cm RE2 cm RE2 cm
RE 5,5cm RE3 cm RE 6 cm RE 3,5cm RE 3,5cm
RE8 cm RE4 cm RE7 cm RE4 cm RE5cm
RE 11 RES5cm RE 8 cm RES5 cm RE6 cm
Reservatorio RE6cm Feiticeira 5 RE6 cm RE7 cm
de Passo RE 8 cm Feiticeira 6 RE7 cm RE 8 cm
Fundo RE 10 cm Feiticeira 8 RE 8 cm RE 10 cm
RE 10 cm Feiticeira 5
Feiticeira 5 Feiticeira 6

Feiticeira 6

Feiticeira 8
RE1,5cm RE1,5cm RE 2 cm RE 2 cm
RE3 cm RE2 cm RE 3,5cm RE 3,5cm
RE5cm RE 3,5cm RE 4 cm RE 5,5cm
Rio Uruguai RE 5,5cm RE 6 cm RE 8 cm RE6 cm
- Irai RE 8 cm RE 8 cm ES RE7 cm
ES ES RE 7,5cm
Linha RE 8 cm

ES
RE1,5cm RE1,5cm RE 2 cm RE 2 cm
RE3 cm RE2 cm RE 3,5cm RE 3,5cm
RE4 cm RE 3,5cm RE 4 cm RE 6 cm
Rio ljui RE5cm RE6cm RE6 cm RE7 cm
RE 6 cm RE7 cm RE7 cm RE 7,5cm
RE7 cm RE 7,5cm RE 7,5cm RE 8 cm
RE 8 cm RE 8 cm
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Figura 3. Esquema do processamento das tilapias coletadas no ambiente.

Pesca Profissional

Foram contatados pescadores profissionais em cada um dos 4 pontos
amostrados em cada sistema hidroldgico e orientados a como proceder no caso de
captura de tildpias. Tais dados foram somados aos dados de pesca cientifica. Um kit
para a coleta e conservacdo de amostras foi disponibilizado para cada colaborador,

incluindo uma tabela de registro de pesca (i.e. tamanho e peso das tilapias).

Dados Reprodutivos

Para o reconhecimento do sexo e a avaliacdo microscépica do estadio de
maturacdo gonadal dos espécimes de tildpias capturados, foram produzidas laminas
permanentes em hematoxilina de Harris e Eosina (HE) e analisadas em microscopio
Optico. Para a andlise de ovarios utilizou-se a metodologia descrita por Vazzoler
(1996), que permite a classificagdo do desenvolvimento ovariano nos estadios: A —
imaturo ou virgem; B — em maturagdo (B1 em maturacao inicial e B2 em maturagéo
final); C — maduro; D — esvaziado (“em recuperacao”); E — repouso. Para analise de
testiculos adotaram-se as metodologias de Mota (2009) e Santos et al. (2006),
classificando os testiculos em: imaturos, em maturacdo, maduros e espermiados, com

base na presenca e replegéo de células nas diferentes etapas da espermatogénese.

Marcadores microssatélites
Como consequéncia do dominio de O. niloticus na aquicultura global de
tilapias, a espécie tornou-se alvo de programas de melhoramento genético nos ultimos

anos, 0s quais tém gerado diversas linhagens. Entre elas, estdo as variedades
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Chitralada (ou Tailandesa), GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia) e GST
(GenoMar Supreme Tilapia), j& introduzidas e cultivadas no Brasil juntamente com
outros plantéis menos puros, como as linhagem nilGtica e as tilapias vermelhas (e.g.
Saint Peter), produto de hibridizacdo entre espécies de Oreochromis. Tais programas
buscam gerar linhagens com maiores taxas de sobrevivéncia e crescimento.
Integrando essa realidade a argumentacdo proposta no presente estudo,
podemos prever alguns cenarios (Figura 4). Em um cenario de auséncia de populacao
estabelecida (A), espera-se observar a presenca pouco expressiva de espécimes,
sendo que as linhagens capturadas estardao representadas por linhagens ou hibridos
cultivados no entorno da regido avaliada. Alternativamente, se a espécie encontra-se
estabelecida no ambiente (B), espera-se encontrar uma maior abundancia de uma
Unica linhagem genética de O. niloticus (peixe azul na B), resultado da hibridizacéo de
linhagens cultivadas nas regifes, pela reproducdo de uma populagdo panmitica
estabelecida no ambiente natural apés décadas de cultivo e escapes de individuos.

Ambiente Ambiente
Natural Cultivos Natural Cultivos

Figura 4. Cenarios previsiveis para: A) escapes de tilapias de cultivo sem que exista uma
populagdo estabelecida nos ambientes natural. N&o existira, portanto, “hibridos” entre as
diferentes linhagens cultivadas no ambiente (peixes verdes, vermelhos e amarelos). B)
escapes de tilapias com reproducdo ocorrendo nos ambientes naturais. As linhagens
rapidamente se misturam em ‘“hibridos” (peixes azuis) que devem representar a maior
percentagem dos animais no sistema, com eventuais animais de ‘linhagens puras’,
representando escapes recentes.

Para uma acurada avaliacdo destes cendrios, torna-se necessario adotar um
método confiavel e viadvel de identificacdo e caracterizagdo das linhagens dos animais
capturados em ambientes naturais. Assumindo-se que 0 uso da sisteméatica
convencional, baseada em caracterizagbes morfométricas externas, € ineficaz para

essa tarefa, marcadores moleculares de DNA destacam-se como a melhor alternativa

33



(Costa-Pierce, 2003). Baggio (Capitulo 1) descreve um protocolo confiavel de
identificacdo genética de linhagens de tilapias utilizando 9 loci de marcadores
microssatélites. Os marcadores microssatélites fornecem, ainda, informacdes sobre a
caracteristica genética dos estoques de tilapias e sua variacdo temporal. Em uma
populacado estabelecida, a reproducéo ocorre aleatoriamente entre individuos, levando
a um equilibrio de frequéncia de alelos conhecida como Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Nesse cenéario, o perfil genético de uma populacéo é relativamente estavel, sofrendo
mudancas temporais apenas quando certas condicbes se estabelecem (i.e. selecdo
natural, deriva genética). Dessa forma, marcadores microssatélites foram utilizados
tanto para identificacdo das linhagens de tilapias capturadas no ambiente, como para
avaliacao de seu estabelecimento ao longo do periodo estudado.

Os individuos coletados através de pesca cientifica e profissional tiveram um
pedaco de seu tecido fixado em solugéo salina hipersaturada de DMSO-EDTA (Seutin
et al., 1991) e armazenados em freezer a -20° C. O DNA genbémico de cada individuo
foi extraido com o auxilio do kit IPrep™ Chargeswitch® através de rob6 de extracédo
automatizada (IPrep™ Purification instrument, Invitrogen™), conforme especificagoes
do fabricante.

Os individuos foram genotipados através dos 9 conjuntos de iniciadores
sugeridos por Baggio (Capitulo 1): UNH104 (GenBank G12257.1), UNH108 (GenBank
G12261.1), UNH118 (GenBank G12271.1), UNH146 (GenBank G12298.1), UNH160
(GenBank G12312.1), UNH169 (GenBank G12321.1), UNH178 (GenBank G12330.1),
UNH208 (GenBank G12359.1), UNH211 (GenBank G12362.1) e UNH222 (GenBank
G12373.1). As reacdes de PCR foram otimizadas para um volume final de 10 pl, com
concentracoes finais de: 0,25 a 0,5 ng/ul de extrato, 0,03 U Tag Platinum, 1x Buffer,
1,5 mM MgCl,, 0,08 uM de primer iniciador senso fluorescente e 0,08uM de primer
iniciador anti-senso. O programa de PCR conteve 3 min de denaturacéo inicial a 94° C,
seguido por 35 ciclos de 30 s de denaturagdo a 95° C, 60 s de anelamento dos primers
iniciadores a 48° C (UNH146 a 56° C), e extensdo de 60 s a 70° C. A extensao final de
60 min a 70° C encerrou o programa. Para otimizacédo da genotipagem dos individuos,
foram realizadas reacdes de PCR Multiplex com os seguintes conjuntos de primers:
UNH169 com UNH211, UNH178 com UNH222, UNH160 com UNH208. 2,5 ul do
produto de PCR, entdo, foram misturados a 10ul de formamida e 0,3 pl de
GeneScan™ 500 — Rox'™ Size Standart (Applied Biosystems) e aplicado em um
sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems). Os alelos foram identificados através do

programa GenMarker 1.6 (SoftGenetics).
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A identificacdo da linhagem dos individuos foi realizado no programa Structure
2.3.1 (Pritchard et al., 2000), utilizando 10 corridas independentes com 100 mil de
burn-in e 1 milh&do de replicatas, com K variando de 1 a 8, o que possibilita a
identificacdo de grupos de individuos com caracteristicas genotipicas diferentes
daqgueles encontrados para linhagens puras, e modelo sem mistura. O banco de dados
dos individuos puros desenvolvido por Baggio (Capitulo 1) foi utilizado. O nimero de
clusters utilizado foi aquele que identificou os 4 grupos de individuos de linhagens
puras descritos por Baggio (Capitulo I): GIFT-GST, Nil6tica, Saint Peter e Chitralada.
Nessa analise, foram considerados hibridos aqueles individuos que compunham mais
de 10% de probabilidade de pertencerem a, no minimo, duas linhagens.

Andlises de equilibrio de Hardy-Weinberg e Fst dos estoques coletados foram
realizadas no software Arlequin 3.5 (Excofier & Lischer, 2010).

Dados troficos

As tilapias coletadas provenientes de coletas cientificas tiveram seus
estbmagos removidos e fixados em formalina 10%. O conteddo estomacal dos
espécimes foi peneirado e identificado em microscopio estereoscopico e em
microscopia optica, quando necessario. Foram consideradas as seguintes categorias
dos itens alimentares: algas, insetos, detritos, matéria orgéanica, racdo e restos
vegetais. A composicdo da dieta das espécies foi avaliada pela frequéncia de
ocorréncia relativa, porcentagem dos estdbmagos nos quais o item alimentar ocorreu, e
pelo método volumétrico, porcentagem de participacdo de cada item no volume total
de alimento (Hyslop, 1980). O indice alimentar foi calculado segundo a seguinte

férmula (Kawakami & Vazzoler, 1980):

Andlises Estatisticas
O fator de condicdo dos individuos foi calculado segundo a férmula Kn = 100 *
peso (g) / comprimento total (cm)®, sendo o coeficiente alométrico “b” o coeficiente

angular da reta de regressao para os dados logaritmizados de comprimento e peso.
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RESULTADOS
Abundancia e distribuicdo do estoque

Foram coletados 27 individuos da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
através de pesca cientifica entre o outono/2010 e outono/2011, que somados aos 32
individuos coletados através de pesca profissional e ao individuo na coleta piloto,
perfazem 60 individuos (Tabela 5).

Tabela 5. Total de tilapias Oreochromis niloticus coletadas em pesca cientifica (P.C.) e em
pesca profissional (P.P.) na bacia do Rio Uruguai e no reservatorio de Itaipu.

N° de Bacia do Rio Uruguai Reservatério de ltaipu

Espécimes P.C. P.P. Total P.C. P.P. Total
Coleta Piloto* 0 0 0 1 0 1
Outono/2010 1 2 3 0 2 2
Inverno/2010 4 0 4 0 2 2
Primavera/2010 10 2 12 0 7 7
Verdo/2011 9 7 16 2 0 2
Outono/2011 1 9 10 0 1 1
Total 25 20 45 3 12 15

Do total de 15 individuos de O. niloticus coletadas no reservatorio de Itaipu,
uma foi coletada na coleta piloto, 2 foram coletadas através de pesca cientifica

padronizada e 12 foram coletadas através de pesca profissional (Tabela 5 e Tabela 6).

Tabela 6. Numero de Tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, coletadas em pesca profissional
em 4 pontos de amostragem do reservatorio de Itaipu.
Santa Terezinha Pato

de Itaipu Itaipulandia Bragado Guaira  Total
Outono/2010 0 0 2 0 2
Inverno/2010 2 0 0 0 2
Primavera/2010 5 0 1 1 7
Verao/2011 0 0 0 0 0
Outono/2011 1 0 0 0 1
Total 8 0 3 1 12

Nas pescas cientificas padronizadas, um total de 4302 espécimes de peixes foi
coletado no reservatério de Itaipu, com a Tildpia do Nilo compondo 0,05% do total
coletado (Tabela 7). As frequéncias de captura variaram de 0,19%, em Guaira, a
0,00%, em ltaipulandia e Pato Bragado, com pico em Guaira no verao/2011 (0,61%)
(Figura 5) (Tabela 8).
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Tabela 7. Total de peixes capturados, nimero de tilapias Oreochromis niloticus coletadas e sua
abundancia relativa em coleta cientifica no reservatério de Itaipu.
Reservatorio de Itaipu

N°de Espécimes o o
O. niloticus  Total Frequéncia

Outono/2010 0 765 0,00%
Inverno/2010 0 540 0,00%
Primavera/2010 0 1164 0,00%
Verdo/2011 2 1181 0,17%
Outono/2011 0 652 0,00%
Total 2 4302 0,05%

Reservatdrio de Itaipu

1,00% ~

Santa Terezinha de Itaipu
—|taipulandia

0,50% Pato Bragado
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%, 2
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Figura 5. Abundéancia relativa da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, no reservatério de
Itaipu, entre o outono/2010 e outono/2011, através de pesca cientifica.

Tabela 8. Total de peixes capturados, nimero de tildpias Oreochromis niloticus coletadas e sua
abundancia relativa em coleta cientifica nos pontos do reservatério de Itaipu.

Santa Terezinha de Itaipu Itaipulandia
O. niloticus Total Frequéncia O. niloticus  Total  Frequéncia

Outono/2010 0 90 0,00% 0 415 0,00%

Inverno/2010 0 195 0,00% 0 117 0,00%

Primavera/2010 0 155 0,00% 0 445 0,00%

Verdo/2011 1 279 0,36% 0 430 0,00%

Outono/2011 0 101 0,00% 0 258 0,00%

Total 1 820 0,12% 0 1665 0,00%
Pato Bragado Guaira

O. niloticus Total Frequéncia O. niloticus  Total  Frequéncia

Outono/2010 0 160 0,00% 0 100 0,00%
Inverno/2010 0 159 0,00% 0 69 0,00%
Primavera/2010 0 440 0,00% 0 124 0,00%
Verdo/2011 0 308 0,00% 1 164 0,61%
Outono/2011 0 216 0,00% 0 77 0,00%
Total 0 1283 0,00% 1 534 0,19%

37



Dentre as espécies coletadas, Prochilodus lineatus e Myleus levis foram os
taxons com mais individuos coletados: 1212 (28,17%) e 584 (13,58%)
respectivamente. A Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, foi apenas o 36° grupo mais
coletado no reservatorio de Itaipu (0,05%), de um total de 47 taxons (Figura 6).

Reservatoriode Itaipu

Mapia rendalli (1)
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Oreochromi
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Figura 6. Numero de individuos de cada taxon coletados no reservatério de Itaipu entre o
outono/2010 e outono/2010, através de pesca cientifica padronizada.

Dentre os potenciais predadores da Tilapia do Nilo descritos em trabalho de
Orélis-Ribeiro et al. (dados n&o publicados), foram coletados espécimes do mandi
Pimelodus maculatus, da piranha Serrasalmus spp. e da traira Hoplias spp. (Figura 7),
no reservatorio de lItaipu. Além desses, outro potencial predador de tilpias, o
Tucunaré (Cichla spp.), foi coletado. Esse género tem sido introduzido em represas,
acudes e tanques para pesca esportiva e/ou para o controle populacional de tilpias,
lambaris e outros peixes, devido ao seu carater piscivoro (Moura-Brito & Patrocinio,
2006). As analises de regresséo linear correlacionando o nimero de tilpias coletadas
em cada ponto com o0 numero total de peixes e de predadores coletados em cada
ponto demonstraram tendéncias de redugdo no numero de tilapias com aumento da
abundancia total de peixes (r* = 0,848; p = 0,079) (Figura 8) e de predadores
coletados (r* = 0,741; p = 0,139) (Figura 9), apesar de ndo estatisticamente

significativos devido ao baixo tamanho amostral.
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Figura 7. Namero de individuos coletados da Tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, e de seus
possiveis predadores através de pesca cientifica em 4 pontos do reservatoério de Itaipu.
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Figura 8. Regresséao linear entre a abundancia da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e
abundancia total de peixes coletados em diferentes pontos através de pesca cientifica no
reservatorio de Itaipu (r* = 0,848; p = 0,079).
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Figura 9. Regressao linear entre a abundancia da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e de
seus possiveis predadores coletados em diferentes pontos através de pesca cientifica no
reservatorio de Itaipu (r° = 0,741; p = 0,139).
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Do total de 45 O. niloticus coletados na bacia do Rio Uruguai, 25 foram
capturados através de pesca cientifica padronizada e 20 através de pesca profissional
(Tabela 5 e Tabela 9).

Tabela 9. Total de tilapias Oreochromis niloticus coletadas em coletas profissionais na bacia do
Rio Uruguai.

Reservatdrio  Reservatério de L Rio Uruguai -
de Ita4 Passo Fundo Rio ljul Irai Total

Outono/2010 2 0 0 0 2
Inverno/2010 0 0 0 0 0
Primavera/2010 2 0 0 0 2
Verdo/2011 7 0 0 0 7
Outono/2011 7 0 0 2 9
Total 18 0 0 2 20

Um total de 2027 peixes foi coletado na bacia através de coletas cientificas
padronizadas, dos quais 25 eram O. niloticus (1,23%) (Tabela 10). A maior frequéncia
foi encontrada no reservatério de Passo Fundo (3,22%), com pico na primavera
(6,87%), enquanto a menor foi observada no Rio ljui, onde nenhum exemplar foi
coletado (Figura 10) (Tabela 11).

Tabela 10. Total de peixes capturados, numero de tilapias Oreochromis niloticus coletadas e
sua abundancia relativa em coleta cientifica na bacia do Rio Uruguai.

Bacia do Rio Uruguai
O. niloticus Total Frequéncia

N° de Espécimes

Outono/2010 1 41 2,44%
Inverno/2010 4 739 0,54%
Primavera/2010 10 607 1,65%
Verao/2011 9 349 2,58%
Outono/2011 1 291 0,34%
Total 25 2027 1,23%

Bacia do Rio Uruguai
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——Reservatorio de Ita
6,00% -
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Figura 10. Abundancia relativa da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, na bacia do Rio
Uruguai, entre o outono/2010 e outono/2011, através de pesca cientifica.
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Tabela 11. Total de peixes capturados, numero de tilapias Oreochromis niloticus coletadas e
suas abundancias relativas em coleta cientifica em 4 pontos da bacia do Rio Uruguai.

Reservatério de Ita Reservatério de Passo Fundo

O. niloticus Total Frequéncia O.niloticus Total Frequéncia
Outono/2010 1 33 3,03% 0 8 0,00%

Inverno/2010 3 154 1,95% 1 170 0,59%
Primavera/2010 5 311 1,61% 4 114 3,51%
Verdo/2011 0 94 0,00% 9 131 6,87%
Outono/2011 0 50 0,00% 1 43 2,33%
Total 9 642 1,40% 15 466 3,22%
Rio ljui Rio Uruguai - Irai
O. niloticus Total Frequéncia O.niloticus Total Frequéncia

Outono/2010 - - - - - -
Inverno/2010 0 42 0,00% 0 373 0,00%
Primavera/2010 0 115 0,00% 1 67 1,49%
Verdo/2011 0 98 0,00% 0 26 0,00%
Outono/2011 0 52 0,00% 0 146 0,00%
Total 0 307 0,00% 1 612 0,16%

Nas coletas cientificas realizadas no outono/2010, primavera/2010, verao/2011
e outono/2011, as quais todos os espécimes coletados foram identificados,
Oreochromis niloticus foi o 14° grupo mais abundante (1,63%), de um total de 30
taxons. Os taxons mais abundantes foram as espécies do cascudo Hypostomus spp.,
gue somaram 394 individuos, 30,59% do montante (Figura 11). Nos pontos onde a
coleta de Til4pia do Nilo foi mais frequente, O. niloticus foi 0 9° (abundéncia relativa de
1,23%) e 7° (abundancia relativa de 4,73%) tdxon mais abundante nos reservatorios
de Ita e Passo Fundo, respectivamente (Figura 12 e Figura 13). Um total de 20 e 12

taxons foram coletados nesses reservatérios, respectivamente.
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Figura 11. Numero de individuos de cada espécie coletada na bacia do Rio Uruguai entre o
outono/2010 e outono/2010, exceto no inverno/2010, através de pesca cientifica padronizada.
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Figura 12. Nomero de individuos de cada taxon coletado no reservatério de Ita entre o
outono/2010 e outono/2010, exceto no inverno/2010, através de pesca cientifica padronizada.
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Reservatorio de Passo Fundo
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Figura 13. Namero de individuos de cada tdxon coletado no reservatério de Passo Fundo entre
0 outono/2010 e outono/2010, exceto no inverno/2010, através de pesca cientifica padronizada.

Dentre os potenciais predadores de tilapias, foram capturados Hoplias spp.,
Pimelodus maculatus, Rhamdia quelen e Serrasalmus spp. na bacia do Rio Uruguai
(Figura 14). Apesar de ndo haver correlacdo entre o niumero de tilapias e numero total
de peixes coletados em cada coleta na bacia (r* = 0,251; p = 0,390) e no reservatorio
de Passo Fundo (r? = 0,214; p = 0,432), houve significAncia nessa correlacdo positiva
no reservatdrio de It (r* = 0,844; p = 0,028) (Figura 15). A andlise de regressao linear
demonstrou tendéncia de correlacdo positiva entre a quantidade total de tilapias e o

ntmero de predadores coletados nos pontos (r* = 0,863; p = 0,071).
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Figura 14. Namero de individuos coletados da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e de seus
possiveis predadores através de pesca cientifica na bacia do Rio Uruguai.
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Figura 15. Regresséo linear entre as abundancias da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e
do total de peixes coletados em diferentes pontos através de pesca cientifica no reservatério de
Ita (r* = 0,844; p = 0,028).
Estrutura do estoque

Os individuos coletados através de pesca cientifica padronizada no
reservatorio de Itaipu mediram 27 e 42 cm de comprimento total, espécimes esses
coletados em Santa Terezinha de Itaipu e Guaira, respectivamente, no verao/2011
(Figura 16). Apesar do uso de redes de arrasto e de redes espera com malha minima
de 2 cm em cada coleta (Figura 17), nenhum individuo de pequeno porte foi
capturado. Das tilapias amostradas em coletas profissionais, 7 foram mensuradas,

medindo entre 23 e 35 cm de comprimento de corpo.

Reservatorio de Itaipu
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Figura 16. Abundancia das classes de tamanho (em cm) da Tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, coletadas no reservatério de Itaipu, entre o outono/2010 e outono/2010, através de
pesca cientifica.
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Figura 17. Nimero de espécimes coletados da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e de
outras espécies em pesca cientifica utilizando diferentes petrechos, no reservatorio de Itaipu.

As tilapias coletadas através de pesca cientifica na bacia do Rio Uruguai
variaram de 13,5 a 33 cm (Figura 18), apesar da utilizacdo de petrechos de captura de
diferentes seletividades (Figura 19) e da realizacdo de pesca de arrasto. No
reservatorio de Itd, o comprimento total das tilapias variou de 13,5 a 23,5 cm (Figura
20), enquanto em Passo Fundo tais valores variaram entre 20 e 33 cm (Figura 21),
nao obstante o uso de petrechos de pesca com malhas de até 1,5 cm de entrends
(Figura 22 e Figura 23) e pesca de arrasto. A Unica tilapia coletada através de pesca
cientifica na calha do Rio Uruguai, municipio de Irai, possuia 20,5 cm de comprimento
total.

As tilapias amostradas através da pesca comercial tiveram seu tamanho
mensurado em 18 cm e entre 8 e 13,2 cm, para o individuo coletado no verdao/2011 e
para os 7 individuos coletados no outono/2011, respectivamente, no reservatério de
It4. As tilapias coletadas por pescadores no Rio Uruguai, em Irai, possuiam 21 e 21,5

cm de comprimento total.
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Figura 18. Abundancia das classes de tamanho (em cm) da Tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, coletadas na bacia do Rio Uruguai, entre o outono/2010 e outono/2010, através de
pesca cientifica.
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Figura 19. Numero de espécimes coletados da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e de
outras espécies através de pesca cientifica com diferentes petrechos, na bacia do Rio Uruguai.
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Figura 20. Abundancia das classes de tamanho (em cm) da Tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, coletadas no reservatério de Ita, entre o outono/2010 e outono/2011, através de
pesca cientifica.
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Figura 21. Abundancia das classes de tamanho (em cm) da Tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, coletadas no reservatério de Passo Fundo, entre o outono/2010 e outono/2011,
através de pesca cientifica.
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Figura 22. Numero de individuos coletados da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e de
outras espécies através de pesca cientifica com diferentes petrechos, no reservatdrio de Ita.
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Figura 23. Numero de individuos coletados da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, e de
outras espécies através de pesca cientifica com diferentes petrechos, no reservatorio de Passo
Fundo.

Os valores de fator de condicdo indicaram que os individuos em latitudes
maiores estdo em estado fisioldgico significativamente inferior aos individuos de
latitudes menores (KN jmipy > Kn g, P < 0,05; KN 115 > KN passo Fundo, P < 0,05). O fator de
condicao dos individuos coletados no reservatorio de ltaipu variou entre 1,395 e 3,917
(média de 2,543 + 0,689, b = 2,40, r* = 0,720) (Figura 24). Para o reservatério de It4,
esses valores variaram entre 1,094 e 2,217 (média de 1,397 + 0,319, b = 3,22, r* =
0,973) (Figura 25), enquanto no reservatorio de Passo Fundo estiveram entre 0,158 e
0,438 (média de 0,292 + 0,107, b = 3,69, r? = 0,652) (Figura 26). Os individuos
coletados no Rio Uruguai, em Irai, nhdo tiveram seus fatores de condi¢cdo estimados
devido ao seu baixo numero amostral.

Para o reservatério de Itaipu, os maiores fatores de condicdo foram
encontrados no outono/2011, apesar da impossibilidade de teste com analises
estatisticas devido ao baixo nimero amostral, enquanto nao foram significativamente
diferentes entre a primavera/2010 e o verdo/2011 (p > 0,05). No reservatério de Passo
Fundo, os fatores de condicdo foram maiores no verdo/2011 do que na
primavera/2010 (p < 0,05), tendo nessa ultima estagdo valores semelhantes as
demais, apesar da impossibilidade de teste através de andlises estatisticas. Para o
reservatorio de It4, os valores para individuos coletados no inverno/2010, na
primavera/2010 e no outono/2011, nao foram significativamente diferentes (p > 0,05),
enquanto o valor para o verdao/2011 foi superior, apesar da impossibilidade de

avaliacdo dessa afirmacéo através de analises estatisticas.
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Figura 24. Fator de condicdo das tilapias Oreochromis niloticus coletadas no reservatorio de
Itaipu. Entre parentes, o nimero de individuos amostrados.
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Figura 25. Fator de condicao das tilapias Oreochromis niloticus coletadas no reservatério de
It4. Entre parentes, o niUmero de individuos amostrados.
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Figura 26. Fator de condicdo das tilapias Oreochromis niloticus coletadas no reservatorio de
Passo Fundo. Entre parentes, o niumero de individuos amostrados.
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Andlise reprodutiva

Entre as tilapias O. niloticus coletadas, apenas as capturadas através de coleta
cientifica e algumas provenientes de coleta profissional puderam ser identificadas
guanto ao sexo e grau de maturagdo gonadal (total de 34 individuos). Nesse lote de
individuos, foram capturados mais machos (58,8%) que fémeas (41,2%).

Nenhuma fémea nos estadios A (imaturo), B1 (em maturac¢do inicial), D
(esvaziamento/recuperacao) e E (repouso) foi observada. Houve maior prevaléncia de
fémeas maduras (64,3%), seguida por fémeas em maturacéo final (35,7%). Machos,
por sua vez, foram observados nos estadios em maturagcédo (65%), espermiado (em
recuperacao) (20%), maduro (10%) e imaturo (5%).

No Reservatério de Itaipu, foram coletados 5 machos e 5 fémeas. Dessas, 40%
(n=2) estavam em maturacéo final e 60% (n = 3) eram maduras, enquanto 80% (n = 4)
dos machos estavam em maturagao inicial e 20% (n = 1) espermiados (Figura 27).

Na Bacia do Rio Uruguai, 9 individuos coletados eram fémeas (37%), e 15
eram machos (63%). Portanto, a sexagem revelou uma propor¢do de 1:1,67
(féemeas:machos), nédo representando um desvio significativo da proporcéo 1:1 (x* =
1,5; p > 0,05). Das fémeas analisadas, 67% (n = 6) estavam maduras e 33% (n = 3)
estavam em maturacéo final. Entre os machos, 60% (n = 9) estavam em maturacao
inicial, 20% (n = 3) espermiados, 13% (n = 2) maduros e 7% (n = 1) virgem (Figura
28).

Reservatoriode Itaipu

Machos Fémeas
@ Machos M Fémeas

M Imaturo ®Em maturagdo M Maduro M Em recuperacdo

Figura 27. Proporgéo sexual e grau de maturacdo gonadal das Tildpias do Nilo, Oreochromis
niloticus, coletadas no reservatorio de Itaipu.
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Figura 28. Proporgéo sexual e grau de maturacdo gonadal das Tildpias do Nilo, Oreochromis
niloticus, coletadas através de pesca cientifica na bacia do Rio Uruguai.

Marcadores Microssatélites

Foram genotipados com sucesso todos os 15 individuos coletados nos pontos
escolhidos no reservatorio de Itaipu: 10 individuos em Santa Terezinha de Itaipu, 3 em
Pato Bragado e 2 em Guaira. A identificacdo das linhagens identificou 6 individuos
hibridos entre linhagens em Santa Terezinha de Itaipu, sendo 5 hibridos entre as
linhagens Saint Peter X Chitralada e 1 hibrido entre Saint Peter e Nil6tica (Figura 29)
(Tabela 12). Foram encontrados, ainda, 1 individuo puro da linhagem Nilética e 3
individuos puros da linhagem Chitralada. Em Pato Bragado, foram encontrados 1
individuo da linhagem Saint Peter, 1 hibrido Nil6tica X Saint Peter e 1 hibrido Saint
Peter X Chitralada. Em Guaira, foram identificados 1 individuo puro Nil6tica e outro

hibrido entre as linhagens Nilética e Saint Peter.

A)- B)I CI

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 01 02 03 01 02
Figura 29. Identificacdo genética de individuos de Oreochromis niloticus coletadas em 4 pontos
no Reservatdrio de ltaipu (A: Santa Terezinha de ltaipu; B: Pato Bragado; C: Guaira). Em
Itaipulandia ndo foram coletadas tildpias Cada coluna € um individuo e cada barra demonstra a
porcentagem do gendtipo proveniente de cada linhagem. Azul: Nilética; Verde: Saint Peter;
Amarela: GIFT-GST; Vermelha: Chitralada. A cor do cédigo das amostras representa sua

estacdo de coleta. Amarelo: outono/2010; laranja: inverno/2010; marrom: primavera/2010;
verde: verdo/2011; cinza: outono/2011.
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Tabela 12. Probabilidade posterior dos individuos da tilapia Oreochromis niloticus coletados no
reservatério de Itaipu serem provenientes de determinada linhagem.

Regiao Amostra Coleta GST-GIFT Nilotica Saint Peter Chitralada
01 Outono/2010 0.000 0.002 0.434 0.564
02 Inverno/2010 0.000 0.007 0.413 0.580
03 Inverno/2010 0.000 0.027 0.457 0.516
04 Primavera/2010 0.001 0.006 0.850 0.142
santa 05 Primavera/2010 0.000 0.004 0.428 0.568
Terezinha
de Itaipu 06 Primavera/2010 0.000 0.777 0.222 0.001
07 Primavera/2010 0.000 0.976 0.022 0.001
08 Primavera/2010 0.000 0.001 0.073 0.926
09 Verdo/2011 0.000 0.000 0.000 1.000
10 Outono/2011 0.002 0.000 0.006 0.992
Pat 01 Outono/2010 0.000 0.019 0.971 0.010
ato
Bragado 02 Outono/2010 0.000 0.657 0.274 0.069
03 Primavera/2010 0.000 0.005 0.783 0.212
. 01 Primavera/2010 0.000 0.770 0.230 0.001
Guaira
02 Verdo/2011 0.000 0.998 0.002 0.000

Todos os individuos coletados na bacia do Rio Uruguai foram genotipados,
exceto um espécime coletado no reservatério de Itd no inverno/2010, para o qual ndo
foi recolhida amostra de tecido para andlises genéticas. Dessa forma, 44 tilapias O.

niloticus tiveram suas linhagens genotipadas (Figura 30) (Tabela 13).

A
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01020304 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 01 02 03

Figura 30. Identificacdo genética de individuos de Oreochromis niloticus coletadas em 4 pontos
da bacia do Rio Uruguai (A: reservatorio de Ita; B: reservatdrio de Passo Fundo; C: Rio Uruguai
- Iraf). Cada coluna é um individuo e cada barra demonstra a porcentagem do genétipo
proveniente de cada linhagem. Azul: Nilotica; Verde: Saint Peter; Amarela: GIFT-GST;
Vermelha: Chitralada. A cor do cddigo das amostras representa sua estacdo de coleta.
Amarelo: outono/2010; laranja: inverno/2010; marrom: primavera/2010; verde: verdo/2011;

cinza: outono/2011.




Tabela 13. Probabilidade posterior dos individuos da tilapia Oreochromis niloticus coletados na
bacia do Rio Uruguai de serem provenientes de determinada linhagem.

Regiao Amostra Coleta GST-GIFT Nilotica Saint Peter Chitralada
01 Outono/2010 0.000 0.645 0.355 0.001
02 Outono/2010 0.000 0.003 0.997 0.000
03 Outono/2010 0.000 0.774 0.222 0.003
04 Inverno/2010 0.000 0.913 0.086 0.000
05 Inverno/2010 0.000 0.005 0.994 0.000
06 Primavera/2010 0.000 0.010 0.792 0.198
07 Primavera/2010 0.000 0.007 0.973 0.020
08 Primavera/2010 0.000 0.001 0.999 0.000
09 Primavera/2010 0.000 0.044 0.938 0.018
10 Primavera/2010 0.000 0.000 0.999 0.001
11 Primavera/2010 0.000 0.986 0.014 0.000
12 Primavera/2010 0.000 0.986 0.014 0.000
Reservatorio 13 Verdo/2011 0.000 0.004 0.890 0.106
delta 14 Verdo/2011 0.000 0.449 0.184 0.368
15 Verdo/2011 0.000 0.806 0.144 0.051
16 Verdo/2011 0.000 0.009 0.685 0.306
17 Verdo/2011 0.000 0.022 0.626 0.352
18 Verdo/2011 0.000 0.000 0.019 0.981
19 Verdo/2011 0.000 0.022 0.826 0.152
20 Outono/2011 0.588 0.000 0.000 0.412
21 Outono/2011 0.014 0.000 0.002 0.984
22 Outono/2011 0.039 0.000 0.003 0.958
23 Outono/2011 0.771 0.000 0.000 0.229
24 Outono/2011 0.000 0.000 0.001 0.999
25 Outono/2011 0.000 0.000 0.000 1.000
26 Outono/2011 0.030 0.000 0.157 0.813
01 Inverno/2010 0.000 0.999 0.001 0.000
02 Primavera/2010 0.000 1.000 0.000 0.000
03 Primavera/2010 0.000 1.000 0.000 0.000
04 Primavera/2010 0.000 1.000 0.000 0.000
05 Primavera/2010 0.000 1.000 0.000 0.000
06 Verdo/2011 0.000 0.999 0.001 0.000
Reservatoério 07 Verdo/2011 0.000 1.000 0.000 0.000
de Passo 08 Ver&o/2011 0.000 1.000 0.000 0.000
Fundo 09 Ver&o/2011 0.000 1.000 0.000 0.000
10 Verdo/2011 0.000 1.000 0.000 0.000
11 Verdo/2011 0.000 0.965 0.035 0.000
12 Verdo/2011 0.000 1.000 0.000 0.000
13 Verdo/2011 0.000 0.996 0.003 0.000
14 Verdo/2011 0.000 1.000 0.000 0.000
15 Outono/2011 0.000 1.000 0.000 0.000
01 Primavera/2010 0.000 0.000 0.000 1.000
Rio Irai 02 Outono/2011 0.000 0.000 0.002 0.998
03 Outono/2011 0.000 0.000 0.004 0.996

No reservatorio de Ita, foram, entdo, coletados 6 individuos puros da linhagem
Saint Peter, 5 puros da linhagem Chitralada, 3 puros de linhagem Nil6tica e 12
hibridos: 3 Nilotica X Saint Peter, 6 Saint Peter x Chitralada, 1 Nil6tica X Saint Peter X

Chitralada e 2 Chitralada X GIFT-GST. Contudo, como a analise ndo é 100% eficiente
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para diferenciacdo entre individuos das linhagens Chitralada X GIFT-GST, esses 2
ltimos individuos podem ser puros de uma das linhagens.

Avaliando a diversidade genética dos estoques, foi detectada diferenciacéo
genética entre os estoques coletados entre a primavera/2010 e outono/2011 (Fst =
0,173, p = 0,002), inclusive para as amostras pareadas (Tabela 14). Além disso, o
perfil genético dos individuos (i.e. suas linhagens) variou entre as diferentes estacoes,
havendo predominéncia de individuos das linhagens Saint Peter e Nilotica nas trés
primeiras coletas, e da linhagem Chitralada duas Ultimas. As analises de desequilibrio
de Hardy-Weinberg demonstram que quatro dos nove loci ndo estdo em equilibrio
(Tabela 15).

Tabela 14. Valores de Fst (abaixo da diagonal) e seus respectivos p (acima da diagonal),
comparando os individuos da Tilapia do Nilo coletados em cada estacdo do ano. Em negrito,
valores de p significativos (p<0,05). Individuos coletados no Outono/2010 e Inverno/2011 ndo
foram incluidos na analise devido ao baixo nimero amostral.

Estacédo Primavera/2010 Verdo/2011 Outono/2011
Primavera/2010 0,161 0,000
Ver&o/2011 0,067 0,044
Outono/2011 0,302 0,127

Tabela 15. Andlise de equilibrio de Hardy-Weinberg para os individuos Oreochromis niloticus
coletados no reservatério de It4, para os 9 loci utilizados. (Ho: heterozigose observada, Hg:
heterozigose esperada). Em negrito, valores significativos de p.

Locus Ho He p
UNH104 0,625 0,823 0,001
UNH118 0,812 0,838 0,017
UNH146 0,720 0,644 0,326
UNH160 0,438 0,583 0,006
UNH169 0,697 0,792 0,226
UNH178 0,806 0,816 0,813
UNH208 0,758 0,841 0,703
UNH211 0,818 0,869 0,171
UNH222 0,531 0,699 0,042

No reservatério de Passo Fundo, todas as 15 tilapias O. niloticus amostradas
foram alocadas na linhagem nil6tica, sem nenhum demonstrativo de introgressao de
genes de outras linhagens. Nao foi possivel realizar analises estatisticamente
relevantes devido aos baixos tamanhos amostrais das coletas.

Os 3 individuos coletados no Rio Uruguai em Irai pertencem a linhagem
Chitralada.
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Andlise de conteudo estomacal

Um total de 41 espécimes de Tilapia do Nilo tiveram seu estdbmago dissecado e
seu contelido estomacal examinado (nesta andlise, também foram incluidos individuos
capturados por pescadores). Em ambos os sistemas hidrologicos, foi encontrada
grande quantidade de uma “massa pastosa” com granulometria, semelhante a ractes
utilizadas em pisciculturas®.

No Reservatorio de ltaipu, considerando-se todos os individuos com
estbmagos amostrados neste sistema (n = 9), foi observada uma significante
contribuicdo de racdo comercial (Figura 31). Esse item alimentar foi o segundo em
frequéncia de ocorréncia (44,4%), volume (35,6%) e indice alimentar (30,3%), atras
apenas de restos vegetais (Tabela 16).

Santa Terezinha de Itaipu  Pato Bragado Guaira
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Figura 31. Composicdo da dieta da tilapia Oreochromis niloticus coletada no reservatorio de
Itaipu. A cor do cddigo das amostras representa sua estacédo de coleta. Amarelo: outono/2010;
laranja: inverno/2010; marrom: primavera/2010; verde: verao/2011; cinza: outono/2011.

Tabela 16. Composi¢do da dieta, frequéncia de ocorréncia (F), volume relativo (V) e indice
alimentar (IA) dos itens alimentares consumidos por Oreochromis niloticus no reservatério de
Itaipu.

Itens alimentares F \Y IA
Restos Vegetais 66,7% 37,8% 48,4 %
Racéo 444% 356 % 30,3 %
Matéria Organica 444% 24,4% 20,8 %
Algas 111% 22% 0,5 %
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! Para testar a hipétese da “massa pastosa” com granulometria semelhante a ragéo ser
efetivamente racado comercial, estbmagos de dois individuos provenientes de pisciculturas e
recém alimentados com racdo comercial foram dissecado e analisados juntamente com
espécimes coletados no ambiente, em um “teste cego”. Em ambos os individuos analisados, o
item “massa pastosa” foi identificado como importante componente do contetdo estomacal,
corroborando com a hipétese de que tal produto é racdo comercial.



Na bacia do Rio Uruguai, foram examinados 32 estdbmagos e, assim como em
Itaipu, foi observada uma relevante contribuicdo de racdo comercial (Figura 32). Esse
item alimentar foi o terceiro em frequéncia de ocorréncia (25%) e volume (20,2%),
compondo 11,8% dos itens alimentares. Restos vegetais e a matéria organica

compuseram as maiores contribuicées nas dietas dos peixes (Tabela 17).
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Figura 32. Composicdo da dieta da tilapia Oreochromis niloticus coletada na bacia do Rio
Uruguai. A cor do codigo das amostras representa sua estacdo de coleta. Amarelo:
outono/2010; laranja: inverno/2010; marrom: primavera/2010; verde: verdo/2011; cinza:
outono/2011.

Tabela 17. Composi¢do da dieta, frequéncia de ocorréncia (F), volume relativo (V) e indice
alimentar (IA) dos itens alimentares consumidos por Oreochromis niloticus na bacia do Rio

Uruguai.

Itens alimentares F \Y IA
Restos Vegetais 62,5 % 323% 473%
Matéria Organica 50 % 283% 33,1%

Racéo 25 % 202% 11,8%
Detritos 18,8 % 15,9 % 7,0 %

Insetos 12,5% 20% 0,6%

Algas 6,2 % 1,3% 0,2




DISCUSSAO
Abundancia e distribuicdo do estoque

Os dados desse estudo demonstram baixas abundancias e frequéncias de
ocorréncia de O. niloticus, tanto no Reservatério de Itaipu, quanto na Bacia do Rio
Uruguai. Esses dados rejeitam a hipotese de existéncia de populacdes
autossustentaveis da espécie nesses sistemas naturais.

Quando populacgbes de tilapias encontram-se estabelecidas, por outro lado, se
tornam a espécie numericamente dominante em uma variedade de habitats naturais
(Canonico et al.,, 2005). Diversos exemplos tém demonstrado tais fendmenos. Na
Italia, O. niloticus tém dominado a estrutura de ictiocenoses de 2 riachos termais da
regido de Véneto, chegando a representar até 77% da biomassa total (Bianco & Turin,
2010), e de riachos da Toscana, onde chegam a compor 84,1% da ictiofauna (Piazzini
et al., 2010). No Lago Victoria, o classico estabelecimento da Tilapia do Nilo fora de
sua area natural, O. niloticus compde entre 45 e 65 % da biomassa de peixes (Balirwa,
1998). Em Mozambique, Weyl (2008) descreve um rapido estabelecimento de tilapias
no lago Chicamba. Em apenas um ano, entre os primeiros trimestres de 1996 e 1997,
a abundancia relativa de O. niloticus cresceu de 4,8% para 19%, de 0% a 42,8% e de
4,1% a 47,2% para pesca experimental em rede de espera e pescas artesanais em
barcos e redes de espera, respectivamente. No reservatério Guajaro, Colémbia, a
Tildpia do Nilo é o peixe mais abundante, compondo 53% do recurso pesqueiro ha
regido (Caraballo, 2009). No rio Colorado, tilapias chegam a representar 90% da
biomassa em algumas areas (Fitzsimmons, 2005), fato que justifica a restricdo de seu
cultivo em muitos estados do sudoeste (Courtenay, 1997). Peterson et al. (2004, 2005)
encontrou O. niloticus como o segundo grupo mais abundante em um ambiente com
temperatura alterada na costa do estado norte americano do Mississipi.

No Brasil, existem algumas descrigfes semelhantes. Agostinho et al. (2007) em
um levantamentos de dados ictiolégicos e da importancia de tilapias na pesca de 77
diferentes reservatoérios da bacia do Rio Parana, Amazonas e do Nordeste, descreve a
presenca de O. niloticus em pouco mais de 20% deles, sendo a espécie dominante em
reservatorios na regido nordeste, onde chegam a compor 66,6% de peixes pescados
(Dias, 2006).

No reservatério de ltaipu, contudo, as baixas abundancia e representatividade
entre 0s grupos coletados (i.e. frequéncia de ocorréncia de 0,05%) sao fortes
indicativos de que as tilapias coletadas ndo sdo provenientes de populacdes
estabelecidas na regido. Outros estudos para a regido demonstram resultados

semelhantes. Benedito-Cecilio & Agostinho (2000) ndo encontraram a espécie O.
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niloticus entre as dominantes na area de influéncia do reservatorio de Itaipu, enquanto
Agostinho et al. (1997) descreve O. niloticus presente, mas rara, apenas em lagoas
marginais e riachos do Rio Parana, entre a foz do Paranapanema e reservatério de
Itaipu.

A baixa frequéncia de captura de tilapias parece ser comum para a bacia do
Rio Parana. Em nenhum reservatério da bacia Agostinho et al. (2007) descrevem a
Tilapia do Nilo como espécie dominante. Luiz et al. (2003), da mesma forma, realizou
coletas em seis reservatorio no estado do Parana (Capivari, Guaricana, Alagados, Fid,
Mourdo e Rio dos Patos) e encontrou O. niloticus com abundancias moderada no
reservatdrio de Capivari e rara nos reservatorio de Mourdo e Fil, enquanto ndo foram
coletados nas demais regides. Agostinho et al. (1999), da mesma forma, descreve
abundéancia de O. niloticus de 0,06% no reservatorio de Salto Caxias, descrevendo 0s
individuos como provenientes de escapes de piscicultura, ndo de populacdes
estabelecidas no ambiente natural. Cunico (2010), avaliando a ictiofauna em 10
riachos da parte norte paranaense da bacia do Paranapanema, encontrou tilapias O.
niloticus em 3 deles, mas em frequéncia de ocorréncia igualmente baixa (0,53%;
0,05% e 0,13% nos rios Zatna, Agua Quecaba e Guaiap0, respectivamente).

Apesar da baixa quantidade de tilapias coletadas na bacia do Rio Parana, tal
grupo possui grande importdncia na pesca em alguns reservatorios (e.g. Agua
Vermelha, Furnas, Mascarenhas de Moraes, Billings) (Agostinho et al.,, 2007),
demonstrando possivel existéncia de populacdes estabelecidas. Em contrapartida, no
reservatorio de ltaipu, as tilapias ndo sao exploradas comercialmente (Agostinho et al.,
2004), sendo apenas as espécies nativas (79,9%) e a corvina Plagioscion
squamosissimus (20,1%) os peixes explorados.

Assim sendo, esses estudos indicam possivel capacidade de colonizacdo das
Tildpias do Nilo em alguns reservatérios em latitudes menores da bacia do Parana,
ainda que sem dominancia dessa espécie, enquanto ha baixa capacidade de
colonizagdo dessas nas latitudes do estado do Parana.

Uma caracteristica da Tilapia do Nilo que suporta sua grande capacidade de
colonizacdo é sua grande capacidade da competitiva com outras espécies de ciclideos
(McKaye et al., 1995; Lowe-McConnell, 2000; Canonico, 2005; Ahmad et al., 2010), de
forma que a biomassa de ciclideos nativos esta negativamente correlacionada com a
presenca das tilapias (McKaye et al., 1995). Entretanto, no reservatorio de Itaipu, tal
espécie foi coletada em quantidade muito inferior em relagdo a outro ciclideo nativo: 1
O. niloticus para 257,5 Geophagus spp..
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A grande flutuagdo na quantidade de individuos capturados no reservatério de
Itaipu, da mesma forma, indica auséncia de populacbes estabelecidas no sistema
hidroldgico. Flutuacdes populacionais em peixes podem ser causadas por migra¢ao ou
ciclos reprodutivos e de mortandade. Em lagos, contudo, as condi¢cdes mais estaveis
possibilitam uma menor movimentacao e reproducdo continua ao longo do ano todo
(Lowe-McConeell, 1999). Apesar da auséncia de uniformidade entre as coletas
cientifica no reservatério de Itaipu, foram capturadas tilapias em apenas uma
campanha (i.e. verdo/2011), ou seja, em 20% das coletas, o que indica que tais
individuos séo provenientes de fugas esporadicas de pontos de piscicultura.

Na bacia do rio Uruguai, da mesma forma, baixas quantidades absolutas e
relativas de O. niloticus foram encontradas.

Apesar de este ser o ponto de coleta com maior nimero amostral de O.
niloticus (26 individuos, sendo 9 em pesca cientifica e 18 em pesca profissional), no
reservatorio de Ita foi capturado a maior quantidade total de peixes (642 individuos),
acarretando em baixa frequéncia relativa de tilapias (1,4%). Além disso, demonstrou-
se sazonalidade na coleta através de pesca cientifica, sendo capturadas tilapias em
60% das coletas.

No mesmo reservatério, Guareschi (dados ndo publicados), realizou coletas
regulares ao longo de 10 anos (2001-2010). Nesse estudo, foi capturado um total de
71 tildpias (0,096%), sem distincdo entre as espécies O. niloticus e T. rendalli.
Entretanto, as frequéncias de coleta variaram de 0% (anos de 2003 e 2010) a 0,5%
(em 2004), sendo que em apenas um ponto foram coletadas 51 espécimes (71,8% do
total de tilapias coletadas). Nessa localidade, apenas em 2004, 33 dos 51 individuos
foram coletados (64,7%). Dessa forma, a baixa frequéncia e a alta sazonalidade de
coleta de tilapias nessas regides, encontrada tanto no presente trabalho, quanto no
trabalho de Guareschi (dados nao publicados), ndo suportam a hip6tese de
estabelecimento de populac¢des autossustentaveis da espécie.

No reservatorio de Passo Fundo, foram coletados 15 individuos de O. niloticus
(frequéncia de ocorréncia de 3,22%), com picos de captura de 9 espécimes
(frequéncia de ocorréncia de 6,87%) no verao/2011, e nenhum individuo coletado no
inverno/2010. Nesse reservatério e em suas areas a montante e jusante, Hahn (dados
nao publicados) realizou um levantamento ictiofaunistico no qual encontrou, da mesma
forma, baixas frequéncias de ocorréncia de O. niloticus, valores de 0,2% para o
sistema e 0,6% para o reservatorio, Unico lugar onde a Tilapia do Nilo foi capturada.
As coletas foram realizadas sazonalmente entre 2005 e 2008, amostrando-se um total

de 26 pontos: 10 pontos nas &reas de confluéncia entre rios-reservatério, 7 pontos no
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Reservatorio da UHE de Passo Fundo, 3 pontos no rio Passo Fundo (a jusante do
reservatorio) e 6 pontos no rio Erechim (a jusante do reservatorio). Tal resultado
corrobora com os padrdes encontrados no presente estudo e permite inferir a baixa
capacidade de estabelecimento desta espécie nessa regiao.

Nos outros pontos amostrados, a baixa quantidade de tilapias encontradas na
calha do Rio Uruguai em Irai (i.e. 1 individuos em coletas cientificas) e a auséncia de
individuos coletados no Rio ljui, demonstram o néo estabelecimento de populacdes
dessa espécie nessas regides, de forma que os individuos capturados na calha do Rio
Uruguai, em Irai, sdo provenientes de escapes de pontos de piscicultura.

Varios outros pesquisadores tém realizado coletas em diversos outros pontos
da bacia do Rio Uruguai, descrevendo, de maneira semelhante, baixas frequéncias de
ocorréncia de tilapias. Em estudo realizado por Zaniboni Filho (dados ndo publicados)
na calha principal do Rio Uruguai e seus principais afluentes, de 1995 a 2003, entre os
municipios de Anita Garibaldi (Rio Pelotas) e Celso Ramos (Rio Canoas) até a
confluéncia com o rio Chapec6 (municipio de Sao Carlos), foram coletados apenas 8
espécimes (0,01%). Da mesma forma, Guareschi (dados ndo publicados), realizou
coletas regulares ao longo do ano nos reservatorios das UHEs de Barra Grande (Rio
Pelotas) e Machadinho (Rio Pelotas), desde 1998 e 2006, respectivamente, até 2010.
Nesses reservatdrios, apenas 2 tilapias foram coletadas em Barra Grande e 1 em
Machadinho, todas identificadas como T. rendalli.

Coldebela (dados nao publicados), em uma série de coletas conduzidas no Rio
Fortaleza (PCHs Frederico Cerutti, Carlos Bevilacqua, Granja Velha e Braga), no Rio
do Mel (Ametista do Sul e Irai — RS), no Rio Sdo Domingos (Cunha Pora — SC) e no
Rio Jabuticaba (Novo Tiradentes — RS), capturou apenas 4 tilapias do Nilo de um total
de 5.151 peixes coletados (0,08%), sendo 2 individuos no Rio Sdo Domingos e 2
individuos no Rio Fortaleza. Esses dados reforcam que os escapes de pisciculturas
séo as causas da coleta desses individuos na bacia.

Em trabalhos de inventariamento e monitoramento de ictiofauna realizados por
Ferreira (dados nao publicados) na regido de ljui, foram coletados um total de 2.582
exemplares de peixes, sem registros de O. niloticus. José Francisco Pezzi da Silva
(dados nédo publicados), da mesma forma, realizou coletas regulares nos reservatérios
das UHEs de Sao Jodo e de Sado José, na bacia do Rio ljui, desde 2009, e de
Monijolinho, no Rio Passo Fundo, desde 2007, coletando apenas 1 espécime de tilapia,
nessa ultima localidade.

Em diversas outras regides da bacia do Rio Uruguai, ndo ha descricdo de

capturas de tildpias, como em arroios em Uruguaiana (Azevero et al., 2003; Pessano
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et al., 2005ab), e nos rios Jaguari (Copatti et al., 2009), afluente do rio Ibicui; Butia e
Caranguata, afluentes do rio Passo Fundo (Camara & Hahn, 2002). Dados de
estatistica pesqueira demonstram, ainda, que tal grupo ndo esta entre as 41 espécies
mais exploradas por pescadores artesanais no Rio Grande do Sul (Garcez & Sanchez-
Botero, 2005).

Assim, mesmo considerando o grande potencial invasor das tilapias,
principalmente em reservatérios (Lowe-McConnell, 1999), os resultados de
abundéancia e distribuicdo da espécie nas pescas comercial e cientifica desse e de
estudos anteriores, suportam a hipétese de as tilapias ndo estdo estabelecidas nos
sistemas hidrolégicos analisados. Contudo, cabe ressaltar que a utilizagcdo de uma
combinacdo de baixa quantidade de petrechos (i.e. rede de espera e arrasto) pode
diminuir a verossimilhanca dos resultados, uma vez que pode selecionar grupos com
determinadas caracteristicas. Apesar da utilizacdo de outros petrechos de pesca (i.e.
espinhel, linha), ainda, ndo foi realizada uma padronizacdo completa dos protocolos de
coletas, sendo que tais equipamentos nao foram utilizados em todas as coletas e/ou
em todos os pontos. Dessa forma, a utilizacdo de uma maior combinacéo de petrechos
de pesca, como rede de espera, linha, tarrafa, rede de arrasto ou pesca submarina, é
aconselhavel e aumentara a confiabilidade das analises.

Apesar disso, os dados de abundéancia obtidos nesse trabalho para ambos os
sistemas hidrolégicos estudados corroboram a baixa frequéncia de tilapias
encontrados em outros estudos para ambos os sistemas hidrograficos, em estudos
realizados nos Ultimos 20 anos, inclusive, suportando a baixa capacidade de

estabelecimento da Tilapia do Nilo para os sistemas hidrolégicos estudados.

Estrutura do estoque

Segundo o conceito de Williamson & Fitter (1996) e Agostinho et al. (2007),
espécies estabelecidas possuem populagdes autossustentaveis capazes de completar
seu ciclo de vida no ambiente natural. Dessa forma, uma analise do recrutamento dos
individuos provenientes da reproducdo € importante no teste de estabelecimento de
uma populagdo. Tal fator pode ser testado analisando a estrutura de tamanhos de
corpo dos animais capturados em uma determinada regido. O padrao que se observa
na existéncia de populagfes estabelecidas € de uma maior frequéncia de pequenos
animais decorrente da inevitavel mortandade acumulada.

Tanto reservatorio de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai, individuos de O.
niloticus de pequeno porte ndo foram coletados, apesar da utilizacdo de petrechos de

coleta de diferentes seletividades (i.e. diferentes malhas de redes de espera e pesca
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de arrasto), e os histogramas de frequéncia das diferentes classes de tamanhos dos
individuos capturados diferiu do esperado para populacdes estabelecidas (e.g.
Peterson et al., 2004, 2005; Bwanika et al., 2007; Britton et al., 2009; Zaganini, 2009;
Bianco & Turin, 2010; Piazzini et al. 2010). Tais evidéncias sugerem que nao esta
ocorrendo recrutamento nos estoques de O. niloticus. Por esse motivo, a conclusao é
gue os estoques de tilapia do Nilo presentes no reservatério de Itaipu e na Bacia do rio
Uruguai ndo representam populacdes autossustentaveis e, portanto, ndo representam

populacdes estabelecidas.

Andlise reprodutiva

Em um cenario de populacbes estabelecidas, esperar-se-ia razdo sexual
proxima de 1 macho : 1 fémea, como nos trabalhos de Balirwa (1998), Njuru et al.
(2006) e Offen et al. (2009), enquanto no cenario de que os individuos capturados sédo
produto de fugas de pisciculturas, seria esperado razdo sexual de aproximadamente
19 machos para 1 fémea. Isso se deve ao fato do modelo de producdo de tilapia
prever o cultivo de individuos sexualmente revertidos para macho, com sucesso de
reversao entre 95-99%. Essa estratégia aumenta o crescimento dos individuos (e.g.
Leonhardt & Urbinati, 1998), diminui a perda de produtividade por reproducdo nos
viveiros de criacdo (Tepaudi & Amaral Junior, 2009), e reduz o risco de
estabelecimento de populacdes em ambiente natural (Senanan & Bart, sem data). A
maturacao sexual precoce e a reproducéo indesejada de tilapias sdo consideradas os
principais fatores limitantes na produtividade dos cultivos por provocarem
superpovoamento e uma reducédo na taxa de crescimento (Mair, 2002).

Em ambos os sistemas hidrolégicos analisados, a frequéncia de fémeas e
machos coletados nao foi significativamente diferente de 1:1, indicando a existéncia de
populacdes de tilapias estabelecidas nas regiodes.

Em contrapartida, ndo foram encontradas fémeas esvaziadas (em
recuperacao). Apesar da presenca de fémeas desovadas néo indicar necessariamente
a existéncia de populagdes estabelecidas (Williamson & Fitter, 1996; Agostinho et al.,
2007), sua auséncia € forte indicativo da inexisténcia de reproducado dos individuos no
ambiente.

Dessa forma, enquanto a razdo sexual encontrada para os sistemas
hidrologicos nédo rejeitou a hipotese de estabelecimento de populagdes de O. niloticus,

a auséncia de fémeas desovadas a rejeita.
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Marcadores Microssatélites

Inicialmente, a presenca individuos hibridos entre linhagens no ambiente indica
reproducdo de tilapias no reservatorio de Itaipu. Entretanto, essa inferéncia né&o
necessariamente é verdadeira. Devido a deteccdo de individuos hibridos entre
linhagens sendo produzidas na regido (Baggio, capitulo 1), tais individuos coletados
no ambiente podem representar escapes de pisciculturas que os cultivam. Baggio
(Capitulo I) detectou hibridos entre linhagens quando identificou molecularmente as
linhagens produzidas por apenas oito das maiores propriedades produtoras de tilapias
da regido, de um total de mais de 300 licencas emitidas pelo IAP para producdo de
tilpias na regido (Freire Maranhao, comunicagéo pessoal). O nimero de pisciculturas
na regido deve, ainda, ser maior devido as pisciculturas sem licenca ambiental, muitas
das quais de subsisténcia, que ndo realizam manejo adequado dos estoques e
carecem de infraestrutura de contencdo de escapes (e.g. Orsi & Agostinho, 1999;
Castellani & Barrella, 2005). Essas propriedades, portanto, devem tanto produzir
hibridos com maior frequéncia, quanto serem susceptiveis a escapes (Orsi &
Agostinho, 1999).

A presenca de individuos de linhagens puras, contudo, € particularmente
importante na definicdo da procedéncia das tildpias capturadas reservatorio de ltaipu.
Uma vez que sdo produzidas linhagens puras nas propriedades do entorno do
reservatorio de ltaipu (Baggio, Capitulo 1), individuos de linhagens puras de tilapias
coletadas no ambiente muito provavelmente representam animais de escapes de
cultivos. Adicionalmente, sua alta frequéncia (40,0%) indica que essas fugas possuem
grande importancia na determinacdo da quantidade de individuos presentes no
ambiente.

Se a colonizacdo por populacdes da Tildpia do Nilo estivesse ocorrendo no
reservatorio de ltaipu, ainda, seria esperada a dominancia de um anico perfil genético
(i.e. individuos com mesmo padrdo de hibridizacdo entre as linhagens), produto da
hibridizac&o intensa entre linhagens cultivadas, e a presenca de poucos animais de
linhagens puras, esses fruto de fugas de pisciculturas. Esse padrdo genético, ainda,
deveria se manter ao longo do tempo, como uma populagdo panmitica com pouca
influéncia dos fatores evolutivos. Contudo, ndo foi observada uniformidade do perfil
genético das tilapias capturadas, nem entre individuos coletados numa mesma
campanha, nem entre individuos coletados em diferentes coletas, apesar da
impossibilidade de realizacdo de andlises estatisticas devido ao baixo numero
amostral. Tal resultado é mais compativel com a hipétese de ndo estabelecimento de

populacdes autossustentaveis de tilapias na regiéo.
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No reservatorio de Ita, foram identificadas as linhagens de todos os individuos
coletados, sendo 14 espécimes provenientes de linhagens puras e 12 hibridos. Apesar
desses ultimos n&o serem observados nas pisciculturas por Baggio (Capitulo 1), ndo é
possivel afirmar que a presenca de hibridos coletados no ambiente seja produto de
reproducdo de tilapias no reservatério. A auséncia de dados e estudos sobre nimero
de cultivos e quais linhagens sédo cultivadas na bacia, devido a sua proibigéo, limitam
as inferéncias sobre a estrutura do cultivo na regido. Entretanto, o cultivo de hibridos
entre linhagens na regido é provavel, devido ao carater familiar disseminado em
diversas pisciculturas nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (e.g. Bristot,
2008; Baldisserotto, 2009; Cardoso et al., 2009; Schirmer & Cardoso, 2011). Além
disso, a presenca de 14 individuos de linhagens puras (53,8%) indica que escapes sao
importantes para determinar a abundancia de tildpias no reservatorio. Da mesma
forma, auséncia de uniformidade no perfil genético dos individuos (i.e. presenca de
diferentes perfis genéticos dos individuos), presenca de diferenciacdo genética entre
estoques coletados nas diferentes estacdes (i.e. Fst = 0,173, p = 0,002) e desvio de
equilibrio de Hardy-Weinberg para alguns loci foram encontrados, caracteristicas nao
esperadas para populacbes estabelecidas. Dessa forma, escape de individuos de
pontos de piscicultura provavelmente € o agente causador da presenca de tildpias no
reservatorio de Ita, ndo havendo indicativos de que exista uma populacdo de tilapias
estabelecidas na regido.

No reservatdrio de Passo Fundo, todas as tilapias O. niloticus amostradas
foram identificadas como individuos da linhagem nilética, sem nenhum demonstrativo
de introgressdo de genes de outras linhagens Esse €, mais uma vez, uma forte
evidéncia de que elas representem o produto de fugas de pisciculturas, nesse caso,
produtoras da tilapia nil6tica. Baggio (Capitulo 1) demonstra que tal linhagem é
cultivada na regido, em uma propriedade grande que possivelmente fornece individuos
para outras propriedades. Além disso, grandes fazendas estao presentes na regido do
entorno ao reservatorio de Passo Fundo, as quais podem manter tanques com tilapia
da linhagem nil6tica e serem fontes de fuga de individuos para o ambiente.

Da mesma forma, todos os individuos coletados em Irai pertencem a linhagem
Chitralada que, devido ao seu baixo numero e por serem de linhagem pura,
provavelmente escaparam de pisciculturas da regido. Tal linhagem é produzida em
uma piscicultura em Frederico Westphalen, a 30 km do ponto de coleta, que distribui
alevinos para outras pisciculturas realizarem a engorda (Baggio, Capitulo ).

Assim, o perfil genético dos individuos capturados no ambiente, semelhante

aos produzidos na regido, a diversidade dos perfis genéticos e sua variabilidade entre
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as coletas encontrados nas tilapias coletadas na bacia do Rio Uruguai e no
reservatorio de Itaipu, representam fortes indicios de que os ambientes ndo foram

efetivamente colonizados por O. niloticus.

Analise de contetdo estomacal

Nas analises de interacdo trofica, sob o cenario de populacdes estabelecidas,
previa-se que a enorme maioria dos animais amostrados apresentariam itens
alimentares associados aos recursos disponiveis nos ambientes naturais. Contudo,
ragdo comercial foi o segundo e o terceiro item alimentar mais importante para o
reservatorio de Itaipu e a bacia do Rio Uruguai, respectivamente, e esteve
constantemente presente em todos os periodos amostrados.

Tilapias possuem tempo de digestdo bastante reduzido. Para Oreochromis
mossambicus, por exemplo, Doupé & Knott (2010) demonstraram que a digestado
ocorre geralmente em até 1 hora apds o consumo da presa, sem nenhum resquicio do
alimento ap6s 24 horas da ingestdo. Considerando que O. niloticus tenha o0 mesmo
tempo de digestao, observa-se que muitos dos individuos foram coletados em menos
de 1 dia ap6s seu escape da piscicultura. Por esse motivo, demonstra-se que
significativa quantidade de tilapias capturadas é provenientes de fuga de pontos de

piscicultura.

Estabelecimento

Considerando os diversos marcadores utilizados (i.e. dados de abundancia,
distribuicdo temporal, estrutura de estoque, marcadores moleculares, desenvolvimento
gonadal e dieta), ndo existe nenhuma evidéncia de que O. niloticus tenha sido capaz
de se estabelecer nos sistemas naturais do reservatério de Itaipu e da bacia do rio
Uruguai, sendo os individuos capturados provenientes de fugas de pisciculturas das
regides (Tabela 18). Apesar da utilizacdo de poucos petrechos de coleta, cada qual
com sua seletividade, e da auséncia de uniformidade entre as campanhas e 0s pontos
de coleta, tais resultados corroboram a baixa abundancia de tilpias de diversos outros

estudos, realizados, inclusive, com diferentes petrechos de coleta.
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Tabela 18. Caracteristicas esperadas para populacfes estabelecidas e ndo estabelecidas da
Tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, no reservatério de Itaipu e na bacia do Rio Uruguai. Em
azul escuro, aquelas encontradas para os sistemas hidroldgicos.

Hipdteses

Fonte
Ho. estabelecida Hi: ndo estabelecida

Estrutura da

comunidade Numero de tilapias relativamente elevado Numero de tilapias relativamente reduzido
Estrutura de tamanho sugerindo recrutamento SELUIL IR O SR S [P0l 5
recrutamento
Populagéo

Coleta de individuos constante entre

campanhas Coleta sazonal de individuos

Proporgao sexual préxima a 1:1 Proporgao sexual distante de 1:1

Reproducéo
Fémeas com ovarios esgotados Auséncia de fémeas com ovarios esvaziados

Dominio de animais hibridos ou de linhagens
puras encontrados nas pisciculturas do
entorno

Dominio de animais hibridos ndo encontrados
nas pisciculturas do entorno

Linhagens genéticas

Perfil genético de animais capturados varia
temporalmente

Estrutura genética Similar ao longo do ano Variavel ao longo do ano

Prevaléncia de itens alimentares encontrados
no ambiente

Manutencéo temporal do perfil genético

Posicéao Trdfica

Racé&o como frequente item alimentar

A razdo sexual proxima a 1:1, unico indicio de existéncia de populagbes
estabelecidas, dessa forma, ndo deve representar tal cenario, mas sim, problemas de
manejo dos estoques nas pisciculturas. Considerando o excesso de fémeas coletadas
no ambiente em relacdo ao esperado, dois cenarios sao possiveis e hdo mutuamente
excludentes: a reversao sexual ndo esta sendo realizada corretamente, com minimo
de 95% de machos sendo produzidos; ou ha reproducdo das tilapias nos tanques e
acudes de pisciculturas. A detecgcédo de hibridos em pisciculturas (Baggio, Capitulo 1)
corrobora com a segunda hipotese, e a frequéncia de hibridos coletados no ambiente
demonstra que tal fendbmeno deve ser algo frequente em pisciculturas de ambos os
sistemas hidroldgicos.

Tilapias podem ser facilmente produzidas em uma vasta amplitude de
ambientes (i.e. desde unidades de subsisténcia - ou “fundo de quintal” - até regimes
intensivos) (Coward & Little, 2001). Devido a isso, as auséncias de manejo adequado,
evidenciada pela producédo de individuos néo revertidos e de hibridos entre linhagens
pelas pisciculturas, de méo de obra qualificada e de infraestrutura adequada nas

propriedades devem ser frequentes. Tais caracteristicas presentes em diversas
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pisciculturas foram identificadas como os principais agentes causadores de escapes
de espécies de peixes em propriedades as margens dos Rios Paranapanema e Tibagi
por Orsi & Agostinho (1999), muitas das quais localizadas em regido de mata ciliar e
sem estruturas de contencdo de escapes. Nesse trabalho o0s autores estimaram,
segundo entrevistas com piscicultores, fugas da tiladpia do Nilo em 24% das
propriedades, perfazendo um total de 315 mil individuos introduzidos apenas em
janeiro de 1997. Da mesma forma, Castellani & Barrella (2005), em visita a
pisciculturas e entrevistas com piscicultores da regido do Vale do Ribeira, encontraram
escapes de O. niloticus em mais de 70% das propriedades e auséncia de telas de
escoamentos em 16% delas. Em estudo de Fernandes et al. (2003), proprietarios de
pesque-pagues em Maringa admitiram que liberam individuos de espécies exoticas em
rios, principalmente na época de secagem dos tanques. O desconhecimento sobre a
legislacao e sobre os impactos da introducéo de espécies exdticas foram as principais
justificativas dos piscicultores para tal atitude. Além disso, os autores observaram
ocorréncia de reproducao nos tanques, fator que pode gerar hibridos entre linhagens.
Estudos que descrevam a piscicultura na regido do reservatorio de Itaipu sao
escassos. Entretanto, considerando a grande disseminacdo de produtores de tilapias
na regido, é provavel que exista um padréo semelhante aos citados nas pisciculturas
dessa regido e, consequentemente, que ocorram escapes de tilapias com frequéncia.

Tais problemas devem ser igualmente frequentes na regido da bacia do Rio
Uruguai. Cardoso et al. (2009) e Schirmer & Cardoso (2011) descrevem as piscicultura
como um negocio basicamente familiar e economicamente complementar em Santa
Maria e Agudo, respectivamente, na regido central do Rio Grande do Sul. Em Santa
Catarina, segundo a EPAGRI/CEDAP, 82% das pisciculturas séo classificadas nessas
mesmas categorias (16350 propriedades), valor que aumenta para 92,5% se
considerada apenas a regido oeste do estado (Bristot, 2008). Além disso, cerca de
95% dessas propriedades ndo possui licenga ambiental. As propriedades produtoras
de tildpias na regido da bacia do Rio Uruguai provavelmente devem apresentar o
mesmo perfil, ndo possuindo infraestrutura e mao de obra qualificada para o manejo
correto da tilapia, conduzindo aos mesmos problemas de reprodugcdo em tanques e
escapes encontrados nos estudos de Orsi & Agostinho (1999), Fernandes et al. (2003)
e Castellani & Barrella (2005).

O inicio desses problemas se da com a construgdo de viveiros sem critérios
técnicos e ambientais, incentivada pelos governos municipal, estadual e federal nos
anos 80, sem a preocupagdo com seguranga no confinamento e aspectos sanitarios, o

gue gerou a construcdo de pisciculturas irregulares e inadequadas tecnicamente e
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ambientalmente (Ostrensky et al., 2008). Muitas dessas foram instaladas, inclusive,
em APPs (Agostinho et al., 2005a). Tais problemas seguem ocorrendo atualmente. No
Rio Grande do Sul, a Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM)
disponibiliza formularios para o inicio do licenciamento ambiental, mas sem uma
cartilha que apresente as condi¢cdes minimas necessarias para tais empreendimentos,
levando muitos piscicultores a clandestinidade e impedindo o acesso as linhas de
crédito para aprimorar as condi¢cdes da criacdo (Baldisserotto, 2009). Apesar dos
escapes serem inevitaveis na piscicultura (Agostinho et al.,, 2005a), a auséncia
infraestrutura e informagcdes sobre manejo tornam tais propriedades particularmente
susceptiveis a tal fenébmeno (Orsi & Agostinho, 1999). Nos barramentos realizados em
leitos de rios pequenos, com producao semi-intensiva ou pesque-pagues, a situacao é
mais critica, uma vez que o transbordamento e ruptura de diques sdo comuns durante
cheias intensas, com os espécimes podendo chegar a regides a montante e jusante.
Além disso, exemplares rejeitados devido ao tamanho frequentemente sdo liberados
nos rios, assim como diversos alevinos durante a despesca (Fernandes et al., 2003;
Agostinho et al., 2007). A recente proliferacdo de tilapias no reservatério de Barra
Bonita parece ser resultado de escapes de pesque-pagues (Agostinho et al., 2007).
Dessa forma, o desenvolvimento de programas governamentais que disponibilizem
aos piscicultores assisténcia técnica especializada, acesso a financiamento para
construcao de infraestrutura adequada e posterior fiscalizacdo das propriedades é de
suma importancia para diminuicdo de escapes de pisciculturas (Agostinho et al.,
2005b).

Mesmo sob forte pressdo de colonizacdo proveniente da alta frequéncia de
escapes de cultivo de tilapias iniciados a mais de 40 anos, inclusive com liberacdes
intencionais em reservatorios para estocagem (e.g. reservatério de Passo Fundo,
Coldebella, comunicacdo pessoal), ndo existe nenhuma evidéncia de que a espécie
tenha sido capaz de se estabelecer nos sistemas naturais do entorno do reservatério
de Itaipu e do rio Uruguai.

De fato, a grande maioria das introducdes (intencionais ou ndo intencionais)
falha em seu estabelecimento (Moyle & Light, 1996). Tal insucesso pode estar
relacionado a resisténcias ecolégicas, representadas pela pressdo da comunidade
residente (e.g. predacgdo, competicdo, doencas), resisténcia ambiental (e.g. condicoes,
locais de abrigo e desova), ou caracteristica da introdugéo (e.g. estratégia da espécie,
namero de individuos introduzidos) (Moyle & Light, 1996; Shea & Chesson, 2002).
Especificamente para peixes, Kolar & Lodge (2002) avaliaram as caracteristicas de

espécies com sucesso e insucesso de estabelecimento nos Grandes Lagos, Canada,

68



e demonstraram que entre os principais fatores que aumentam a probabilidade de
estabelecimento de populagbes de uma espécie estdo o0 crescimento rapido e
amplitude de tolerdncia térmica e salina. Além desses, alta pressao de propagulo,
elevado cuidado parental e longa duracéo de vida sao caracteristicas importantes para
sucesso no estabelecimento de populacdes (Marchetti et al., 2004).

A Tilapia do Nilo compartilha grande parte dessas caracteristicas. A espécie
apresenta um elevado cuidado parental, caracterizado inicialmente pela construcao
por machos de plataformas para fertilizacdo dos ovos, agressivamente defendidas de
coespecificos e outros peixes. Apés a fecundacao, a ninhada fica incubada na boca da
fémea por varios dias, podendo passar por trés estagios de desenvolvimento (i.e.
ovos, embrides e juvenis) (Trewavas, 1983). Assim, 0s maiores tamanhos no inicio da
alimentacdo exdgena e a protecdo agressiva das fémeas apés a liberacdo, cuidado
gue pode durar mais que trés semanas, conduzem a maiores taxas de sobrevivéncia e
de crescimento (Zale, 1987). A maturidade reprodutiva pode ser atingida dentro de 3-6
meses de idade e em um peso de 20 gramas (Popma & Masser, 1999). Apresenta,
ainda, alta fecundidade, estimada em 3723 + 147 ovos por fémeas no Lago Victoria
(Balirwa, 1998), por exemplo, e mdltiplas desovas ao longo do ano, com picos
frequentes em estacdes mais quentes e chuvosas (Turner & Robinson, 2000). Essas
caracteristicas reprodutivas tornam as tildpias boas invasoras — é considerada
potencial praga pelo portal FishBase (Froese & Pauly, 2011) — e tém gerado
vantagens competitivas sobre espécies nativas em diferentes regides (McKaye et al.,
1995; Lowe-McConnell, 2000). Ahmad et al. (2010) ilustra tal afirmacdo em
experimentos os quais manteve 14 individuos de O. niloticus de ambos 0s sexos
juntamente com a mesma quantidade de 3 espécies de pequenos ciclideos nativos de
Bangladesh, durante 21 meses. ApGs esse periodo, o numero de tilapias cresceu 30
vezes, perfazendo uma abundéancia maior do que a soma dos individuos dos demais
ciclideos. Esse resultado é ainda mais impressionante quando comparado em
biomassa: 7,2kg de tilapias contra apenas 1,41kg das demais espécies.

Caracteristicas da introdug¢édo, como o0 nimero e os estagios de histéria de vida
dos individuos que escapam por evento, assim como a frequéncia destes eventos, da
mesma forma, facilitam o estabelecimento e a dispersdo geogréfica de populacdes
(Marchetti et al., 2004; Lockwood et al., 2005). A alta frequéncia dos escapes e alta
guantidade de individuos liberados durante tais eventos (e.g. Orsi & Agostinho, 1999),
com liberagdo de individuos de varios tamanhos, portanto, sdo caracteristicas que
também favorecem o estabelecimento de populagdes de tilapias nas regides

estudadas.
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Por esse motivo, 0 ndo estabelecimento de popula¢des naturais de tilapias do
Nilo no reservatério de ltaipu e na bacia do Rio Uruguai deve estar relacionado a
incompatibilidades entre a biologia da espécie e as caracteristicas ambientais locais
ou regionais.

Tilapias sé@o peixes tropicais, cuja temperatura 6tima de crescimento esta entre
20° C e 30°C (Wohlfarth & Hulata, 1983). Considerando a influéncia da temperatura da
agua nos processos metabdlicos dos peixes (Diana, 1995), uma variedade de
experimentos tem sido conduzida nos ultimos 40 anos para determinar os limites de
temperatura letal minima para tilapias, sendo os resultados tao variados quanto os
experimentos (Hargreaves, 2000). Em diversos experimentos para a Tilapia do Nilo, a
mortalidade induzida por agua fria variou em 19,4° C e 10,6° C (Sifa et al., 2002; Paz,
2004; Charo-Karisa et al., 2005; Wilson et al., 2009), enquanto a morte de todos os
peixes ocorreu entre 8,6° C e 5,6° C (Atwood et al., 2003; Paz, 2004; Charo-Karisa et
al., 2005; Wilson et al., 2009). Fatores como a linhagem da tilapia, a taxa de reducédo
da temperatura e a massa dos individuos influem na tolerancia dos individuos a
temperatura (Atwood et al., 2003; Paz, 2004; Wilson et al., 2009; Santos et al., 2011).

Alguns estudos demonstram a influéncia da temperatura no estabelecimento
das Tilapias do Nilo em ambientes naturais. Em trabalho de Peterson et al. (2004,
2005), a tilapia O. niloticus foi o segundo grupo mais abundante em um ambiente com
temperatura alterada da costa do Mississipi, onde a temperatura da adgua nunca ficou
abaixo de 15,1° C. Em outros pontos préximos, as baixas temperaturas (minimas de 6°
C) tornaram a Tilapia do Nilo apenas a 162 espécie mais coletada. Para o reservatorio
Billings, onde O. niloticus comp6s 81,4% do recurso pesqueiro entre fevereiro/96 e
janeiro/97, Minte-Vera & Petrere Jr. (2000), registraram temperaturas entre 14° C e 22°
C no inverno e verao, respectivamente. No lago Victéria, outro local com populac¢tes
de tilapias estabelecidas, a temperatura da agua se mantém em 19° C e 25° (Nijru et
al., 2006). No lago Chicamba, no Mozambique, onde Weyl (2008) descreve um rapido
estabelecimento de tilapias, as temperaturas da dgua sdo 28,9 +1,8°Ce 224 +2,7°C
no verao e no inverno, respectivamente.

Para a bacia do Rio Uruguai, Garcia et al. (2008) indicam a possibilidade de
intensas mortandades de tilapias ocorrerem para o estado do Rio Grande do Sul, nos
meses mais frios. Nesse estudo, descrevem a temperatura média da agua na bacia do
Rio Uruguai ao longo do inverno entre 14° C e 17° C, com minima de 10° C nas
cidades de Quarai, Alegrete, Bento Gongalves e Passo Fundo. Em outro trabalho,
Hahn et al. (2001b) mediram a temperatura do reservatério de Passo Fundo entre
2002 e 2003, encontrando temperaturas entre 28,9° C (Verdo de 2003) e 16,4° C

70



(Inverno 2002), as quais variaram pouco na coluna d’agua (Hahn et al. (2001a). Em
Uruguaiana, Carvalho et al. (2007) realizou medi¢cbes mensais de temperatura no Rio
Uruguai entre maio/2001 e abril/2002, encontrando valores entre 13° C e 27° C. Para
Santa Catarina, as baixas temperaturas no inverno também limitam as producfes de
tilipia no Planalto Catarinense e no Vale do Rio do Peixe (Graeff & Pruner, 2006).

O estado fisiolégico inferior encontrado para estoques presentes em latitudes
maiores (i.e. menores valores de fator de condicdo) evidenciam que as menores
temperaturas das localidades mais ao sul dificultam o estabelecimento de populacdes
da espécie. Ademais, os valores de fator de condicdo semelhantes encontrados para
inverno/2010, primavera/2010 e inverno/2011, e menores do que os do verdo/2011
sugerem que o estresse térmico produto das baixas temperaturas da bacia do Rio
Uruguai ocorrem durante boa parte do ano.

As médias de temperatura encontradas para a regido, portanto, apesar de
baixas, demonstram a possibilidade de sobrevivéncia de individuos nas esta¢cdes mais
frias, sobretudo individuos de maior porte, mais resistentes (Atwood et al., 2003; Paz,
2004; Wilson et al., 2009; Santos et al., 2011). Além disso, enquanto o relativamente
pequeno volume de 4gua em uma secédo de rio e as aguas turbulentas asseguram a
rapida mistura de aguas de diferentes profundidades, com sua temperatura refletindo
as condicdes meteoroldgicas prevalentes em um determinado momento, as grandes
massas de agua inerte em reservatorios, como em Itd e Passo Fundo, permitem uma
estocagem de calor, gerando refugios térmicos (McCartney, 2009), 0 que torna mais
provavel a sobrevivéncia e, inclusive, o estabelecimento de tilapias nos reservatorios
do que nos trechos de rio. No entanto, as baixas temperaturas da agua na bacia
podem ser a causa da auséncia de individuos de pequeno porte que por ventura
escapem de pisciculturas, uma vez que sdo mais susceptiveis ao frio, impedindo
assim o recrutamento de novos individuos. Da mesma forma, tal fator ainda pode
impedir a reprodugcdo das tilapias, uma vez que sua sobrevivéncia é afetada por
temperaturas abaixo de 19,4° C (Paz et al.,, 2004) e a reproducdo em baixas
temperaturas pode diminuir a viabilidade dos individuos e de sua prole, através do
mecanismo trade off (Begon et al., 2007). Segundo Wohlfarth & Hulata (1983), a
maioria das espécies de Tilapiine param de se reproduzir em temperaturas menores
do que 22° C. Por fim, as acentuadas quedas de temperatura ou picos de baixas de
temperatura devem representar intensa mortalidade de individuos, inclusive aqueles
com maior porte, como descrito no rigoroso inverno de 2000 em estado de Santa
Catarina (Fracalossi et al., 2002), impossibilitando o estabelecimento de populagbes

de tilapias.
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J& no reservatorio de Itaipu, segundo dados trimestrais da Itaipu Binacional, as
temperaturas da agua variaram de 32,7° C a 17,5° C em S&o Miguel de Iguacu,
préximo a Santa Terezinha de Itaipu, 32° C a 20,2° C em Itaipulandia, 30,1° C a 20,5°
C em Pato Bragado e 31° C a 17,4° C em Guaira, entre 2006 e 2010. De forma
semelhante, Osako (2002) e Carvalho (2011) descrevem temperaturas entre 31,9° C e
17,7° C para o reservatério, em profundidades de até 10 metros, e minimo de 16,3° C
a 120 metros, valores baseados em dados da Itaipu Binacional de amostragens
trimestrais entre 1885 e 2006. Dessa forma, a temperatura da 4gua parece nao ser um
fator limitante para o estabelecimento das tilapias no reservatério de Itaipu. Corrobora
tal afirmacédo o fato do lago do reservatério de Acaray (Paraguai), localizado ao lado
do reservatério de Itaipu (10km distante), ter registros consistentes de tilapias, apesar
de ndo existirem estudos semelhantes ao presente para testar cientificamente a
hip6tese de populacdo autossustentavel. Pressdo da comunidade residente, por
conseguinte, € um fator que pode estar impedindo tal estabelecimento.

Nesse estudo, foi encontrada uma tendéncia de correlagdo negativa entre
namero de individuos de tilapia coletadas e o nimero de possiveis predadores nos
pontos do reservatério de Itaipu, apesar de ndo estatisticamente significativo devido ao
baixo nimero de tilapias amostradas. Em lagos e reservatorios, a predacdo € um dos
principais agentes de controle biolégico (Lowe-McConnell, 1999) e 0 mecanismo de
controle Top Down parece ser comum. Diversos estudos demonstram a presenca tal
efeito em lagos temperados, enquanto em reservatérios tropicais e subtropicais esse
fenbmeno é mais fraco, provavelmente devido a maior diversidade de fauna (Ribeiro
Filho, 2006). Entretanto, Pelicice et al. (2005), por exemplo, encontraram alta
biomassa de piscivoros em relacdo aos outros niveis tréficos em diversos
reservatorios no Parana, apesar dessa relacdo ser mais proeminente em reservatorios
menores. Da mesma forma, Ribeiro-Filho (2006) encontrou controle da biomassa de
onivoros e detritivoros por piscivoros no reservatério de Itaipu. Em outro estudo no
mesmo local, Orélis-Ribeiro et al. (dados ndo publicados) descreve presenca da
Tildpia do Nilo em estbmagos de piranhas. Em pesquisa realizada no reservatério de
Nova Avanhandava, no baixo rio Tieté, Paes encontrou uma grande fauna associada
de peixes piscivoros em tanques-rede de tilapia, onde se alimentam de juvenis e de
peixes de pequeno porte. Além disso, nossos dados demonstram alta frequéncia de
tucunaré Cichla spp. no reservatério, grupo piscivoro que tem sido introduzido em
represas, acudes e tanques para controle de populagtes de tilapias (Moura-Brito &
Patrocinio, 2006). A predacdo, portanto, pode estar agindo como forca biotica,

diminuindo a sobrevivéncia de tilapias na regiéo.
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Nesse caso, portanto, o risco de estabelecimento de uma espécie esta
baseado na vulnerabilidade do ecossistema receptor (Mack et al., 2000), sendo a
conservacgdo do ecossistema (e.g. manutencdo da comunidade) um fator chave que
pode restringir tal invaséo biolégica no reservatorio de Itaipu. Geralmente, 0 sucesso
no estabelecimento de espécies ndo nativas é maior em sistemas alterados (e.qg.
alteracéo termal, poluicdo) em contraste aos habitats relativamente ndo perturbados,
gue frequentemente demonstram uma grande resisténcia a invasdo destas espécies
(Moyle & Light, 1996). Essa assercao é corroborada por um estudo conduzido na
bacia do Rio Paraiba do Sul, no qual Linde et al. (2008) encontraram uma associacao
significativa entre o nivel de degradacdo do habitat e a quantidade de juvenis de O.
niloticus oriundos de escapes de cultivos (i.e. mais abundantes em areas degradadas).
Paralelamente, foi observada uma diminuicdo da abundancia da espécie nativa
Geophagus brasiliensis, espécie que ocupa 0 mesmo nicho ecolégico das tilapias.
Nesse estudo, porém, os autores nao discutem se o aumento da abundancia de O.
niloticus é causa ou consequéncia da diminuicdo da abundéancia de G. brasiliensis. No
primeiro caso, o ambiente alterado aumentaria 0 poder competitivo da tilapia em
relacdo ao cara, diminuindo a abundancia do segundo. Na segunda hipétese, o cara
teria menor capacidade de sobreviver no ambiente alterado, diminuindo a sua
abundancia e, consequentemente, possibilitando o aumento da abundancia de O.
niloticus. Ou ainda, as duas hipdteses podem estar agindo concomitantemente. Da
mesma forma, a alta frequéncia das espécies de cara no reservatorio de Itaipu pode
ser outro fator que impede o estabelecimento da Tilapia do Nilo, e/ou pode
simplesmente refletir tal insucesso.

Outro fator ambiental que pode estar limitando o estabelecimento da Tilapia do
Nilo no reservatério de ltaipu é caracteristica de se estabelecer preferencialmente em
ambientes Iéntico em relacdo a ambientes loticos (Lowe-McConnell, 1999).
Considerando a grande fluxo de agua descrito para esse reservatdrio quando em
comparado a diversos outros, inclusive nas UHEs de It4 e Passo Fundo, prejudicam a
capacidade de estabelecimento da espécie no reservatério, limitando a sua
colonizacéo em tal ambiente.

Concluindo, dados de abundancia, distribuicdo, estrutura de estoque,
marcadores moleculares, dieta e estagio reprodutivo indicam que as Tilapias do Nilo
O. niloticus ndo estado estabelecidas na bacia do Rio Uruguai e no reservatério de
Itaipu. Os individuos coletados durante esse estudo, portanto, sdo provavelmente

provenientes de fugas de pisciculturas.
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A analise multidisciplinar desenvolvida nesse trabalho baseada em diferentes
marcadores, ainda, demonstrou-se bastante eficaz no teste de hipdtese de
estabelecimento de populacdes de Tildpias, sendo possivel utiliza-lo na avaliagdo do
estabelecimento de outros grupos de peixes, considerando adaptacfes as suas
caracteristicas, e em outros ambientes. A confiabilidade de tal metodologia esta
relacionada a avaliacdo de trés pilares que, em conjunto, sdo fundamentais para
estabelecimento de uma populacdo: sobrevivéncia, crescimento e reproducdo. Dados
de variacédo da diversidade genética, da distribuicdo e do perfil genético dos estoques
ao longo do tempo avaliam a sobrevivéncia dos individuos. A estrutura do estoque (i.e.
avaliacdo do recrutamento) testa a hip6tese de crescimento dos individuos. Por fim,
dados do perfil das linhagens dos individuos amostrados e do grau de
desenvolvimento gonadal avaliam a reproducdo dos individuos no ambiente. Tais
andlises ainda sao suportadas pela analise de contelido estomacal e posicao tréfica,
indicando as interacdes da espécie estudada com a comunidade biotica. Dados de
abundancia e distribuicdo da espécie, por fim, demonstram o resultado do universo de
marcadores agindo em conjunto. A unido desses diferentes marcadores, portanto,
testa a hipdtese de existéncia de populacdes estabelecidas de determinada espécie,
em uma dada regido.

A metodologia se tornara ainda mais confiavel se houver padronizacdo dos
petrechos de coletas, fator importante para as analises de abundéncia, e a utilizacao
de outros mecanismos de coleta (i.e. pesca elétrica, pesca submarina), o que
possibilita a coleta de um maior nimero de individuos e menor seletividade dos
individuos capturados, aumentando a confiabilidade das analises de estrutura de
estoque, reproducdo, marcadores genéticos e dados tréficos. Ademais, a utilizacéo de
dados de biomassa das tilapias quando comparada a dos demais grupos é, da mesma
forma, aconselhada, uma vez que pode corrigir resultados encontrados na fuga de
uma grande quantidade de individuos de pegueno porte, por exemplo, expressando a
biomassa de tilapias suportada pelo ambiente.

A utilizacdo dessa rigorosa metodologia € de fundamental importancia para
definicho de estratégias de manejo de espeécie invasoras. Diversas decisdes
ambientais se baseiam simplesmente em conhecimentos anedéticos, sem qualquer
suporte em dados cientificos. Tais questdes tém particular importancia em estudos
com organismos invasores, uma vez que a proibicdo da introducdo de espécies
apenas é valida se ndo houver populagfes estabelecidas no ambiente. Em diversas
situacdes, a simples coleta de individuos em determinada regido sdo interpretadas

como a existéncia de populacdes estabelecidas (Agostinho et al., 2007), o que permite
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a introducdo do grupo. Dessas decisdes, ainda, derivam estratégias de manejo e de
mitigacéo de impacto ambientais diversas vezes ineficazes e que, até mesmo, podem
agravar 0s prejuizos ambientais, sociais e econdmicos 0s quais diversos
empreendimentos (e.g. pisciculturas) acarretam.

Nesse contexto, a metodologia desenvolvida e aplicada nesse trabalho é
fundamental para o teste de hipotese de existéncia de populacdes estabelecidas de
grupos de peixes, o que pode auxiliar na tomada de decisdes que permeiam a
conservacdo e 0 manejo do ecossistema. A utilizacdo dessa metodologia, por fim, é

altamente recomendada em estudos sobre invasdes bioldgicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A introducdo de espécies € um dos principais fatores que causam perda de
biodiversidade da biota mundial (Sala et al., 2000). Nesse contexto, a aquicultura tem
preocupante influéncia, uma vez que fuga de piscicultura € um dos principais
mecanismos de dispersdo de espécies exoéticas (Arthington & Bluhdorn, 1994;
Schmitter-Soto & Caro, 1997; Agostinho et al., 2005, 2007). Devido 0 seu sucesso
para cultivo, Oreochromis niloticus, por exemplo, foi introduzida em 85 paises, sendo
relatado seu estabelecimento em 58% e efeitos ecoldgicos adversos em 14% (Casal et
al. 2006). Tal fenbmeno, somado ao seu alto potencial de impacto ambiental e alta
capacidade de estabelecimento (Canonico et al.,, 2005), faz com que as tilapias
tenham preocupante participacdo em invasdes bioldgicas. Dessa forma, tilapias devem
possuir alta prioridade no manejo para a prote¢do de ambientes aquaticos (Esselman,
2009).

O cultivo de espécies exoticas € proibido no Brasil, exceto se tal espécie
estiver estabelecida na Unidade Geogréfica de Referéncia. Entretanto, diversas vezes
os legisladores consideram estabelecidas espécies raras, sem que estudos
corroborem tais inferéncias (Agostinho et al., 2007). Eventos frequentes de escapes de
individuos, por exemplo, fazem com que ocorra deteccdo frequente de individuos ao
longo do tempo, sem que tal espécie esteja necessariamente estabelecida. Tal
fendbmeno ocorreu com O. niloticus, as quais foram consideradas estabelecidas na
bacia do Rio Uruguai pelas Portarias 145-N do IBAMA e n° 63/2003 da Secretaria
Estadual do Meio Ambiente do Rio Grande do Sul (SEMA), simplesmente por sua
deteccdo. Conhecimentos anedoticos, portanto, ndo deve ser utilizados na definicdo
de estratégias de manutencdo e manejo de espécies e comunidades, uma vez que
podem gerar decisfes ineficazes e, muitas vezes, prejudiciais ao ecossistema. Dessa
forma, metodologias cientificas devem ser utilizadas para realizacdo de teste de
hipoteses que embasem estratégias de conservagdo e manejo da biodiversidade.

Nesse trabalho, portanto, foi desenvolvida uma metodologia baseada em uma
analise multidisciplinar, que pode ser aplicada como modelo no teste da hip6tese de
estabelecimento de populagbes de espécies exoéticas de diferentes grupos, em
diferentes ambientes. Para isso, diferentes marcadores foram utilizados para avaliar a
origem dos individuos coletados e a uniformidade genética do estoque ao longo do
tempo (i.e. marcadores microssatélites), o grau de maturagdo gonadal e a dieta dos
individuos, e a abundancia e estrutura dos estoques, que, em seu conjunto, avaliam a
reproducdo, sobrevivéncia e crescimento dos individuos, indicando a presenca ou

auséncia de populacdes autossustentaveis. Tal metodologia foi testada para avaliagdo
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do estabelecimento de populac¢des de O. niloticus no reservatério de Itaipu e na bacia
do Rio Uruguai, rejeitando a hipétese da existéncia populagbes estabelecidas dessa
espécie, nesses sistemas hidroldgicos.

Outros estudos que testem o estabelecimento de populagbes de organismos
exoticos sdo fundamentais para decisées no ambito da conservacao, e a utilizacao da
metodologia desenvolvida no presente trabalho, dessa forma, € altamente

recomendada.
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