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1. EMPREENDIMENTO
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v
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2. RESUMO

Impactos no ambiente aquatico devido a acao antropica exigem estratégias
emergenciais para atenuar os efeitos na flora e fauna silvestre. O
comprometimento da ictiofauna € um dos principais efeitos causados por
alteracdes no ambiente aquético ou terrestre (regido marginal), o que gera
efeitos ecoldgicos e econbmicos danosos para toda a sociedade. Diante dos
fatos, dentre outros objetivos, este projeto visa adotar estratégias de
conservacao sinérgicas, combinando um banco genético com tecnologias de
Propagacéo Artificial e Identificacdo Genética para constituir um banco genético
ex-situ do peixe piracanjuba (Brycon orbigyanus), sendo esta, no contexto deste
projeto, uma “espécie bandeira” enquanto estratégia de conservagédo. Foco em
uma “espécie bandeira” propicia o resgate de outras espécies ameacadas com
pouco ou nenhum esfor¢o técnico e financeiro adicional. A partir da constituicdo
do banco genético, sera realizada propagacao artificial, e reforco de estoque no
seu ambiente de origem, tributarios da Bacia Hidrogréafica do Rio Paranaiba. Os
procedimentos acima mencionados seréo referéncia ao peixamento (reforco de
estoque) do rio e dos tributarios selecionados. Paralela e concomitantemente
serdo desenvolvidas acdes que propiciem a constituicdo de micros e médios
corredores de biodiversidade em um recorte territorial que sera o piloto de futuras

intervencdes que podera alcancar toda a bacia hidrogréfica do rio Paranaiba.

Palavras-chave: Banco genético, peixe, Reproducdo, peixamento,

revegetacao, corredores ecoldgicos, biodiversidade.
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3. INTRODUCAO

A bacia do alto rio Parané& constitui-se, sem duvidas, na regido com a maior
concentracdo de represamentos para fins de aproveitamento de geracao de
energia elétrica do Brasil, respondendo por, aproximadamente, 70% de toda
energia produzida no Pais. Seus afluentes de grande porte, rios Tieté,
Paranapanema e Iguagu, bem como seus formadores, rio Grande e Paranaiba,
encontram-se totalmente represados. O proprio rio Parana com uma extensao
de 809 km no territorio brasileiro ficaria com cerca de apenas 200 km de trecho
I6tico apdés o completo enchimento do reservatorio de Porto Primavera
(Agostinho et al., 2007). O ecossistema formado pelo rio Paranaiba (Fig 1),
Segunda maior unidade hidrografica da bacia do Parana (25,4% de sua area),
com érea total da bacia de 222.767 Km2, possui 21 barramentos e seus
tributarios rios Sdo Marcos, Corumba, Piracanjuba, Meia Ponte, Verde, Corrente,
Claro, dos Bois e Aporé, pela margem direita, e os rios Dourados, Perdizes,
Bagagem, Araguari, Piedade, Tijuco e Prata, pela margem esquerda sao
grandes contribuintes para a manutencao da biodiversidade da bacia do alto
Parana, contribuindo com aproximadamente 119 espécies de peixes na Bacia
do Paranaiba.

@ _— Bacia do Rio Paranaiba
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Figura 1 - Bacia hidrografica do rio Paranaiba

A ictiofauna original do alto rio Parand, representada por 350 espécies,
além de perderem enormes extensdes de seu habitat preferencial, sofreu,
também, outras interferéncias, como o repovoamento com espécies aloctones a
bacia ou mesmo exoéticas, por forca de imposicdes legais, acrescido de outras
espécies advindas de escape de criacdo em cativeiro, como € 0 caso das
pisciculturas, ou mesmo por solturas voluntarias por parte de associacdes
ambientalistas, com emprego de espécies ndo pertencentes a mesma bacia
hidrogréfica.

As modificagbes ocorridas neste ecossistema acentuaram-se,
principalmente, a partir da década de 50, decorrentes do aumento da densidade
demografica, pressionando sobremaneira a exploracdo de seus recursos
naturais. Dentre os principais eventos que contribuiram para estas alteracdes
ambientais, podem-se destacar o uso do solo para a agricultura, o
desmatamento, incluso de vegetacao ciliar, a destruicdo de lagoas marginais, o
lancamento de efluentes urbanos e industriais e, os grandes barramentos de rios
para fins de geracéo de energia elétrica realizados no rio Grande, que excluiram
significativa area do ecossistema original que compreendiam os sistemas
denominados rios-planicies de inundagdo por Junk et al. (1989), que eram
anteriormente utilizadas para a realizacdo das migracdes troficas e reprodutivas
das espécies reofilicas. Desta forma, tais impactos podem ter refletido, ao longo
do tempo, na composi¢cdo da fauna e flora regional e, consequentemente, na

ictiofauna.
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4. CARACTERISTICAS DA ESPECIE-CHAVE (PIRACANJUBA)
Brycon orbignyanus (VALENCIENNES, 1850).

Espécie amplamente distribuida e outrora abundante nas bacias dos rios
Parana e Uruguai, no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai; ndo ocorre na bacia
do rio Paraguai, onde é substituida por uma espécie semelhante, a piraputanga
(B. hilarii). Praticamente extinta da maior parte da bacia do alto Parana, com
registros recentes esporadicos na bacia dos rios Grande (cf. Machado et al.,
1998) e Paranapanema; frequente apenas no trecho ndo represado do rio
Parand, entre os reservatorios de Itaipu e Porto Primavera (Agostinho et al.,
2004). Muito provavelmente extinto na bacia do rio Tieté. A extincdo da espécie
na bacia do rio Mogi-Guacu (afluente do rio Pardo, bacia do rio Grande) foi
documentada por Godoy (1975). A piracanjuba era relativamente comum, e
outrora teve grande importancia na pesca da regido, como documentado por
Schubart (1943, 1949) no rio Mogi-Guacu; por Monteiro (1953) no rio Piracicaba;
e por Machado et al. (1968) no rio Tieté. Ha mais de 20 anos néo ha registro de
captura da espécie no alto rio Uruguai, quer pela pesca cientifica quer pela pesca
artesanal (Zaniboni Filho & Schulz, 2003), estando praticamente desaparecida
do baixo rio Uruguai (Espinach Ros & Rios, 1997) sendo suas principais
ameacas uma combinacdo de quatro fatores: destruicdo das florestas ciliares,

represamentos, poluicdo e introducao de outras espécies.

5. GENETICA PARA CONSERVAGCAO

Com os recentes avancos da biologia molecular, muitos marcadores
genéticos foram desenvolvidos nos ultimos anos e, dentre as aplicagcdes destes
marcadores, ressalta-se sua utilizacdo nos estudos de genética de populagdes,
fornecendo dados de variabilidade e estrutura genética populacional, taxas de
fluxo génico e numeros efetivos de machos e fémeas nos complexos
populacionais (Sivasundar et al., 2001). Embora o avan¢go na obtencdo de
informacdes neste tipo de pesquisa que utiliza a genética molecular como

ferramenta seja cada vez mais rapido, estudos populacionais em peixes
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migradores neotropicais ainda sao escassos. Devido a este fato, o processo
migratorio ainda ndo esta totalmente esclarecido, faltando dados robustos sob o
ponto de vista genético-populacional.

O estudo da genética de peixes é relevante em diversas situacoes,
sobretudo em relagcdo aos processos reprodutivos, tendo papel fundamental na
conservacdo de populacdes selvagens onde pode ser avaliado o impacto
determinado por mudancas no ambiente sobre as populagcfes naturais de peixes
(Purdom, 1993). Dentre os diversos marcadores moleculares existentes, 0s
microssatélites, também chamados de SSR (Simple Sequence Repeats)
apresentam uma série de caracteristicas desejaveis em estudos genéticos por
serem de caracteristica codominante, ou seja, permitem a distincdo entre
individuos homozigotos e heterozigotos, o que os torna, portanto, altamente
informativos (Powell, 1996). Sdo multialélicos, devido ao processo recorrente de
expansao e contracdo no numero de unidades repetitivas ao longo das geracoes,
possibilitando a discriminacdo de individuos geneticamente distintos; podem ser
amplificados via PCR, com a utilizacdo de um par de iniciadores especificos,
complementares as regides flanqueadoras, o que facilita sua obtencdo, mesmo
com pouca quantidade de DNA; e uma vez desenvolvidos o0s iniciadores que
amplificam tais regides do genoma, estes podem ser compartilhados entre
laboratorios para a realizacdo de diversos estudos. Além disso, o resultado da
amplificagéo via PCR revela polimorfismos resultantes da presenca de diferentes
nameros de elementos simples repetidos na regido microssatélite (Grattapaglia
e Kirst, 2007).

Entre os marcadores que tém por base as sequéncias gendmicas, 0s genes
mitocondriais sdo 0os mais comumente utilizados em estudos populacionais. O
tamanho do genoma mitocondrial (DNAmt) € bastante variavel, apresentando
valores em torno de 16 quilobases (kb) nos vertebrados até 570kb em algumas
espécies de plantas (Lewin, 1994). Apresenta-se altamente conservado nos
animais, variando de 14 a 26kb (Billington e Hebert, 1991), sendo representado
por 2 genes que codificam RNAs ribossémicos (12S e 16S do rRNA), 22 genes

que codificam RNAs transportadores (tRNA) e 13 genes que codificam proteinas
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envolvidas no transporte de elétrons e na sintese de ATP. A molécula de DNAmt
possui uma regiao controle, de cerca de 1kb, que é rica em sequencias AT e
desprovida de genes, embora exerca importante papel no inicio da replicacéo do
DNAmt e da transcrigdo do RNA. Esta regido controle € conhecida como “D-loop”

(displacement loop).

6. REPRODUCAO EM CATIVEIRO

A manutencdo de espécimes em seu habitat natural € denominada de
conservacao in situ. Essa €, sem duavidas, a melhor estratégia para a
preservacao da diversidade biolégica, pelo fato de permitir a continuacdo dos
processos evolutivos naturais e o ciclo de vida natural das espécies (Primack e
Rodrigues, 2002). Contudo, a conservacdo ex situ € uma alternativa muito
utilizada nos dias de hoje para a preservacdo de espécies ameacadas de
extingdo, propiciando a criacdo de bancos genéticos para aquelas espécies que
perderam seus habitats pela degradacdo ambiental (Degreef et al. 2002;
Pompelli e Guerra, 2004).

Deve ser levado em consideracdo que peixes reofilicos, em sua maioria
ndo se reproduzem naturalmente em cativeiro, sendo necesséria a indugéo da
reproducado com o uso de horménios hipotalamicos e gonadotréficos (Ninhaus-
Silveira, 2007). Na reproducdo de espécies em cativeiro, € viavel empregar
técnicas de reproducao assistida para o aumento do namero de individuos, que
poderdo ser encaminhados para programas de reintrodu¢do ou acréscimo de
espécimes ao meio ambiente (Foose e Wiese, 2006).

Muito embora exista tecnologia de propagacéo artificial para diferentes
espécies nativas e esta tecnologia vem sendo relativamente desenvolvida no
Brasil, a concentracdo de estudos foca principalmente espécies com potencial
para aquicultura, sendo escassas pesquisas voltadas para “conservacao”. Nesse
contexto € que se fundamenta o presente projeto, que tem por objetivo
implementar e desenvolver estudos de genética populacional, fisiologia

reprodutiva, e propor acdes para recuperar e manter a espécie ameacada na
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Bacia do rio Piracanjuba, tributario da rio Paranaiba que serd a area piloto do

presente projeto.

7. OBJETIVOS
7.10bjetivo geral

e Determinar a estrutura genética populacional de grupos selvagens de
Brycon orbignyanus, a partir de amostras coletadas em diversos pontos da
bacia do rio Piracanjuba, tributario do rio Paranaiba, para que possam servir
de subsidio para a formulacdo de modelos de gestdo, planejamento e
conservacgao destas espécies. Além disso, formar um banco genético “ex situ”
para a implementacédo de estudos da fisiologia reprodutiva em cativeiro para

possivel reforco de estoques.

e Mapear remanescentes de vegetacdo nativas localizadas em parte da
bacia hidrografica do rio Paranaiba e de alguns tributarios, bem como de
areas marginais desprovidas de vegetacdo, estabelecendo nas mesmas,
propostas-piloto de reconexdo que propicie a constituicdo de corredores de

biodiversidade.

7.2 Objetivos especificos

¢ |dentificar pontos de coleta da Piracanjuba (Brycon orbignyanus) e outras
espécies de peixes ameacadas na bacia do rio Paranaiba;

e Realizar coleta de reprodutores e formacdo de banco genético das
espécies coletadas;

¢ Realizar estudos genéticos populacionais;

o Realizar estudos reprodutivos, larvicultura, e soltura de juvenis;

e Mapear remanescentes de vegetacao nativa em areas marginais ao rio

Paranaiba e de tributarios;

PROJETO PARANAIBA VIVO
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e Mapear areas desprovidas de vegetacdo e ou degradadas que sejam
estratégicas para recuperacdo, propiciando um continuum vegetacional,
constituindo corredores de biodiversidade em diferentes escalas e
importancia ecoldgica, e

e Estabelecer um programa de revegetacado espontanea e ou induzida de

areas degradadas.

8. MATERIAL E METODOS
8.1 Coleta

Os exemplares de Brycon orbignyanus, serdo coletados na bacia do
Paranaiba (figura 1) que é considerado area de reproducéo e alimentacdo dessa
espécie. Este ambiente constitui um interessante modelo das consequéncias de
alteracdes ambientais das espécies estudadas neste projeto.

As amostragens serdo realizadas na calha superior do rio e seus tributarios,
todos pertencentes a Bacia do rio Paranaiba, sendo que em todas as coletas
serdo tomados os devidos cuidados para a manutencdo da integridade e
sobrevivéncia dos peixes. Para as analises genéticas serdo retiradas somente
um pequeno fragmento da nadadeira adiposa, que serdo armazenadas em tubos

contendo alcool 95° para futuras analises em laboratorio.

8.2 Formacao do banco genético de reprodutores e Condicdes de

Mantenedor

Apds captura os peixes receberdo uma injecdo intramuscular de poli
vitaminico e serdo transportados inicialmente para o local do acampamento,
permanecendo ali até o transporte para a piscicultura Agua Viva, em Bela Vista
de Goias. O veiculo para esse deslocamento sera uma caminhonete, adaptada
com uma caixa de transporte com capacidade de 500 litros, com suprimento de

oxigénio. Na chegada a Piscicultura, os peixes serao marcados individualmente
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com um microchip e mantidos em quarentena. Posteriormente, seréo estocados
em viveiros de criacdo, separados por local de captura.

Os peixes destinados ao banco genético e estudos bioldgicos, serdo
mantidos em 2 viveiros protegidos com tela contra predagéao, medindo 50mx20m,
com profundidade média de 1,8 metros. Serdo alimentados diariamente com
racao balanceada segundo exigéncias da espécie, além de acompanhamento e

controle da qualidade da agua e exames parasitoldgicos.

8.3Estudos genéticos

Na realizacdo dos estudos populacionais, o DNA total sera obtido a partir
de amostras de fragmentos de nadadeiras dos individuos capturados em cada
localidade, utilizando o kit de extracdo NucleoSpin® Tissue XS (USB/Affimetrix).
Para as analises de microssatélites serdo utilizados os loci, descritos na literatura
para as espécies parentais.

Os produtos de PCR serdo genotipados em sequenciador ABI 3130
(Applied Biosystems), segundo a metodologia proposta por Schuelke (2000).
Para a analise de possiveis artefatos da genotipagem, como sttutering, dropout
e alelos nulos sera utilizado o programa Microcheker 2.2.1 (van Oosterhout et al.
2004). O software Fstat (Goudet, 1995) sera utilizado para a determinacédo do
namero total de alelos (Na), alelos privados (Np) e para a exportacdo das
matrizes utilizadas em outros programas. A riqueza alélica que permite
normalizar o nimero de alelos para comparar amostras de tamanhos distintos
sera obtida usando o método de rarefacdo (Kalinowski, 2004) implementado no
mesmo software. O programa Fstat serd também utilizado para estimar
heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e a média do
namero de alelos por loco (A), que serdo calculados para estimar a diversidade
genética (Nei, 1987).

Os eventuais desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) seréo
verificados por teste exato. A magnitude do sinal de desvios em cada loco sera

obtida através da estatistica FIS. Estas analises serao realizadas utilizando o
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software GENEPOP 4.2 (Rousset, 2008). Os valores de significancia de testes
multiplos serdo também ajustados considerando a correcado de Bonferroni (P =
0,05/nimero de combinacdes).

Para a estimativa de diferenciacdo populacional, dois indices serdo
utilizados. Valores para o indice 8 (Weir e Cockerham 1984), um analogo do FST
de Wright (1951), serdo estimados por alelo, por loco e valor total utilizando o
programa Fstat (Goudet, 1995). Para estimar os valores de p, uma estimativa
RST, o software utilizado sera o Rstcalc (Goodman 1997). RST € um indice
proposto por Slatkin (1995), também andlogo ao FST de Wright, descrito
especificamente para analises com microssatélites. Slatkin (1995) sugere que a
utilizacao dos dois indices (6 e p) em conjunto pode fornecer mais informacgdes
para elucidar questdes sobre diferenciacédo populacional.

O fluxo génico entre as popula¢des sera estimado a partir de dois métodos:
Nm e MR. Nm sera calculado através da formula FST = 1 / (1+4a Nm). Nesta
férmula, FST é estimado a partir de 8 (Weir e Cockerham, 1984) e a=(n/ n-1)2,
onde n € o numero de subpopulacdes. A partir do indice RST (Slatkin, 1995), o
fluxo génico serd estimado também através da formula MR = (ds — 1)(1 -
RST)/(4dsRST), com ds sendo o numero de subpopula¢cdes ou numero de
demes.

Para detectar possiveis sinais de selecédo (ou desvios de neutralidade), o
método estatistico utilizado ser4 o de Beaumont e Nichols (1996). Este método
fornece evidéncia para selecao divergente ou estabilizadora a partir de outliers
com valores de FST mais elevados ou abaixo dos esperados, respectivamente,
sob neutralidade. Os testes serdo realizados utilizando os softwares Fdist
(Beaumont e Nichols, 1996) e Bayescan (Foll e Gaggiotti, 2008) baseados em
diferentes aproximacdes estatisticas.

Para a amplificacdo e sequenciamento da regiao controladora do DNA

mitocondrial (D-loop) serdo utilizados dois conjuntos de primers, sendo o

primeiro (F-TTF.:GCCTAAGAGCATCGGTCTTGTAA e F-
12R:GTCAGGACCATGCCTTTGTG) utilizado para as PCRs e o segundo
conjunto (PDF2:TCTATGCAAAGATCCAACTA, PDR2:
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GTGGTTATTTAAGCAATGTC e PDR2-2:GAGAGTGTATGCACCTGAT) para o
sequenciamento, conforme relatado no trabalho de Sivasundar et al. (2001).

Os segmentos de DNA amplificados nas reacdes de PCR serdo
visualizados em gel de agarose 0,8%. O DNA purificado seré sequenciado com
o kit BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems) ou outro similar. O DNA sera sequenciado em um sequenciador
automatico de DNA modelo ABI 377 e as sequéncias de DNA obtidas serdo
alinhadas usando-se o editor ClustalW (Thompson et al., 1997) acoplado ao
programa DAMBE (Xia e Xie, 2001).

Para inferir as relacdes entre os haplétipos serdo utilizadas andlises de
maxima parcimoénia (MP) com o programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002). Para
construir as arvores de haplétipos (Network Design), com base na conexao de
méaxima parcimbnia entre dois haplotipos, seré utilizado o programa TCS ver.
1.06 (Clement et al., 2000).

Para a determinacdo do numero de haplétipos e de sitios segregantes,
frequéncia e diversidade de haplétipos, assim como valores de diversidade
nucleotidica e haplétipicado DNAmt sera utilizado o programa DNAsp Sequence
Polymorphism (Librando & Rozas et al. 2003). A matriz de distancia genética e
a arvore de haplotipos serdo obtidas utilizando o programa MEGA 5.0 (Tamura
et al. 2011). A rede de haplétipos sera criada com critério de parciménia
estatistica, calculada pelo algoritmo Median-Joining utilizando o programa
Network 4.6 (Bandelt et al. 1999).

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) a ser aplicada testa a
heterogeneidade genética particionando a variancia molecular em variancia
interpopulacional e variancia intrapopulacional, de acordo com estruturas
populacionais definidas a priori (Excoffier, 2010). O programa utilizado para esta
analise, Arlequin 3.01, possui um algoritmo que, a partir de uma matriz de
distancia entre os haploétipos, calcula os valores estatisticos ®, que sdo analogos
as estatisticas F de Wright (Wright, 1951, 1965; Excoffier, 2010), sendo a
significancia estatistica da FST determinada pelas permutagcbes nao-

paramétricas, considerando-se 1000 permutacdes (Excoffier et al., 2005).
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Os testes de neutralidade Tajima D (Tajima, 1989) e FS de Fu (Fu, 1996)
serdo realizados com o uso do programa Arlequin 3.01 para verificar a existéncia
de desvio na hipotese nula de neutralidade nas sequéncias da regido controle
do DNAmt (Excoffier et al. 2005). Estes testes foram desenvolvidos para verificar
a ocorréncia de selecédo em regides do genoma, sendo que se considerado um
desvio significativo, € possivel detectar expansdo ou reducédo (bottleneck)

populacional recente (Fu e Li, 1993; Tajima, 1996; Rand e Kann, 1998).

8.4Reproducéo

A selegéo dos reprodutores marcados individualmente para formagéo de
casais com vistas a garantir a conservacdo da variabilidade genética, sera
realizada pela observacéo de caracteristicas morfologicas externas: fémeas com
o ventre abaulado, poro genital dilatado e avermelhado; nos machos, a liberacéo
de sémen apos leve pressdo do abdémen. Os reprodutores selecionados serdo
pesados e mantidos separados por sexo e espécie em 4 tanques retangulares
com capacidade de 3.000 [, fluxo de 4gua constante, vazdo de 24 I/min, a uma
temperatura de 27 + 2°C.

Para a inducdo a reproducdo serd utilizado o método de hipofisacédo
desenvolvido por Von Ihering & Azevedo (1936) e modificado por Bernardino et
al. (1993). As fémeas receberdo uma dose preparatoéria de 0,5 mg/kg de extrato
bruto de hipoéfise de carpa (EBHC), e apés 10 horas de intervalo, uma dose
decisiva de 5,0 mg EBHC/kg, ambas as doses aplicadas intraperitonialmente.
Similarmente, os machos receberdo dose unica de 1,0 a 2,0 mg EBHC/kg de
peixe, administrado na mesma hora da segunda dose das fémeas.

A extrusdo dos ovécitos para algumas espécies serd realizada
manualmente, e a sua fertilizac&o realizada pelo método a seco. O momento da
desova sera estimado pelo célculo:

Hora-grau = TD2 +tA

onde: TD2 € o tempo necessério para a desova a partir da administragédo

da segunda dose de EBHC (h) e tA € a temperatura da agua (°C).
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Os embrides serdo mantidos em incubadoras do tipo funil, confeccionadas
em fibra de vidro, com capacidade de 60 ou 200 L, até a eclosdo em uma
densidade de 1000 a 1500 ovos/litro (Desarrollo, 1992), sendo que um quilo de
ovos recém coletados possui em torno de 800 mil ovos (ALCANTARA and
BERNARDINO, 1988). Nas incubadoras de 60 litros, o fluxo de agua inicialmente
utilizado sera de 1,5 a 2,0 I/min, elevado gradativamente até no maximo 5,0 I/min,
guando do enchimento da bexiga natatéria. Para as de 200 litros, o fluxo utilizado
serd de 10 a 15 I/min. A eclosdo da-se de 17 a 19 horas apos a fertilizagdo. A
absorcdo do saco vitelinico, o enchimento da bexiga natatéria, a abertura da
boca e do anus, e o0 movimento natatorio horizontal ocorrem entre 100 e 120
horas, isto €, do quarto para o quinto dia, dependendo da temperatura da agua.

Em algumas situacgdes, torna-se necessario efetuar tratamento para ovos e
larvas, que consiste na aplicacdo de 7,5 ml de formaldeido/incubadora de 60 |,
realizado apds uma hora de incubacéo e depois, a cada 12 horas, podendo ser
aplicado até cinco vezes. Serd realizada a higienizacdo das incubadoras, no
minimo uma vez ao dia, por meio de sifonagem, utilizando-se uma mangueira
fina, tomando-se o devido cuidado para nao retirar ovos e larvas saudaveis.
Quando aptas, as larvas serdo transferidas para viveiros previamente
preparados, transportadas em sacos plasticos, colocando-se de 50 a 80 mil
larvas em cada saco, contendo 10 a 15 litros de agua e 15 a 20 | de oxigénio sob
pressao (Woynarovich and Horvéath, 1983).

Para inducdo a reproducdo nas espécies de peixes que respondem a
desova semi-artificial (indugdo hormonal sucedida de desova espontanea) serdo
utilizados por desova grupos de 3 machos e 3 fémeas; sera utilizada metodologia
preconizada por Ceccarelli et al.(2005), Lopera-Barrero et al.(2007; 2008) em
que, apos a aplicacédo da segunda dosagem, machos e fémeas seréo colocados
juntos em uma caixa circular, que simula o fenbmeno natural da piracema
(ambiente de correnteza), onde ocorrerd naturalmente a desova e a fecundacéo
dos o6vulos, e estes sdo conduzidos por gravidade para um conjunto de

incubadoras.
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Apos a constatacido da “desova”, sera verificada, por pressdo abdominal,
se as fémeas utilizadas desovaram completamente, a falta de saida de ovocitos
indicara que ocorreu liberacdo total dos gametas. A sobrevivéncia dos
reprodutores usados nos acasalamentos sera quantificada, e os animais mortos
serdo substituidos por peixes de outras desovas.

Trés dias depois da eclosao, 200 larvas serado coletadas de forma aleatéria
nas incubadoras, armazenadas em microtubos de 1,5 ml, contendo alcool etilico
100%, para andlise genética e verificacdo do grau de endogamia (ndo previstas
nesse projeto).

Apoés a absorcdo do saco vitelinico, as larvas serdo criadas conforme
protocolo usual para cada espécie, utilizando as técnicas descritas em nossos
prévios trabalhos (Senhorini et al., 1998; Senhorini et al., 2002; Ceccarelli et al.,
2005).

Estatistica

Os dados serdo apresentados como médias + erro-padréo. As médias
serdo resultantes de pelo menos trés repeticbes, proveniente de desovas
diferentes. Os dados seréo verificados para a distribuicdo normal utilizando-se o
teste de normalidade de Liliefors e, se apropriado, ser4 entdo sucedida de

ANOVA e teste de Newman-Keuls para a comparac¢ao multipla entre as médias.

9. CORREDORES DE BIODIVERSIDADES

Cursos d’aguas e vegetacao tém relagdes intrinsecas. Desenvolver acdes
que busquem paralisar a perda de espécies que tem a agua como habitat e
especialmente no resgate do que ja foi perdido, como as espécies de peixes no
presente projeto, requer lancar sobre o ambiente uma visdo holistica e
integradora. As vegetacdes ciliares e periféricas ao longo dos cursos d’aguas
colaboram para uma série de servigcos ambientais, neutralizar ou reduzir o ritmo
de assoreamento € uma delas. Entretanto a relagdo entre vegetagdo e agua €

retroalimentada. Estudos recentes comprovam que até 25% da vegetacao ciliar
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ocorre devido a dispersédo de sementes realizadas por peixes (Ciéncia Hoje,
2018).

Corredores ecologicos, ou de biodiversidade como também sé&o
denominadas trechos de vegeta¢do que conectam areas preservadas por forca
de lei, como Unidades de Conservacdo e Areas de Reserva Legal, s&o
importantes mecanismos de qualificacdo ambiental. O rio Piracanjuba (figura X),
um dos tributarios do rio Paranaiba, apresenta-se como um bom estudo de caso
(area piloto) para a viabilizacdo da implantacdo de um corredor ecolégico. Ao
longo do curso desse rio ou de seus pequenos tributarios identifica-se
preliminarmente a existéncia duas UCs estaduais: Parque da Mata Atlantica e
Parque da Serra de Caldas e uma UC municipal: Parque das Orquideas
(Piracanjuba). Estas UCs por si s0 ja justificam esforgos publicos e privados na
constituicdo de um corredor ecoldgico.

Além deste aspecto, a pré existéncia de UCs e remanescentes de areas
nativas, constatadas em observacGes superficiais via imagens de satélites
disponiveis no sistema Google Earth, o rio Piracanjuba, que empresta o0 nome
de uma das espécies de peixes ameacados de extin¢do, a Brycon orbignyanus,
€ um dos raros tributarios da bacia hidrografica do rio Paranaiba isento até o
presente momento, da interferéncias de represamento em seu curso, situacao
gue tende a assim permanecer visto que, para 0 mesmo ndo ha previsdo de
“aproveitamento hidrelétrico” (PRH Paranaiba, ANA, fls 86).
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Figura 2 - Plano de Recursos hidricos da Bacia do Paranaiba.

Aspectos legais sdo importantes incrementos numa estratégia de
conservacao, especialmente no que se refere a implantacdo de corredores
ecologicos aos moldes do aqui proposto. A constituicdo, manutencdo ou
recuperacéo de Areas de Reserva Legal e de Areas de Preservacéo Permanente
exigidas pelo Cdadigo Florestal (Brasil, 2012), sdo obrigacfes legais que podem,
em acdes articuladas entre proprietarios; sindicatos rurais; prefeituras e
ministério publico, se configurarem como corredores ecologicos altamente
efetivos na requalificacdo ambiental, contribuindo para a sustentabilidade do que
se almeja no resgate de espécies de peixes ameacadas de extingcdo e mesmo
no reforco de estoque das outras espécies de peixes nativos, com impacto
positivo para toda a biodiversidade local e regional a custo financeiro

extremamente baixo.

9.1Corredores de biodiversidades: Objetivos especificos
e Etapal (1°. Ano) - Caracterizacao

1.Mapear remanescentes de vegetacdo nativa, de 10 h4 ou mais, ao longo

da bacia hidrografica do rio Piracanjuba;
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2.Classificar remanescentes por categoria legal: Unidades de Conservagéo;

Reservas Legais (cruzando coordenadas geograficas com o CAR);

3.ldentificar &reas estratégicas para a recomposi¢do da conectividade dos

remanescentes;

4.ldentificar e articular uma rede de atores publicos e privados que possam
contribuir direta ou indiretamente, com ou sem aporte financeiro, para a
consecucdo dos objetivos do projeto (Prefeituras; MPE; universidades;

empresas publicas e privadas);

5. Subsidiar os 6rgdos ambientais com as informacdes levantadas sobre a

situacdo de conservacao das APPs e RLs ao longo do Rio;

6. Definir areas (trechos do rio) para monitoramento das espécies foco de
resgate em longo-prazo (areas com potencial de soltura e recaptura das

espécies em estudo);

7. Elaborar e executar um programa de monitoramento em longo prazo, das

espécies foco de resgate;

e Etapall (2° Ano)

8. Fomentar a criagdo de uma rede de Reserva Particular do Patriménio
Natural — RPPN junto a detentores de remanescentes de vegetagao nativa

mapeadas;

9. Conhecer o uso do Rio pelas espécies-alvos considerando-se as

diferentes caracteristicas e composi¢des ao longo de seu curso;
10.Levantar informacgdes sobre a influéncia da dindmica das aguas (cheia e

seca) na movimentacao e sobrevivéncias das espécies alvo do estudo;
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11.Monitorar, via entrevistas com ribeirinhos e pescadores e esforcos
pontuais de capturas e recapturas, ocorréncia e eventual migracdo das
espécies em estudos, ao longo do corredor Piracanjuba e principais

tributarios;

12.Elaborar e executar acdes de informacdo e conscientizacdo visando a

conservacgao e protecdo das espécies monitoradas;

13. Conhecer e diagnosticar a percep¢ao da comunidade regional em relacéo
a constituicdo e conservacdo do corredor de biodiversidade do Rio

Piracanjuba.

e Etapalll (3°. Ano)
14. MONITORAMENTO E AJUSTES DAS ETAPAS | E Il

METODOLOGIA

Para a consecucao das atividades, trechos do Rio Paranaiba e tributarios
pilotos seréo percorridos por meio de barcos a motor, canoa a remo ou caiaque.
Via terrestre, serédo utilizados carros de passeio, camionetes 4 x 4 e/ou van,
dependendo das demandas e dificuldades de acessos.

Conforme a evolucdo do projeto e de parcerias a serem firmadas com
outros patrocinadores e instituicoes de pesquisas, armadilhas-fotograficas seréo
instaladas em pontos especificos, pré-selecionados, com o objetivo de detectar,

registrar e monitorar a fauna.

e Etapal - (primeiro ano)

1.Mapear remanescentes de habitat nativo ao longo do corredor;

O mapeamento de remanescentes de vegetacdo nativa sera realizado

através de informacgfes geograficas com ferramentas SIG. Nesta etapa de
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diagndstico, serdo utilizadas imagens de satélite com as quais serdo gerados
mapas de uso do solo atualizados para delimitar e caracterizar a vegetacao
nativa remanescente na area de abrangéncia do Corredor. Ferramentas de
SIG serdo a base para a execucéo dessa atividade.

Uma andlise a posteriori permitira caracterizar e diagnosticar o0s
remanescentes de acordo com as importancias estratégicas de cada
fragmento mapeado (exemplo: tamanho e localizacdo). Os resultados dessa
andlise também permitirdo identificar areas de “lacunas” estratégicas para a

recomposi¢cao da conectividade desses remanescentes.

2.ldentificar areas estratégicas para a recomposicao da conectividade
de habitats com base em remanescentes de vegetacao;

As areas serdo identificadas ap6s o mapeamento de remanescentes de
vegetacao nativa utilizando-se informacdes geograficas com ferramentas SIG

associadas as declaracfes contidas no Cadastro Ambiental Rural — CAR.

3.Mapear e avaliar as condi¢fes das APPs ao longo do Rio;

Ao longo dos trechos do rio Paranaiba e tributarios priorizados para
constituirem corredores de biodiversidade, serdo levantadas informacoes a
respeito de: impactos antrépicos (areas sem APP, ocorréncia de erosoes,
presenca de casas, ranchos, pesqueiros, pontes, aguadas de gado, dragas
de mineracdo, areas de lavoura, areas de pasto) e outras atividades
econOmicas e ou de lazer. Todas as informagdes seréo registradas por meio
de GPS.

4.Subsidiar os 0rgdos ambientais e MPE com as informacdes
levantadas sobre a situacéo de conservacdo das APPs e RL's ao longo
dos rios e articular junto aos mesmos, apoio material e financeiro para
maior alcance do projeto;

Este subsidio visara possibilitar a articulacdo de acordos entre o0s
proprietarios e o poder publico sobre conservacdo de remanescentes de
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vegetacdo nativa e ou reconstituicdo de areas a serem revegetadas ou
relocacao dessas em beneficio das conexdes de ambientes pretendidas no
ambito do projeto bem como a criacdo de RPPNs. A identificacdo de outras
linhas de financiamento a fundo perdido e outras formas de apoio material ou

logistico serdo constantemente buscadas na execucgédo do projeto.
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10. CRONOGRAMA DE EXECUCAO

10.1 Etapa | (1° Ano)

Aprovacio do
Projeto ENEL

Submissio do X X
Projeto ao IBAMA

Submissdo do X X
Projeto ao SISBIO

Contratacoes X X X

Mapeamentos X X X X X X X X X X

Articulacdes e X X X X X X X X X X X
Mobilizacdes

Elaboragio do X X X X X X X

Programa de
Monitoriamento

Elaboracio de X X X X
Relatorios

10.2 Etapa Il (2° Ano)

ATIVIDADES
Identificacio dos pontos de
coletas da Ictiofauna

Coleta de Matrizes X X X X X X

Anilise Genética X X X
Reproducio X X X X X

Larvicultura X X X X X

Elaboragio de Relatorios X X X

PROJETO PARANAIBA VIVO

24



\ Eﬁ \ li ‘ ) USO INTERNO E EXTERNO
Il - DOCUMENTO TECNICO:

Reviséo n° 1 de 15/02/2019
CONTROLE:

10.3 Etapa lll (3° Ano)

ATIVIDADES

Reproducio

Larvicultura

Peixamento

Moo oM

Monitoramento X X X

Elaboracio de Relatdrios

MM M M M

Publicaciio dos Trabalhos X X X X X
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