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Resumo

Nas recentes décadas, o fendmeno de introducao de espécies ndo-nativas em ambientes de agua
doce tem se intensificado. Com o aumento do ndmero e frequéncia de introdugBes, também
aumenta a necessidade de estudos documentando-as. Por meio do estudo da genética de espécies
invasoras em seus territdrios nativos e invadidos pode-se compreender a historia das invasoes,
entender a dindmica na populacdo na nova area invadida e, consequentemente, propor estratégias
para minimizar os efeitos e conseqliéncias das invasdes. Neste trabalho, ferramentas moleculares
foram utilizadas para identificar a ocorréncia do acara amazonico Cichlasoma amazonarum na
bacia do Rio Guandu, Rio de Janeiro. Foram coletados 37 peixes, todos identificados
morfologicamente como Cichlasoma amazonarum. Destes, 27 foram selecionados para as
analises geneticas. O sequenciamento do loco CYTB obteve éxito para 22 individuos. O
resultado do sequénciamento de cada individuo foi comparado com a base de dados do GenBank
utilizando a ferramente Blast. O Blast revelou que sete individuos apresentaram sequencias
CYTB referentes a Cichlasoma amazonarum, seis individuos apresentaram sequencias CYTB
referente a Cichla piquiti, e nove individuos um gendtipo “misto”, onde a fita F foi similar a
Cichlasoma amazonarum e a fita R foi similar a Cichla piquiti. As analises prosseguiram apenas
com os individuos identificados geneticamente como Cichlasoma amazonarum “puros”.
Andlises filogenéticas de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana agruparam as
sequéncias destes sete individuos identificados como Cichlasoma amazonarum com outras duas
sequéncias desta espécie disponiveis no GenBank, confirmando sua identificacdo taxondmica
como tal. Além da caracterizacdo genética da espécie, a capacidade de invasdo de Cichlasoma
amazonarum € discutida, assim como 0s potenciais impactos dessa espécie em comunidades
nativas. A deteccdo do mtDNA referente a Cichla piquiti para alguns individuos foi associada
como uma possivel contaminacdo das amostras em laboratorio, a amplificacdo de um pseudogene

ou a possiveis eventos de hibridizacéo.
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Abstract

In recent decades, the rate of introduction of non-native species in freshwater environments has
intensified. As the number and frequency of introductions increases, so does the need for
studies recording them. By studying the genetics of invasive species in their native and invaded
territories we can understand the history of invasions, the population dynamics in the new
invaded area and, consequently, propose strategies to minimize the effects and consequences of
invasions. In this study, molecular tools were used to identify the occurrence of the Amazonian
Acaré Cichlasoma amazonarum in the Rio Guandu Basin, Rio de Janeiro. We collected 37 fish,
all identified morphologically as Cichlasoma amazonarum. Of these, 27 were selected for
genetic analysis. The sequencing of the CYTB locus was successful for 22 individuals. The
result of the sequencing of each individual was compared to the GenBank database using the
Blast tool. Blast revealed that seven individuals presented CYTB sequences related to
Cichlasoma amazonarum, six individuals had CYTB sequences related to Cichla piquiti, and
nine individuals had a "mixed" genotype, where F sequence was similar to Cichlasoma
amazonarum and R sequence was similar to Cichla piquiti. The analysis proceeded only with
individuals identified genetically as "pure” Cichlasoma amazonarum. Phylogenetic analysis of
Maximum Likelihood and Bayesian Inference clustered the sequences of these seven
individuals identified as Cichlasoma amazonarum with two other sequences of this species
available in GenBank, confirming their taxonomic identification as such. In addition to the
genetic characterization of the species, the invasion capacity of Cichlasoma amazonarum is
discussed, as well as the potential impacts of this species on native communities. The detection
of mtDNA relative to Cichla piquiti in some individuals was associated with possible
contamination of the samples in the laboratory, amplification of a pseudogene or possible

hybridization events.
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Lista de llustracoes

Figura 1. Foto de um espécime adulto de Cichlasoma amazonarum (comprimento padréo =
10,7 cm) coletado na Lagoa do Guandu, Rio Guandu, sudeste do Brasil, e mapa da distribuicdo

de Cichlasoma amazonarum no Brasil.

Figura 2. Lagoa do Guandu, localizada no Rio de Janeiro, criada para captacdo de agua para
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. As coletas foram feitas mais especificamente no brago
leste da lagoa. Fonte: Google, CNES / Airbus, DigitalGlobe.

Figura 3. Foto de um espécime adulto de (comprimento padrdo = 10,7cm) Cichlasoma

amazonarum coletado na Lagoa do Guandu, Rio Guandu, sudeste do Brasil.

Figura 4. Grafico da distribuicdo das frequéncias do Comprimento Padréo (CP) de todos os 37
espécimes coletados na Lagoa do Guandu. Comprimento padrdo = medida do focinho até o

final da ultima vértebra.

Figura 5. Detalhe de gel de agarose 1% da extracdo de DNA de oito individuos de Cichlasoma
amazonarum coletados na Lagoa do Guandu. Os nimeros acima de cada amostra representam o

cddigo de identificacdo dos peixes.

Figura 6. Foto de gel de agarose 1% confirmando a amplificacdo do loco CYTB de 25
individuos de Cichlasoma amazonarum. Os nimeros acima de cada amostra representam o

cddigo de identificacdo dos peixes.

Figura 7. Eletroferogramas do sequénciamento do CYTB de dois individuos de Cichlasoma
amazonarum coletados na Lagoa do Guandu. (A) eletroferograma de um sequénciamento de
baixa qualidade, pois possui diversos picos sobrepostos e uma baixa confiabilidade. (B)
eletroferograma de um sequénciamento de boa qualidade, com picos sem sobreposicdes e uma

alta confiabilidade.

Figura 8. Arvore filogenética com modelo de Maxima Verossimilhanca baseada no CYTB com

as sequéncias dos individuos coletados na Lagoa do Guandu cujas sequencias sdo referentes
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apenas a Cichlasoma amazonarum, e com todos os haplétipos de espécies do género
Cichlasoma disponiveis no GenBank. Os nimeros nos ramos representam o resultado do teste

de bootstrap com 1000 replicagdes.

Figura 9. Arvore filogenética com modelo de Inferéncia Bayesiana baseada no CYTB com as
sequéncias dos individuos coletados na Lagoa do Guandu cujas sequencias sao referentes
apenas a Cichlasoma amazonarum, e com todos os haplétipos de espécies do género
Cichlasoma disponiveis no GenBank. Os numeros nos ramos representam os valores de

probabilidade posterior obtidos na analise bayesiana.

Figura 10. Foto de gel de agarose 1% com o resultado da PCR dos seis individuos selecionados
para amplificacdo do loco RC. Os nimeros abaixo de cada amostra representam o codigo de
identificacdo dos peixes. Mais abaixo esta a identificacdo de cada individuo com o resultado do

sequenciamento do loco CYTB.
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1. Introducéo

Seres humanos tem transportado espécies para além de suas areas nativas ha milénios
(Hulme, 2009). Com o fim da Idade Média, a redescoberta das Américas pelos europeus, a
exploragdo global e colonizacdo de diferentes territorios por volta de 1500 a.c., houve o
primeiro evento significativo de introducdo de espécies ndo nativas pelo mundo (Preston et al.,
2004). Mais recentemente, especialmente apds a Revolucdo Industrial e com a aceleragdo do
processo de globalizacéo e a facilidade dos meios de transporte atuais, o fenémeno das invasdes
bioldgicas tem escalonado (Perrings et al. 2005; Meyerson & Mooney, 2007) ao ponto de que
hoje, as espécies introduzidas representarem uma das principais ameacas a biodiversidade
mundial (Clavero & Garcia-Berthou, 2005). Além de promoverem diretamente a introducao de
espécies ndo-nativas, por meio de comércio de animais, agricultura, controle bioldgico,
recreacdo e introducdes acidentais, 0s seres humanos também promovem introducdes de forma
indireta, devido as mudangas ambientais que causam nos ecossistemas, tornando-0s mais
vulneraveis as invasdes biologicas (Vitousek et al., 1997; Pimentel et al., 2004, Havel et al.,
2005).

Ainda que efeitos positivos tenham sido registrados em alguns casos de introducdes de
espécies ndo-nativas, estas estdo muito mais associadas com impactos ecologicos negativos,
principalmente quando as introducbes sdo feitas de forma involuntéria, ou sdo feitas
deliberadamente sem avaliagdo de risco prévia (Gozlan, 2008; Vitule et al., 2009). Apos
introduzidas, as populacdes podem se tornar invasoras (i.e. se dispersarem para novos
ambientes e causarem impactos sem intervencdo humana), impactando negativamente 0s
ambientes invadidos por meio de competicdo, predacdo, introducdo de patdgenos e parasitas,
hibridizacdo com espécies nativas, e outras alteracdes ecoldgicas, como mudancas na teia
trofica e no funcionamento do ecossistema (Mooney & Cleland, 2001). Espécies invasoras séo,
em geral, ainda mais preocupantes quando introduzidas em ambientes aquaticos, uma vez que
sdo de dificil erradicacdo ou mesmo controle populacional satisfatorio (Britton et al., 2010).

Em ambientes de 4gua doce, a introducdo de espécies de peixes ndo-nativos € um problema
que tem se intensificado nas recentes décadas, principalmente pelas acdes da pesca esportiva,
da piscicultura e do comércio de espécies ornamentais (Gozlan et al., 2010). Esses ecossistemas
figuram entre 0s mais vulneraveis a introducéo de espécies, e uns dos mais invadidos em todo o
mundo (Moyle, 1999; Ricciardi & Maclsaac, 2000; Perry et al., 2002). Alteracdes ambientais,
tais como represamentos e rotinas de operacdo das barragens, modificam drasticamente e

homogeneizam os habitats aquaticos, tornando-os mais adequados a colonizacdo por espécies



generalistas e pré-adaptadas a ambientes Iénticos, do que a peixes nativos de habitos
migratorios. Neste sentido, os represamentos sdo reconhecidos como facilitadores de invasdes
bioldgicas e a principal porta de entrada de espécies invasoras para 0s demais ecossistemas
conectados e que fazem parte da bacia hidrografica onde estéo inseridos (Ricciardi & Maclsaac,
2010).

Esforgos vém sendo dirigidos para identificar os fatores que determinam o sucesso de
invasdes bioldgicas, de forma a fornecer informacdes Uteis para a previsao de futuras invasdes e
mitigacdo dos impactos de invasdes recentes (Garcia-Berthou, 2007). Apesar destes fatores
variarem com o ambiente invadido e a espécie introduzida em questdo, pode-se afirmar que,
para ambientes de agua doce, o interesse humano, tolerancia fisiologica e uma maior
diversidade nos atributos de histdria de vida de espécies invasoras do que espécies nativas, sdo
caracteristicas que favorecem o sucesso de invasao (Olden et al., 2006; Garcia-Berthou, 2007).
Entre as etapas iniciais, de elevada importancia para a avaliacdo do processo de invaséo,
destaca-se a identificacdo da espécie introduzida, cuja precisdo influencia diretamente na
implementacdo de medidas de controle adequadas ou mesmo de iniciativas de erradicagao antes
do sucesso de estabelecimento da espécie ndo-nativa (Europen Environment Agency, 2010).
Além do uso de técnicas convencionais para a identificacdo de espécies, baseadas em atributos
morfologicos, a utilizacdo crescente de ferramentas moleculares, tais como marcadores
genéticos tem auxiliado bastante na deteccéo precoce e precisa de espécies de peixes invasores
(Schwartz et al., 2007).

Estudos moleculares aplicados as invasfes biologicas vdo muito além da identificacao
precisa das espécies introduzidas. Por meio do estudo da genética de espécies invasoras, tanto
de populacdes em seus territdrios nativos quanto invadidos, pode-se, por exemplo, coletar
dados sobre a extensao e a histdria das invasdes nos ecossistemas, fazer a identificacdo da fonte
geogréafica dessas populacbes, detectar eventos de efeito gargalo e identificar casos de
hibridizacdo entre espécies invasoras e nativas (Fitzpatrick et al., 2012). Além disso, pode-se
inferir sobre a ocorréncia de uma Unica ou de multiplas introducdes, assim como avaliar o
potencial da espécie estudada para colonizar novos ambientes (Zhao et al., 2013).

Além dos danos econdmicos e ecoldgicos, as espéecies invasoras também causam impactos
evolutivos. Tais espécies podem hibridizar interespecificamente, e, por meio de repetidos
eventos de introgressdo, espécies nativas podem ser extintas, o que se torna ainda mais
preocupante quando essas sdo endémicas ou raras (Echelle & Connor, 1989; Rhymer &
Simberloff, 1996). No caso de multiplos eventos de introducéo, novos individuos introduzidos

podem hibridizar instraespecificamente com individuos ja presentes no ecossistema invadido,



podendo ocasionar a homogeneizacdo das caracteristicas genéticas Unicas de cada populagéo,
causando entdo uma possivel perda de caracteres adaptativos relacionados ao ambiente
invadido (Daehler & Carino, 2001). Por outro lado, repetidas introducGes podem levar ao
aumento da diversidade genética da populacéo invasora, por meio da introducdo de diferentes
genotipos no pool genético, o que pode intensificar os impactos negativos da espécie
introduzida.

Na maior parte dos casos, populagdes invasoras se estabelecem a partir de pequeno nimero
inicial de individuos (Lockwood et al., 2005), caracterizando um efeito fundador, que faz com
que essas populacdes tenham uma diversidade genética reduzida quando comparadas as
populacdes nativas (Frankham et al., 2002). Essa baixa diversidade genética deveria dificultar o
sucesso das populac@es invasoras na colonizacdo de novos ambientes, ainda mais quando se €
levado em conta que o pequeno namero inicial de individuos acentua a deriva genética e a
depresséo por endocruzamento (Nei et al., 1975; Frankham et al., 2002; Allendorf & Lundquist,
2003). Entretanto, nota-se que diversas populacdes invasoras tem obtido sucesso em colonizar
novos ambientes, o que representa 0 paradoxo da genética da invasdo (Frankham, 2004).
Existem diversos fatores que podem explicar o sucesso das popula¢des invasoras, contornando
0s provaveis obstaculos gerados pela baixa diversidade genética inicial. Por exemplo, multiplos
eventos de introducdo de diferentes areas fontes, que podem néo sé aliviar o efeito fundador,
mas também podem introduzir naquela populacéo alelos ndo antes encontrados, fazendo com
que areas invadidas tenham até mesmo uma diversidade genética maior do que areas nativas
singulares (Kolbe et al., 2004). Esse fator é especialmente importante para espécies de elevado
interesse humano, fazendo com que haja uma maior pressdo de propagulos, o que equivale ao
“esfor¢o de introdu¢ao”, resultando no aumento do niimero de introducdes e de individuos
introduzidos (Lockwood et al., 2005). Caracteristicas da espécie também sdo fatores que
contribuem para o sucesso de populacbes invasoras, como por exemplo, taxas elevadas de
crescimento e proliferacdo, habitos alimentares oportunistas, cuidado parental com a prole e
ampla tolerancia fisiolégica. Além disso, caracteristicas ambientais também podem facilitar o
estabelecimento de populacdes invasoras. Por exemplo, ambientes de dgua doce que sofreram
represamento tendem a ser mais vulneraveis ao estabelecimento de popula¢fes invasoras, pois
a drastica alteracdo ambiental acarretada elimina espécies nativas, atenuando as interacfes
ecoldgicas destas com as espécies invasoras, que se aproveitam dos novos nichos relacionados
a ampliacdo dos ambientes lénticos (Marchetti et al., 2004; Havel et al. 2005).

Cichlidae é uma das familias de peixes teledsteos de agua-doce mais diversificadas,

possuindo cerca de 250 géneros que agrupam 1700 espécies. Sdo amplamente distribuidos,



sendo encontrados nas Américas, Africa, Asia e Oceania (Kullander, 2003). Dentro da familia
Cichlidae, o género Cichlasoma é um dos mais probleméaticos no que se diz respeito a sua
composicao de espécies. No passado esse género foi utilizado para agrupar espécies que ndo
pertenciam a nenhum outro género, mas que ndo tinham necessariamente uma ligagéo
filogenética comprovada entre si. Esse género passou por uma revisdo em 1983 por Kullander,
onde diversas espécies foram bem definidas, mas ainda assim muitas outras continuaram com a
denominagdo genérica de ‘Cichlasoma’ (Kullander, 2003).

Cichlasoma amazonarum Kullander 1983, conhecido popularmente como Acaré (Brasil) e
Bujurqui (Peru), é um ciclideo nativo do sistema Ucayali-Solimdes-Amazonas (Brasil,
Coldmbia e Peru) (Figura 1). E um peixe de pequeno porte, podendo chegar a até 15 cm de
comprimento total. Possui coloracdo opaca, manchas negras na regido do pré-opérculo, na
lateral do corpo e na cauda (Kullander, 1983). Em geral, possui quatro espinhos na nadadeira
anal (apesar de alguns individuos possuirem cinco ou até seis), e pode ser diferenciado de todas
as outras espécies de Cichlasoma devido a presenca de quatro espinhos pelas nadadeiras dorsal
e a nadadeira anal extensamente escamosa nos adultos (Kullander, 1983). Essa espécie tem
habito onivoro, se alimentando de plantas, sementes, insetos, detritos, e pequenos
invertebrados, como moluscos e microcrustaceos (Soares et al., 2011; Cavalcante et al., 2014;
Carvalho & Tavares-Dias, 2017).

Cichlasoma amazonarum € amplamente utilizado como espécie ornamental e como
espécie forrageira no cultivo de outras espécies de alto valor comercial, como o pirarucu
(Bocanegra, 2003; Vélez et al. 2005; Guarido, 2014). Em sua area nativa, essa espécie esta
presente de forma abundante em lagos densamente colonizados por macrofitas aquaticas
(Cavalcante et al., 2014). A espécie possui adaptacGes respiratorias que lhe permitem
sobreviver em ambientes eutrofizados e com pouco oxigénio (Guarido, 2014). Com respeito ao
comportamento reprodutivo, apresenta cuidado prolongado a prole, fecundacdo externa e
desova parcelada. Apresenta comportamento territorialista agressivo e habitos alimentares
oportunistas, caracteristicas que promovem maior vantagem sobre interaces ecologicas a
espécie, além de possuir um rapido crescimento e proliferacdo, caracteristicas que poderiam
favorecer seu sucesso como espécie invasora (Sanchez-Botero and Araujo-lima 2001;
Bocanegra, 2012; Silvano, 2012; Guarido, 2014). Existem poucas informacdes sobre invasdes
de peixes do género Cichlasoma em sua atual classificacdo taxondmica, porém ha diversos
relatos de invasGes de espécies que ja pertenceram a esse género, e de espécies muito similares,
de géneros proximos. Alguns exemplos sdo Mayaheros urophthalmus (sinonimia =

Cichlasoma urophthalmus), Amatitlania nigrofasciata (sinonimia = Cichlasoma


https://www.fishbase.de/Nomenclature/SynonymSummary.php?ID=172217&GSID=16478&Status=accepted%20name&Synonymy=senior%20synonym&Combination=new%20combination&GenusName=Mayaheros&SpeciesName=urophthalmus&SpecCode=4798&SynonymsRef=114771&Author=(G%C3%BCnther,%201862)&Misspelling=0
https://www.fishbase.de/Nomenclature/SynonymSummary.php?ID=160539&GSID=16461&Status=accepted%20name&Synonymy=senior%20synonym&Combination=new%20combination&GenusName=Amatitlania&SpeciesName=nigrofasciata&SpecCode=3615&SynonymsRef=74403&Author=(G%C3%BCnther,%201867)&Misspelling=0
https://www.fishbase.de/Nomenclature/SynonymSummary.php?ID=24504&GSID=16461&Status=synonym&Synonymy=senior%20synonym&Combination=new%20combination&GenusName=Cichlasoma&SpeciesName=nigrofasciatum&SpecCode=3615&SynonymsRef=74403&Author=(G%C3%BCnther,%201867)&Misspelling=0

nigrofasciatum) e Amphilophus trimaculatum (sinonimia = Cichlasoma trimaculatum) (Mito &
Uesugi, 2004; Nico et al., 2007; Knight, 2010).

Figura 1. Foto de um espécime adulto de Cichlasoma amazonarum (comprimento padréo =
10,7 cm) coletado na Lagoa do Guandu, Rio Guandu, sudeste do Brasil, e mapa da distribuicéo
de Cichlasoma amazonarum no Brasil (retirado da base de dados SpeciesLink:
http://splink.cria.org.br).

Anélises de marcadores moleculares séo ferramentas muito utilizadas em estudos sobre a
genética de populagdes invasoras. Diversos marcadores moleculares ja foram utilizados em
andlises filogenéticas e populacionais da familia Cichlidae e de espécies do género Cichlasoma
(Kocher et al., 1989; Farias et al., 2001), dos quais Cytochrome b (CYTB) e Regido Controle
(RC) do DNA mitocondrial (mtDNA) foram utilizados no presente trabalho. O CYTB e a RC
estdo localizados no mtDNA, que possui uma elevada taxa de mutagdo. Além disso, a RC é
considerada hipervariavel, possuindo uma taxa de mutacédo 5x maior do que outras regides do
mtDNA (Bickham et al., 1996; Pakendorf & Stoneking, 2005) Logo, 0 CYTB e a RC sdo ideais
para avaliar variabilidade genética ao nivel populacional. O CYTB ja foi empregado em
trabalhos com varias espécies do género Cichlasoma, de forma que ele € indicado para separar
Cichlasoma amazonarum de outras espécies do género (Rican & Kullander, 2006). Embora
menos utilizada como marcador em estudos de espécies do género Cichlasoma, a RC vem
sendo amplamente aplicada em trabalhos filogenéticos e populacionais com ciclideos em geral
(Meyer et al., 1990; Verheyen et al., 2003; Willis et al., 2006; Marques et al., 2016).



2. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal validar, por meio de técnicas
moleculares, a identificagdo de uma populacdo do acard amazonico Cichlasoma amazonarum

em um ecossistema Iéntico pertencente a Regido hidrografica do Atlantico Sudeste.

2.1 Objetivos especificos

® Confirmar a identidade dos espécimes coletados, considerando Cichlasoma amazonarum
como espécie putativa, por meio de marcadores moleculares.

® Determinar a diversidade genética da populacdo de Cichlasoma amazonarum na Bacia do
Rio Guandu, com base em sequencias do loco CYTB do mtDNA.

® Discutir o significado ecolégico do primeiro registro de Cichlasoma amazonarum na Bacia
Hidrografica do Sudeste, com énfase na sua capacidade de invasdo e 0s potenciais

impactos.



3. Material e Métodos
3.1 Area de estudo e coleta das amostras

Ao todo, 37 espécimes com caracteristicas morfoldgicas similares a Cichlasoma sp., foram
coletados em um ecossistema semi-l6tico localizado no Rio Guandu (Figura 2), inserido na
Provincia hidrografica do Atlantico Sudeste. Represada aproximadamente em 1950, a Lagoa do
Guandu, como é localmente conhecida, € utilizada primariamente para a captacdo de agua para
a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. As coletas ocorreram mais especificamente no brago
leste desta lagoa (22°48°10.93”S - 43°37°26.3070), com aproximadamente 1,0 km? e situada a
12m acima do nivel do mar, onde desdguam os rios Guandu e outros tributarios de pequeno
porte (Pocos/Queimados e Cabugu/Ipiranga). Esta area sofre grande influéncia da urbanizacao
em seu entorno, funcionando como receptor de fontes difusas de esgoto doméstico e residuos

industriais.

Rio Pogos/Queimados

Rio Cabugu/Ipiranga

<~

Brago,geste

Barragem

Figura 2. Lagoa do Guandu, localizada no Rio de Janeiro, criada para captagdo de agua para
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. As coletas foram feitas mais especificamente no brago
leste da lagoa. Fonte: Google, CNES / Airbus, DigitalGlobe.



A captura dos espécimes foi feita com baterias de rede (60m x 1,5m) com 20m de malhas
variadas (15, 30 e 45mm entre nos adjacentes e atadas em sequencia). Os peixes foram
eutanasiados em gelo, onde ficaram armazenados até que fossem transferidos para um freezer
-20 °C no Laboratorio de Ictiologia Teorica e Aplicada, UNIRIO (LICTA). A identificacdo dos
individuos coletados foi feita com base em atributos morfométricos e meristicos, de acordo com
Kullander (1983), e por analises de alguns espécimes pelo Prof. Dr. Weferson Jinio da Graga,
da Universidade Estadual de Maringa. Foram feitas analises morfométricas, os peixes foram
dissecados e gonadas e estomagos foram inspecionados macroscopicamente com auxilio de

estereoscopico binocular.

3.2. Extracdo do DNA gendmico total

Os espécimes coletados foram dissecados e mantidos congelados a -20 °C até 0 momento
da extracdo do DNA. Este foi extraido a partir de 25 mg de tecido muscular utilizando o kit de
extracdo NucleoSpin Tissue (Macherey-Nigel GmbH & Co. KG) seguindo as especificagdes do
fabricante. Apds a extracdo, o DNA foi analisado em gel de agarose 1% em tampéo TAE 0,5X
(TRIS base, &cido acético, EDTA, agua destilada) para a confirmagdo da presenca e
quantificacdo do DNA. O produto da extracdo foi entdo mantido a -20 °C até 0 momento da

amplificacdo dos fragmentos de interesse.

3.3 Amplificacdo e sequenciamento do DNA

O marcador molecular Cytochrome b (CYTB) foi utilizado para fazer a identificacdo dos
espécimes coletados de forma comparativa com a base de dados GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), e para inferir a variabilidade genética entre os
individuos. Para amplificar a regido do CYTB foi utilizado o par de primer GLUDG-5" (5’-
CGAAGCTTGACTTGAARAACCAYCGTTG-3) e Cytb3-3’
(3’-GCCAAATAGGAARTATCATTC-5") (Lee et al. 1995; Palumbi 1996). As reacGes de
PCR foram realizadas com um volume final de 25 uL contendo 1 unidade (U) de Tag DNA
polimerase (ThermoScientific Inc., USA), 1x tampdo de PCR com NH4S04, 2.5 mM MgCI2,
0.16 mM dNTPs (ThermoScientific Inc., USA), 8 pmol de cada primer e 5 ng de DNA
gendbmico. As condi¢des de PCR foram definidas em uma etapa inicial de 5 min a 94 °C,
seguido de 25 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 15 s, e uma etapa de extensdo
final & 72 °C por 5 min. Para confirmar a amplificacdo dos fragmentos do DNA de interesse, 0s

produtos finais da PCR foram aplicados em um gel de agarose 1%. Os produtos amplificados



foram entdo purificados e sequenciados pela Macrogen Inc (Seul, Coréia do Sul), nos sentidos
5°-3’ (fita F) e 3°-5’ (fita R), utilizando os mesmos primers utilizados na etapa de amplificacao.

Durante as analises genéticas (Blast - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), alguns
espécimes inicialmente identificados (morfologia) como Cichlasoma amazonarum
apresentaram sequéncias CYTB F ou R similares & Cichla piquiti, espécie esta tambem
pertencente a familia Cichlidae. Para confirmar estes resultados, foi realizada uma nova rodada
de extracOes de DNA, amplificagdes via PCR e sequenciamento do loco CYTB, utilizando trés
dos peixes que haviam apresentado seqiiéncias CYTB F ou R de Cichla piquiti. Entretanto, o
resultado permaneceu inalterado, sugerindo uma possivel hibridizacdo entre Cichlasoma
amazonarum e Cichla piquiti. Por outro lado, uma possivel contaminacdo do material no
laboratério também ndo pode ser totalmente descartada, em especial dos primers, uma vez que
todos os demais reagentes foram trocados neste segundo teste.

Sendo assim, para explorar melhor essa questdo, utilizamos o marcador Regido Controle
(RC) para confirmar a identificacdo de alguns destes espécimes e para testar as hipoteses de que
alguns individuos seriam fruto de hibridizag&o entre Cichlasoma amazonarum e Cichla piquiti,
ou se teria acontecido contaminagdo das amostras que resultaram na amplificacdo de DNA
referente a Cichla piquiti. Seis individuos foram selecionados para essa etapa, dois peixes que
apresentaram sequencias CYTB F e R referentes a Cichlasoma amazonarum; dois peixes que
apresentaram sequéncias CYTB F e R referentes a Cichla piquiti; e dois peixes que
apresentaram seqiiéncias CYTB “mistas” (fita F = Cichlasoma amazonarum e fita R = Cichla
piquiti). Para testar a hipotese de contaminacdo em algum dos reagentes utilizados,
adicionamos também duas amostras como controles negativos, nas quais 0 DNA molde foi
substituido por dgua ultrapura (agua “MilliQ”).

Para amplificar a RC foi utilizado o par de primers tPro2-5
(5>-ACCCTAACTCCCAAAGC-3") e HN-20-3 (5-GTGTTATGCTTTAGTTAAGC-3") (Lee
et al., 1995; Palumbi, 1996). Nas reacGes de PCR para amplificacdo da RC foram utilizados as
mesmas condicdes empregadas para o CYTB, modificando apenas o programa do
termociclador, que ocorreu com uma etapa inicial de 5 min a 94° C, seguido de 40 ciclos de 94°

C por 30s, 45° C por 30 s, 72° C por 1 min e uma etapa de extensao final a 72° C for 5 min.

3.4 Analise das sequencias

As sequencias obtidas foram editadas e alinhadas no programa MEGA7 (Kumar et al.,
2016) com outras sequencias da espécie alvo e de espécies do mesmo género retiradas do

GenBank. Primeiramente, todas as sequéncias obtidas foram submetidas a ferramenta Blast
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), que as compara com uma base de dados e identifica
outras sequéncias semelhantes, dessa forma pode-se fazer a identificagdo da espécie de forma
comparativa. Também no programa MEGA?7, foi realizada uma reconstrucdo filogenética
utilizando-se 0 método de Méxima Verossimilhanga com um bootstrap de 1000 replicacbes
para testar a confiabilidade dos ramos, utilizando o modelo Tamura-Nei (1993). Uma
Inferéncia Bayesiana foi feita no programa MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Ronquist
& Huelsenbeck, 2003) utilizando o modelo GTR e o algoritmo MCMC com 0s seguintes
parametros: 150000 geracOes, amostradas em intervalos de 10 geragdes com 4 cadeias. Em
ambas as andlises foram utilizadas sequéncias de Aequidens tetramerus como grupo externo, ja
que esta é a espécie tipo do género Aequidens, o qual é descrito como um dos mais similares ao

género Cichlasoma.
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4, Resultados
4.1 Coleta das amostras

Um total de 37 individuos foram capturados durante o periodo amostral. Na identificacdo
morfoldgica realizada pelo LICTA e por Weferson Junio da Graca, da Universidade Estadual
de Maringa, todos os peixes apresentaram caracteristicas compativeis com Cichlasoma
amazonarum (Figura 3). As analises morfométricas realizadas pelo LICTA revelaram peixes de

diversas classes de tamanho (Figura 4).

Figura 3. Foto de um espécime adulto de Cichlasoma amazonarum (comprimento padréo =
10,7cm) coletado na Lagoa do Guandu, Rio Guandu, sudeste do Brasil.
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Figura 4. Gréfico da distribuicdo das classes de tamanho do comprimento padréao de todos os 37
espécimes coletados na Lagoa do Guandu. Comprimento padrdo = medida do focinho até o
final da Gltima vértebra.

4.2 Extragdes de DNA

Dos 37 peixes coletados, 27 foram selecionados para os procedimentos de extracdo de
DNA e amplificacdo dos fragmentos de interesse. A escolha desses individuos foi feita baseado
no tamanho (peixes de diversas classes de tamanho) e na integridade fisica dos espécimes, o
que facilitaria as analises morfologicas.

Né&o foi possivel observar bandas nos géis de agarose com o produto das extracoes de DNA
(Figura 5). Isso pode ser resultado de uma baixa concentracdo de DNA extraido ou pela
pequena quantidade do produto da extracdo utilizado nas amostras aplicadas no gel (5 ul do
produto da extracdo). Este resultado ja havia sido observado em amostras de outras extracoes de
DNA feitas utilizando o mesmo kit comercial para trabalhos similares realizados no
Laboratorio de Biodiversidade e Evolucdo Molecular - UNIRIO, com sucesso na amplificacéo
e no posterior sequénciamento dessas amostras. Neste sentido, decidiu-se pelo prosseguimento
das andlises de todas as amostras de DNA de Cichlasoma amazonarum extraidos, ainda que

sem a comprovacao da presenca desse DNA pelo gel de agarose.
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Figura 5. Detalhe de gel de agarose 1% da extragdo de DNA de oito individuos de Cichlasoma
amazonarum coletados na Lagoa do Guandu. Os nimeros acima de cada amostra representam o
cddigo de identificacdo dos peixes.

4.3. PCR e sequenciamento do loco CYTB

Foi possivel realizar a amplificacdo do loco CYTB de todas as 27 amostras, de forma que
bandas Unicas e bem demarcadas foram obtidas para todos os espécimes. A confirmacdo da
amplificacdo foi feita em gel de agarose 1%, onde também pode-se verificar que os fragmentos
amplificados tinham o tamanho esperado, com cerca de 1100 pb (Figura 6). Das 27 amostras
amplificadas, o sequenciamento apresentou éxito apenas para 22 individuos. As outras cinco
amostras apresentaram sequenciamento de baixa qualidade, com muitos picos sobrepostos e

uma baixa confiabilidade (Figura 7).
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Figura 6. Foto de gel de agarose 1% confirmando a amplificacdo do loco CYTB de 25
individuos de Cichlasoma amazonarum. Os nimeros acima de cada amostra representam o
cddigo de identificacdo dos peixes.

(A)

(B)

Figura 7. Eletroferogramas do sequénciamento do CYTB de dois individuos de Cichlasoma
amazonarum coletados na Lagoa do Guandu. (A) eletroferograma de um sequénciamento de
baixa qualidade. (B) eletroferograma de um sequénciamento de boa qualidade.
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Primeiramente, as sequencias destes 22 individuos foram submetidas a um Blast para que
houvesse uma primeira confirmagéo da identidade dos peixes coletados. Curiosamente, o Blast
indicou que apenas 7/22 peixes apresentavam sequencias F e R similares a Cichlasoma
amazonarum. Outros seis peixes apresentaram sequencias F e R similares a espécie Cichla
piquiti (também pertencente a familia Cichlidae). Outros nove peixes apresentaram um
genotipo “misto”, onde a fita F foi similar a Cichlasoma amazonarum e a fita R foi similar a
Cichla piquiti. Sendo assim, as sequencias destes 15 individuos foram desconsideradas nas
analises seguintes (nove individuos “mistos” que possuem a fita F referente a Cichlasoma
amazonarum e a fita R referente a Cichla piquiti + seis individuos que apresentaram ambas as

fitas F e R de Cichla piquiti).
4.4. Reconstrucdes filogenéticas utilizando sequencias do loco CYTB

O alinhamento e edicdo das sete sequencias obtidas para o loco CYTB de Cichlasoma
amazonarum “puros” resultou em 681 nucleotideos. Apenas um haplotipo foi detectado entre
todos os sete individuos sequenciados da populacdo invasora do Rio Guandu. As sequencias
dos individuos coletados no Rio Guandu agruparam em uma analise filogenética de Maxima
Verossimilhanga com as outras duas sequencias de Cichlasoma amazonarum disponiveis no
GenBank, com um valor de bootstrap de 100 (Figura 8). Esse resultado se repetiu para arvore
filogenética com o0 modelo de Inferéncia Bayesiana, onde todas as sequencias de Cichlasoma

amazonarum se agruparam com um valor de probabilidade posterior de 1 (Figura 9).
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Figura 8. Arvore filogenética com modelo de Maxima Verossimilhanca baseada no CYTB com
as sequéncias dos individuos coletados na Lagoa do Guandu cujas sequencias sao referentes
apenas a Cichlasoma amazonarum, e com todos os haplétipos de espécies do género
Cichlasoma disponiveis no GenBank. Os nimeros nos ramos representam o resultado do teste
de bootstrap com 1000 replicaces.
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Figura 9. Arvore filogenética com modelo de Inferéncia Bayesiana baseada no CYTB com as
sequéncias dos individuos coletados na Lagoa do Guandu cujas sequencias sdo referentes
apenas a Cichlasoma amazonarum, e com todos os haplétipos de espécies do género
Cichlasoma disponiveis no GenBank. Os nimeros nos ramos representam os valores de
probabilidade posterior obtidos na analise bayesiana.

4.5. PCR e sequenciamento do loco RC

Todas as seis amostras empregadas neste teste amplificaram bem, apresentando bandas
Unicas. Curiosamente, as duas amostras (23 e 24) que previamente haviam apresentado
sequéncias CYTB F e R de Cichlasoma amazonarum apresentaram amplificacdo intensa do
loco RC (banda bem forte); as duas amostras (6 e 11) que haviam apresentado sequencias
CYTB F e R de Cichla piquiti apresentaram amplificacdo pouco intensa do loco RC (banda
fraca); e as duas amostras (33 e 34) que haviam apresentado sequencias CYTB F e R “mistas”
(fita CYTB F = Cichlasoma amazonarum e fita CYTB R = Cichla piquiti) apresentaram bandas
com intensidade de fluorescéncia intermediaria para o loco RC (Figura 10). De acordo com o
Blast, todas as sequéncias F e R derivadas do sequénciamento da RC dessas seis amostras
resultaram em sequencias de Cichlasoma amazonarum, ndo havendo sequencias F ou R do loco

RC similares a Cichla piquiti.
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Figura 10. Foto de gel de agarose 1% com o resultado da PCR dos seis individuos selecionados
para amplificacdo do loco RC. Os nimeros abaixo de cada amostra representam o codigo de
identificacdo dos peixes. Mais abaixo esta a identificacdo de cada individuo com o resultado do
sequenciamento do loco CYTB. C- = controle negativo (0 DNA foi substituido por agua
ultrapura).
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5. Discussao

As anélises moleculares identificaram 7/22 espécimes analisados como sendo da espécie
Cichlasoma amazonarum, concordando com sua identificagdo convencional, baseada em
atributos morfoldgicos. A diversidade genética observada para o marcador CYTB dessa
populacdo de Cichlasoma amazonarum foi nula, uma vez que encontramos apenas um
haplétipo nos sete individuos analisados, o que indica um provavel efeito fundador ocorrido na
introducéo desta espécie no Rio Guandu. N&o foi possivel indicar uma possivel fonte nativa
dessa populacdo invasora, pois o haplétipo encontrado no Rio Guandu ndo esta presente nos
registros do GenBank. Atualmente ha um pequeno numero de sequencias da espécie
Cichlasoma amazonarum disponiveis no GenBank o que dificulta esta analise, e aponta para a
necessidade de se investir em coletas (e seqtienciamento) de individuos da sua area nativa.

As analises morfométricas dos 37 individuos coletados, baseadas em Kullander (1983),
revelaram a existéncia de peixes de diferentes classes de tamanhos (o comprimento padréo
variou entre 46-130 mm). Considerando que o tamanho na primeira maturacdo é de 82 mm para
machos e 65 mm para fémeas (Silva et al., 2005), mais de 50% dos individuos coletados
estariam aptos para reproduzir. Alem disso, pode-se observar gonadas maduras e desovadas,
indicando que a invasdo pode estar estabelecida. Apesar de diversidade genética ser um fator
importante para que espécies invasoras se adaptem e colonizem novos ambientes, mesmo nédo
apresentando diversidade genética para o loco CYTB, esta populacdo de Cichlasoma
amazonarum esta aparentemente estabelecida no Rio Guandu, concordando com a teoria do
paradoxo da genética da invasdo (Frankham, 2004). Alguns fatores que explicam o sucesso de
invasdes, mesmo na auséncia de diversidade genética, estdo relacionados a caracteristicas da
espécie que aumentem sua resisténcia a fatores bioticos e abioticos, e caracteristicas do
ambiente invadido que diminuem sua resisténcia a invasdes. Cichlasoma amazonarum possui
rapido crescimento e alta prolificidade (Silvano, 2012), e adaptacfes bioquimicas a hipoxia
(Almeida-Val et al., 1995), fatores que podem favorecer seu sucesso de invasdo. Além disso, a
Lagoa do Guandu é um ambiente muito impactado, eutrofizado, com baixos valores de
oxigénio dissolvido e que sofreu represamento, fatores que tornam este ecossistema
potencialmente mais vulneravel a invasdes bioldgicas (Vitousek et al., 1997; Pimentel et al.,
2004, Havel et al., 2005).

Apesar dos indicios do éxito no estabelecimento de Cichlasoma amazonarum na bacia do
Rio Guandu, ainda ndo existem registros e informacdes formais sobre quando, onde e de que

maneira a espécie foi introduzida, o que indica que o processo de invasdo é recente e ainda
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poderia estar acontecendo. Porém, sabe-se que Cichlasoma amazonarum € muito utilizado
como espécie ornamental, e também como alimento para criacdo de outras espécies de peixe de
alto valor comercial devido ao seu baixo custo de producéo, e rapido crescimento e proliferacdo
(Bocanegra, 2003; Velez et al. 2005; Guarido, 2014). Isso pode estar relacionado com sua
introducdo, seja ela deliberada ou acidental, uma vez que até antes do funcionamento da
Pequena Central Hidrelétrica Paracambi, sob concessdo da LIGHT SESA, existia uma
piscicultura ornamental na regido de Paracambi que poderia ser a fonte dos Cichlasoma
amazonarum presente na Lagoa do Guandu. Neste sentido, trabalhos voltados para a deteccao
da espécie nesta area poderiam ser de grande importancia para identificar os vetores e vias de
invasdo da espécie, assim como para acompanhar sua possivel expansao.

Possiveis impactos da invasdo de Cichlasoma amazonarum ainda ndo foram registrados.
Porém, sabe-se que nesta regido existe uma espécie nativa similar, o acard-comum Geophagus
brasiliensis Quoy & Gaimard, 1824 (Da Costa et al., 2014) que poderia ser impactado devido a
uma possivel competicdo com o acara invasor. Como Cichlasoma amazonarum ndo é uma
espécie piscivora, é improvavel que ela cause a extingdo de espécies de peixes nativas, ja que
este € um efeito quase sempre ligado a predacédo (Mooney & Cleland, 2001). Porém, espécies
ornamentais podem impactar indiretamente a comunidade nativa por meio do deslocamento de
espécies nativas, alteracGes de habitats e por efeito cascata (Corfield et al., 2008). Além disso,
toda invasdo bioldgica possui os riscos envolvidos com o transporte e transmissdo de parasitas e
vetores de doencas. Um exemplo marcante com peixes ornamentais é a propagacdo da
herpevirose da carpa koi (KHV) do Japao para a Europa e América do Norte (Hedrick et al.,
2000). Lo et al. (2004) identificaram uma alta concentracdo de ectoparasitas em Cichlasoma
amazonarum criados em tanques, com 78.4 + 6.0% dos 227 peixes analisados estando
infectados, com uma predominancia de parasitas da familia Dactylogyridae, demonstrando que
a presenca de parasitas monogénios € comum nesta espécie, e que 0 numero de peixes
parasitados é elevado quando comparado com outros ciclideos. Chambrier et al. (2017)
recentemente descreveram uma nova espécie de ténia encontrada em trés Cichlasoma
amazonarum de um exportador de peixes ornamentais em Iquito, Peru. Mendoza-Franco et al.
(2010) e Bittencourt et al. (2014) relataram diversas espécies de parasitas de Cichlasoma
amazonarum de populacGes nativas de lquitos (Peru) e Fortaleza (Brasil) respectivamente.
Neste sentido, as populac@es invasoras de Cichlasoma amazonarum precisam ser monitoradas,
assim como a ictiofauna local para averiguar possiveis impactos desta natureza.

Espécies invasoras ndo sdo apenas a causa de impactos ambientais, elas também sdo a

consequéncia da degradacdo ambiental (MacDougall & Turkington, 2005). A presenca de
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Cichlasoma amazonarum na Lagoa do Guandu pode ser um reflexo da degradacdo deste
ambiente. Os rios Guandu, Pocos/Queimados e Cabugu/Ipiranga que desaguam na Lagoa do
Guandu sao altamente poluidos pelo polo industrial de Queimados, além de receberem esgoto
doméstico (Castro & Ferreirinha, 2012; Agéncia Nacional de Aguas, 2015). Weinberg (2013)
registrou niveis de oxigénio dissolvido (OD) téo baixos quanto 0,0 mg/L em pontos no rio
Pogos/Queimados (OD médio em 112 amostras = 0,8 mg/L) e 0,1 mg/L no rio Ipiranga/Cabucu
(OD médio em 106 amostras = 0,8 mg/L), e niveis de fésforo tdo altos quanto 6,60 mg/L
(fésforo total médio em 114 amostras = 2,0 mg/L) e 3,50 mg/L (fésforo total médio em 105
amostras = 1,50 mg/L) respectivamente. Beltrdo (2007) registrou a presenca de Cichlasoma
amazonarum em diversos igarapés da regido urbana de Manaus, nos quais essa € uma espécie
exoética. Das 41 espécies de peixes registradas em igarapés conservados e alterados da zona
urbana de Manaus, Cichlasoma amazonarum foi a Unica espécie encontrada mais
frequentemente nos ambientes alterados. Beltrdo et al. (2018) analisaram a composicdo de
espécies de igarapes integros e poluidos do fragmento florestal da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM). Cichlasoma amazonarum foi uma das trés espécies que estavam presentes
nos igarapés poluidos, e ndo foi encontrado nos igarapés integros. Esses estudos ressaltam a
grande capacidade de Cichlasoma amazonarum de tolerar ambientes com elevados niveis de
amonia e nitrito, e baixos niveis de oxigénio, e sugerem que Cichlasoma amazonarum seja
classificada como uma espécie indicadora biologica de igarapées poluidos.

Com os crescentes impactos antropogénicos que poluem e modificam a dinamica dos
corpos d’agua deixando-0s mais vulneraveis ao estabelecimento de espécies ndo-nativas, e com
a facilidade no comércio e transporte de espécies de peixes ornamentais, pode-se esperar que
vejamos um aumento nos relatos de populacdes exdticas de Cichlasoma amazonarum. Ao que
tudo indica, este é o primeiro registro da presenca dessa espécie na Regido hidrogréafica do
Atlantico Sudeste, o que ressalta a grande necessidade de documentar a presenca de espécies
exoticas em ambientes de agua doce, assim como de acompanhar essas populacGes para
detectar possiveis impactos.

No presente estudo, seis individuos coletados apresentaram seqiiéncias CYTB F e R
similares a uma outra espécie da mesma familia, Cichla piquiti, enquanto outros nove
individuos demonstraram possuir sequéncias CYTB F e R tanto de Cichlasoma amazonarum
quanto de Cichla piquiti. Uma primeira hipdtese para explicar este resultado seria uma possivel
contaminacdo em algum momento do processamento do material no laboratdrio, desde sua
disseccdo, passando pela extragdo de DNA, até a realizacdo das PCRs e sequenciamento. A

outra hipoGtese, menos provavel, seria uma possivel hibridizacdo entre Cichlasoma
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amazonarum e Cichla piquiti. Considerando que a heranga do mtDNA em animais se da
majoritariamente de forma matrilinear (Giles et al., 1980), os individuos que apresentaram
seqliéncias do loco CYTB referentes a Cichla piquiti seriam provenientes de um cruzamento
entre um macho de Cichlasoma amazonarum e uma fémea de Cichla piquiti. Porém, isto ndo
explicaria a presenca de individuos que possuem sequencias CYTB de ambas as espécies (fita
CYTB F = Cichlasoma amazonarum e fita CYTB R = Cichla piquiti). Logo, para a hip6tese de
hibridizacdo ser verdadeira, é preciso considerar também que teria ocorrido, por exemplo, um
caso de heteroplasmia, que seria a presenca de DNA mitocondrial de ambos os parentais nos
descendentes. Apesar de casos de heteroplasmia serem relativamente raros, sabe-se que esse
evento acontece com mais frequéncia em individuos hibridos (Radojicic et al., 2015). Notou-se
que todos os individuos que possuiam sequencias CYTB das duas espécies ao mesmo tempo,
apresentaram sempre a fita F referente a Cichlasoma amazonarum e a fita R referente a Cichla
piquiti. 1sso pode indicar que hd uma maior facilidade do primer F em se ligar com o0 DNA
molde da espécie Cichlasoma amazonarum, enquanto o primer R teria uma maior facilidade em
se ligar com a regido CYTB da espécie Cichla piquiti. Vale ressaltar que a sequéncia CYTB
(compativel com Cichla piquiti) observada nestes 15 peixes “hibridos” no presente trabalho ¢é
idéntica a seqliéncia CYTB previamente encontrada pelo nosso grupo de trabalho para
espécimes de Cichla piquiti invasores da Bacia do Rio Paraiba do Sul (Santos et al., 2016). Este
fato poderia sugerir uma possivel contaminacdo das amostras, reagentes ou do material do
laboratdrio, devido a possivel presenca deste DNA de Cichla piquiti no laboratorio. Por outro
lado, este foi o Unico haplotipo encontrado por Santos et al (2016) para Cichla piquiti ao longo
de toda a Bacia do Rio Paraiba do Sul. Logo, em caso de hibridizacéo, seria esperado que fosse
este mesmo o hapldtipo encontrado nos individuos hibridos.

Outra hipotese que pode ser levada em conta € a presenca de um pseudogene Citocromo b.
Isto é, uma copia do gene mitocondrial que foi translocada para o genoma nuclear em algum
momento da historia evolutiva da familia. Como os primers utilizados no presente trabalho para
amplificacdo do CYTB de Cichlasoma amazonarum sao “universais”, de forma que podem ser
utilizados para amplificar o CYTB de diversas espécies da familia Cichlidae (amplificacdo
heterdloga), é possivel que eles tenham amplificado uma cépia paraloga do gene CYTB alvo.
Pelo fato de Cichla ser um género basal desta familia, poderia se esperar que o gene paralogo
amplificado fosse semelhante ao de uma espécie desse género. Porém, o fato de termos
detectado o mesmo haplotipo de Cichla piquiti da bacia do Rio Paraiba do Sul seria algo

inesperado, pois mesmo que esse gene paralogo tenha surgido nessa espécie, seria esperado que
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este tivesse uma sequéncia diferente do gene mitocondrial encontrado atualmente, pois ambos
teriam evoluido independentemente.

A morfologia de todos os individuos sequenciados foi analisada por fotos para verificar se
0s peixes pertencentes a cada haplétipo encontrado (Cichla piquiti ¢ “mistos™) possuiam
caracteristicas que 0s agrupassem ou se diferenciassem de Cichlasoma amazonarum.
Verificamos que ndo ha diferencas morfoldgicas significativas entre todos os espécimes
coletados, de forma que eles apresentam variacdo apenas no tamanho e peso, com ambas as
medidas dentro do esperado para a espécie Cichlasoma amazonarum, levando em conta seu
ciclo de vida.

O sequenciamento do loco RC dos seis individuos selecionados ndo detectou mtDNA
referente a Cichla piquiti, o que sugere que houve contaminacgdo no primer CYTB utilizado, e
ndo estaria havendo hibridizacdo entre as duas espécies. Porém, nao é possivel afirmar com
absoluta certeza que a contaminagdo ocorreu no primer CYTB, pois, assim como o primer F
utilizado para amplificacdo do CYTB aparenta possuir uma maior afinidade com a espécie
Cichlasoma amazonarum, enquanto o primer R aparenta possui uma maior afinidade com o
DNA molde de Cichla piquiti, é possivel que ambos os primers (F e R) utilizados para
amplificacdo da RC tenham uma maior afinidade com Cichlasoma amazonarum. Neste caso,
mesmo havendo contaminacao ou hibridizacao (ou seja, mesmo havendo DNA molde de ambas
as especies numa mesma amostra), seria esperado que apenas 0 DNA de Cichlasoma
amazonarum fosse amplificado e sequienciado.

Peixes sdo um dos grupos que possuem 0s maiores niveis de hibridizacdo entre os
vertebrados (Verspoor & Hammar, 1991). Porém, ainda sim, existem diversos mecanismos que
previnem a hibridizacdo entre diferentes espécies de peixes, e quanto mais distante a relacéo
evolutiva entre elas, menores séo as chances de ocorrer hibridizacdo ou do hibrido ser viavel
(Corfield et al., 2008). Cichla piquiti € um ciclideo de grande porte e € um piscivoro voraz, que
preda espécies menores como Cichlasoma amazonarum. Este fato faz com que um possivel
evento de hibridizacdo entre essas duas espécies seja muito improvavel, enquanto a distancia
evolutiva entre elas faz com que a viabilidade e desenvolvimento de um eventual hibrido F1
seja dificil, pois maiores sdo as chances de haverem incompatibilidades gaméticas que
impossibilitem o desenvolvimento do zigoto. Porém, hibridos entre peixes pertencentes a
géneros diferentes (hibridos intergenéricos) ja foram produzidos artificialmente (Kim et al.,
1996; Reddy, 2011). Sendo assim, ndo se pode concluir de fato se a presenca de mtDNA da
espécie Cichla piquiti em 15 das amostras analisadas foi devido & uma contaminacdo dessas

amostras, a um evento de hibridizacdo com Cichlasoma amazonarum, ou um possivel
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pseudogene, deixando como perspectiva a realizagdo de novos testes que possam elucidar essa

questdo.

6. Conclustes

Identificamos a presenca da espécie invasora Cichlasoma amazonarum no Rio
Guandu, o que foi confirmado pela andlise genética de 7 dos 27 individuos
sequenciados. Ao que tudo indica, este € 0 primeiro registro dessa espécie na
Regido hidrogréafica do Atlantico Sudeste.

A populacgdo analisada ndo possui diversidade genética para os marcadores CYTB e
RC do mtDNA, o que pode ser devido a um efeito fundador acarretado pela
introdugéo de poucos individuos.

A fonte desta invasdo ndo pbde ser inferida devido ao pequeno numero de
sequencias CYTB de espécimes provenientes de areas nativas disponiveis no
Genbank.

Devido a capacidade de Cichlasoma amazonarum sobreviver em ambientes com
baixos niveis de oxigénio e a suas caracteristicas ecoldgicas, esta espécie parece
possuir uma alta capacidade de invasdo, principalmente em ambientes impactados.
O fato da espécie nativa Geophagus brasiliensis de caracteristicas ecoldgicas
equivalentes estar presente em areas proximas ao ambiente onde Cichlasoma
amazonarum foi encontrado causa preocupacoes.

A presenca de Cichlasoma amazonarum na Lagoa do Guandu pode ser um
indicativo da qualidade ambiental de suas aguas.

Até o momento ndo ha informacGes sobre os possiveis impactos causados pela

introducdo de Cichlasoma amazonarum em ambientes invadidos.
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