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Cuida do passarinho e também da flor
Eles esperam pelo teu amor
Faz do teu lar um ninho e do mundo, um chéo

Onde se plante paz e comunhéo

Para que brote e cresca a mais viva semente,
Para que a gente tenha o que colher,

Para que o pao que venha a ser por nés assado
Seja sinal tragado de viver.

Faz tua nova casa na varanda do velho chéo,
Convida o teu irm&o pra vir morar contigo,

Planta paredes novas, feitas para servir de lar e abrigo
Faz um café gostoso, pGe a mesa no teu jardim,
Deixa que assim as plantas tenham paz contigo,

Convida o universo, faz a vida ganhar maior sentido.

Cuida da tua morada, cuida do pequeno mundo,

Deixa teu irmao bem perto, livre, livre...

Jodo Alexandre



RESUMO

LIMA, Ariane Furtado de. Aspectos da ecologia de Mimagoniates microlepis (Steindachner,
1876) (Characidae, Glandulocaudinae) em um riacho costeiro: Reproducéo, dindmica
populacional e movimento. 2018. 98f. Tese (Doutorado em em Ecologia e Evolugéo -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2018.

Os impactos que os riachos da Mata Atlantica vém sofrendo, a perda de biodiversidade
e 0 elevado numero de espécies endémicas neste bioma Brasileiro sdo fatores que reforcam a
importancia de estudar a biologia das espécies de peixes desse ambiente. Neste trabalho,
apresentamos questdes importantes sobre a biologia e estrutura populacional de Mimagoniates
microlepis. Especificamente, avaliamos: i) taxa de crescimento e flutuacéo das densidades (taxa
de retorno) atraveés de uma ampla escala temporal; ii) estratégias reprodutivas e histéria de vida;
e iii) distribuicdo espacial e estrutura genética da populagdo usando o DNA mitocéndrial
(DNAmt). Nossos resultados revelam que as flutua¢6es no tamanho populacional ndo retornam
ao ponto de equilibrio, e valores negativos da taxa de retorno sugerem um declinio da
populacdo. Este cenario, provavelmente estd ocorrendo devido as atividades humanas que tem
se intensificado ao longo dos anos no rio Ubatiba. Nossas observagdes de biologia reprodutiva
da espécie mostraram que as mesmas ndo apresentam um padréo sazonal como registrado em
outras bacias, e consequentemente, ha reproducao ao longo de todo o ciclo anual. Esta estratégia
reprodutiva pode assegurar a sobrevivéncia da prole e permanéncia local da espécie.
Constatamos também que machos e fémeas diferem em relacdo as taticas reprodutivas. Fémeas
parecem investir mais em reproducdo do que os machos, o que esta relacionado ao tamanho de
primeira maturacao e altos valores de IGS (>5). A fecundidade encontrada foi baixa (100-400
ovos/g). Padrbes espaciais de segregacdo de tamanho também foram registrados. Verificamos
que os adultos foram consistentemente maiores nas localidades mais proximas a cabeceira,
enguanto que os menores predominaram nas localidades mais baixas, proximas a foz do rio
Ubatiba. Este cenério indica que os individuos iniciam seu ciclo de vida nas areas mais baixas
do rio e a medida que crescem migram em direcdo as areas de cabeceira em funcdo de sua
adaptabilidade ecoldgica em relacdo a deriva de ovos e larvas. O contato histdrico entre seus
individuos ao longo do rio Ubatiba, seja por migracdes ativas ou passivas (deriva de ovos e
larvas) é apoiado pelos resultados moleculares da regido COIl e D-loop. O compartilhamento
dos haplétipos em todas as localidades, desde areas de cabeceira a foz do rio Ubatiba, somado
a homogeneidade genética revelada pelo Indice de Fixacdo alélica (dst) da AMOVA
demonstram a existéncia de fluxo génico e que trata-se de uma populacdo de caracteristica
genético estrutural Unica. A diversidade nucleotidica e haplotipica encontrada foi baixa.

Palavras-chaves: Estrutura Genética Populacional. Riachos da Mata Atlantica. Peixes de
Riachos. Migracdo Ontogenética. Distribuicao espacial.



ABSTRACT

LIMA, Ariane Furtado de. Aspects of the ecology of Mimagoniates microlepis (Steindachner,
1876) (Characidae, Glandulocaudinae) in a coastal stream: Reproduction, population
dynamics and movement.2018. 98f. Tese (Doutorado em em Ecologia e Evolucao - Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018.

The impacts that Rainforest streams have been suffering, biodiversity loss and high
number of endemic species on this Brazilian biome are factors that reinforces the importance
of studying the biology of fish species from this environment. In this work we present important
issues about the biology and population structure of Mimagoniates microlepis. Specifically, we
evaluated: i) rates of growth and densities fluctuation (return rate) through high temporal scale;
i) reproductive strategies and life history; and iii) spatial distribution and genetic structure of
the population using mitochondrial DNA (mtDNA). Our results revelead that fluctuations in
population size do not return to the equilibrium point and negative values of return rate,
suggesting a decline of population. This scenario is probably occuring due human activities that
have intensified over the years in Ubatiba river. Our observations of reproductive biology of
the species showed that the species do not present a seasonal pattern as registered in other
basins, and consequently, reproduce throughout the annual cycle. These reproductive strategies
may ensure the survival of the offspring and local permanence of the species. We also found
that males and females differed in relation to reproductive tactics. Females appear to invest
more in reproduction than males, which is related to early maturation and high IGS values (>
5). Patterns of spatial segregation of size were also recorded. We verified that adults were
consistently larger in upstream sites near the fountain?, while the small ones predominated in
downstream sites near the river mouth?. This scenario indicates that individuals begin their life
cycle in the lower reaches of the river and as they grow migrate towards bedside areas due to
their ecological adaptability in relation to egg and larvae drift. The historical contact between
its individuals along the Ubatiba river, whether by active or passive migrations (eggs and larvae
drift) is supported by the molecular results of the COI and D-loop region. The sharing of
haplotypes in all localities, from bedside areas to the mouth of the Ubatiba River, added to the
genetic homogeneity revealed by the AMOVA Allelic Fixation Index (dst), shows the
existence of gene flow and that it is a characteristic of only one structural genetics population.
The nucleotide and haplotypic diversity found was low.

Keywords: Population genetic structure. Rainforest streams. Fish stream. Ontogenetic

Migration. Spatial distribution.
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INTRODUCAO GERAL

A Mata Atléantica é um dos mais ricos biomas da regido Neotropical, principalmente
devido a variedade de habitats distribuidos nos diferentes tipos vegetacionais que originalmente
cobriam uma ampla faixa do litoral brasileiro (ABILHOA et al., 2011). Esse ecossistema
florestal foi intensamente devastado desde o periodo colonial em razéo de sua localizacdo. Hoje
apenas 7% da mata original encontra-se preservada (MYERS et al., 2000; RIBEIRO et al.,
2009), sendo que, a maior parte destas areas estdo concentradas nas regifes sul e sudeste do
pais. A grande diversidade de espécies, e 0 elevado endemismo associado ao grau de ameaca a
biodiversidade deste bioma, os colocou hoje como um dos hotspots mais importantes do mundo
(MYERS et al., 2000). Os riachos estdo entre os componentes mais ameagados da Mata
Atlantica, a maioria dos quais sao sistemas costeiros pequenos, altamente isolados, que abrigam
numerosas espécies de peixes endémicos (ABILHOA et al., 2011; TERRA et al., 2016). As
principais fontes de ameaca a diversidade de espécies de peixes nesses sistemas sao as perdas
da vegetacdo riparia, despejos de efluentes quimicos e organicos, introducdo de espécies
exoticas, construcdo de barragens (ABILHOA et al., 2011) e exploracBes de areia. Estas
alteracdes provocam profundas mudancas na disponibilidade e qualidade dos habitats
(TERESA; CASATTI, 2012; TERRA et al., 2016), refletindo no estresse fisiologico das
espécies, mudancas na alimentacdo normal, mortalidade de ovos e larvas (RABENI; SMALE,
1995; CASATTI, 2005) e reducdo do fluxo génico entre as populagdes (PIORSKI et al., 2008;
PAMPONET et al., 2008).

Apesar do quadro critico em que se encontram, os riachos da Mata Atlantica possuem
uma diversidade de peixes estimada em 269 espécies pertencentes a 89 géneros e 21 familias
(ABILHOA et al., 2011). A maioria dessas espécies (cerca de 70%) distribuem-se nos mais
diferentes tipos de habitats (CASATTI, 2005; CASATTI et al., 2009; MANNA et al., 2014;
2017), sendo por isto submetidas as mais variadas condi¢cdes ambientais. Assim, as espécies
desenvolveram diferentes estratégias que assegurassem sua permanéncia nesses locais. Essas
estratégias geralmente estdo associadas as condic¢des favoraveis ao desenvolvimento inicial dos
ovos e larvas, destacando-se locais e épocas com maior disponibilidade de abrigo e alimento
(NAKATANI et al., 2001). Migragéo, cuidado com a prole, tamanho de primeira maturacao,
tipo de desova, fecundidade e épocas reprodutivas, sdo aspectos dessas estratégias (e.g.
MENEZES; CARAMASCHI, 2000; MAZZONI; IGLESIAS-RIOS, 2002; MAZZONI et al.,
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2002, 2005). Estas adaptacdes marcam a biologia dos adultos, e definem n&o somente o estilo
reprodutivo, mas também os limites e padrées de distribuicao.

O rio Ubatiba é um tipico riacho costeiro da Mata Atlantica. Apresenta, num curto trecho,
as caracteristicas de duas categorias de riachos: de montanha e de planicie, pois tém suas
nascentes em morros isolados préximo ao litoral, percorrendo inicialmente, trechos de maior
declividade e, depois, se estende sinuoso por uma curta area de planicie costeira em direcdo ao
mar. Como a maioria dos riachos da Mata Atlantica, o rio Ubatiba vém sofrendo constantes
ameacas levando a fragmentacdo de seus habitats a propor¢des cada vez maiores. O crescimento
urbano no seu entorno, pontos de extracdo de areia, despejos de afluentes domésticos, desvio
de 4gua para abastecimento urbano e fins industriais (provavelmente para a fabricacao de gelo)
e a presenca de uma barragem de captacdo de agua no seu curso principal séo exemplos destas
ameacas.

Esse ecossistema amplamente explorado, apresenta uma diversidade de 22 espécies de
peixes (MAZZONI et al., 2002; 2006), dentre estas, Mimagoniates microlepis (Steindachner,
1876), popularmente conhecida como “Tetra-azul” ou “Manjubinha” (Figura 1). Mimagoniates
pertence a ordem Characiformes, familia Characidae e subfamilia Glandulocaudinae. A
subfamilia Glandulocaudinae consiste de trés géneros: Lophiobrycon, representado por uma
Unica espécie; Glandulocauda, com duas espécies e Mimagoniates, com sete espécies
(Menezes; Weitzman, 2009).

Endémica de riachos da Mata Atlantica, a distribuicdo de Mimagoniates microlepis
estende-se desde a regido costeira do sul da Bahia ao nordeste do Rio Grande do Sul, sendo
também registrada em &reas do alto Rio Iguacu e recentemente na bacia do rio Tibagi
(WEITZMAN et al., 2005; SANT’ANNA et al., 2006; MENEZES et al., 2008; BRAGA et al.,
2012). Sua distribuicdo geogréafica deve-se ao processo de formacdo da Serra do Mar no
Cretaceo Superior, em que houve a separacdo dos rios das bacias costeiras, daqueles que drenam
areas continentais (RIBEIRO et al., 2011) como a bacia do rios Parana e Iguagu. De acordo
com Torres e Ribeiro (2009), o cenario genético e filogenético de M. microlepis indicam que
as populac@es foram se expandindo para as areas costeiras do Sul, e que as linhagens do Alto
rio lguagu poderiam representar as populagdes mais recentes.

A principal estratégia adotada pelo grupo dos glandulocaudineos ¢ a inseminagéo interna,
em que machos transferem espermatozoides para o ovitudo das fémeas, onde sdo estocados para
fecundacéo posterior (BURNS et al., 1995; MALABARBA; WEITZMAN, 1999; AZEVEDO
et al., 2000). De elevado dimorfismo sexual, os machos adultos apresentam uma estrutura

glandular na base da nadadeira caudal responsavel pela producéo de feroménios (WEITZMAN,;
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MALABARBA, 1998; MALABARBA; WEITZMAN, 1999; MENEZES; WEITZMAN, 2009)
aparentemente usada para sinalizar ou estimular as fémeas durante o acasalamento (NELSON,
1964; BURNS et al., 1995). Os padrdes reprodutivos da espécie sdo moldados as condicdes do
ambiente em que estdo inseridos. Realizam curtas migracées (MAZZONI; IGLESIAS-RIOS,
2012) e ao que tudo indica, estdo atreladas aos processos reprodutivos (BRAGA et al., 2013).
Sao espécies seletivas quanto ao uso do habitat e alimentacdo. Sdo geralmente encontradas em
areas sombreadas pela vegetacdo riparia (MAZZONI; IGLESIAS-RIOS, 2002) com fundo
composto principalmente por folhico (MANNA et al., 2017), e preferem aguas rasas e de baixa
velocidade (MAZZONI; IGLESIAS-RIOS, 2002). Apresentam taticas elaboradas na captura de
suas presas alimentado-se preferencialmente de insetos terrestres e aldctones (SABINO;
CASTRO, 1990; LAMPERT et al., 2003; WOLFF et al., 2013). Sendo assim, 0s servicos
ecologicos oferecidos pela vegetacdo riparia sdo extremamente importantes para a manutengédo
destas espécies, uma vez que estas sdo as principais fontes de alimento aléctone e de habitats
mais estruturados (Casati, 2005).

Devido a sua ampla distribui¢do geografica, M. microlepis ndo consta na lista de espécies
ameacadas de extingdo. Entretanto, frente a atual situacdo de degradacdo e fragmentacdo em
que se encontram os riachos da da Mata Atlantica, ndo se pode descartar os riscos de declinio
de suas populagdes locais. Dentre as espécies de Mimagoniates, estdo na lista de extin¢do M.
lateralis e M. sylvicola (ROSA; LIMA, 2008). Até o momento, a extin¢do foi originalmente
reconhecida para M. pulcher, antes registrados em areas do Mato Grosso do Sul, Porto Velho e
Rond6nia (Menezes; Weitzman, 2009).

H& poucas informagfes ecoldgicas disponiveis para a espécie M. microlepis. Seus
aspectos reprodutivos e estrutura populacional, foram recentemente estudados por Braga et al.
(2006; 2007, 2008; 2013) e mais recentemente por Azevedo et al. (2016) e Lampert e Azevedo
(2018) em bacias da regido sul do pais. Outras informacdes sobre filogeografia e sistematica
molecular também estdo disponiveis (e.g.. MENEZES; WEITZMAN 2009; TORRES;
RIBEIRO, 2009; THOMAZ et al. 2015). Entretanto, estas informacdes ndo podem ser
consideradas suficientes diante da diversidade de caracteristicas ambientais que compde 0s
riachos da Mata Atlantica. Os estudos sobre reproducdo e estrutura das populagdes naturais séo
importantes para o entendimento dos mecanismos envolvidos na perpetuagé@o ou no declinio de
especies, e também na compreensdo do uso que os peixes fazem de uma area, permitindo o
planejamento de agdes futuras de conservacdo (BRAGA et al., 2008). Face a isto, o presente
estudo visa aprofundar o conhecimento sobre a ecologia e biologia da espécie M. microlepis

numa micro bacia costeira do estado Rio de Janeiro, o rio Ubatiba. Especificamente,
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apresentaremos um conjunto de informagdes sobre sua histdria de vida, estrutura e genética e

genética populacional com base na anélise do mtDNA.

Figura 1-Exemplar deMimagoniates microlepis de aproximadamente 3,0 cm de
comprimento padréo capturada no rio Ubatiba, Marica, RJ

Foto: MAZZONI, R. 2014.

Area de estudo

O sistema fluvial do rio Ubatiba (Figura 2) constitui pequenos riachos de 12 e 22 ordem
gue drenam a regido costeira da Serra do Mar no estado do Rio de Janeiro. Apresenta baixa
altitude (ca. 500 m a.n.m) e seu canal principal possui uma extensdo de aproximadamente 18
km desde a nascente até a sua desembocadura na lagoa estuarina de Marica. O rio Ubatiba
percorre areas desmatadas para atividades agropecuérias, embora fragmentos de Mata Atlantica
secundarias ainda ocorram nas colinas rochosas circundantes. O regime hidrico do riacho é
regulado pela precipitacdo (ca. 1500 mm ano™), sendo quecheias rapidas e ocasionais sdo
comuns ao longo de todo o ciclo anual, principalmente no verdo (Novembro-Janeiro). Estes
episodios de chuvas de verdo ocorrem em consequéncia de tempestades tropicais severas (ca.
120mm dia) e aumentam a vazdo do riacho em até trés vezes com retorno ao volume normal
do rio em no maximo 24 horas (MAZZONI; LOBON-CERVIA, 2000). Tais eventos de cheias
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repentinas podem ser interpretados como modeladores de diversos aspectos da historia de vida
das espécies e delineadores das estratégias reprodutivas (MAZZONI et al., 2005). A chuva é
amplamente conhecida na literatura como o fator chave na ecologia de peixes de riachos,
afetando diretamente a reproducéo e a estrutura das populacées (e.g. MAZZONI e PETITO,
1999; BRAGA et al., 2008; 2012).

Figura 2 - Localizacéo geografica do sistema fluvial da bacia do Rio Ubatiba na regido costeira
do Brasil. Os pontos indicados no mapa representam as localidades amostradas
durante o periodo estudado

Rio de Janeiro

_» Rio Ubatiba

S 22°52

Lagoa de Marica

W 42047 W 42044’
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Localidades amostradas

Ao todo, nove localidades foram selecionadas para os estudos de M. microlepis no rio Ubatiba,
sendo seis ao longo do canal principal (S1u, S3u, S5u, S6u e S9u), e trés nos afluentes Silvado,
Fundo e Itapeteit (S2si, S7fu e S8ita). A maioria destas localidades possuem um historico de
pesquisa ali realizado. Portanto, parte das investigacdes deste estudo envolveram dados de
abundancia (Capitulo 1) e de tamanho de comprimento padrdo (Capitulo 3) de uma série
temporal de 12 anos (1994 a 2001, 2003 e 2007 a 2009).

Amostragens recentes, entre 2015 e 2016 foram realizadas para os estudos de biologia
reprodutiva e molecular. No primeiro caso (Capitulo 2), as amostragens foram feitas em apenas
trés localidades ao longo do rio Ubatiba: S1u, S3u e S5u.

Ja para os estudos de genética, foram feitas amostragens em quase todas as localidades,
incluindo uma localidade nova, situada logo abaixo da barragem (S6u) (Figura 2). Vale ressaltar
que alguns trechos do rio Ubatiba encontram-se hoje com sua integridade fisica e bioldgica
bastante comprometidas. Alguns trechos apresentam baixa vazdo, e consequentemente, com
fortes caracteristicas de eutrofizagdo. Outros, situados mais a foz (proximos a lagoa estuarina
de Marica), onde a influéncia urbana é maior, e seus canais apresentam varios pontos de despejo
de efluentes domésticos, lixos, aguas turvas e sem nenhum sinal de ocorréncia de espécies de
peixes, exceto, aquelas oportunistas e adaptadas a condi¢des extremas, como a espécie Poecilia
reticulata. Dentre estas areas, destacam-se: o rio Fundo, Caboclo, Ludgero e areas do canal
principal abaixo de sua confluéncia do rio Itapeteil. A seguir é apresentado um conjunto de
informacdes sobre cada localidade (Tabela 1). O percentual de candpia de cada localidade
amostral foi estimado atraves de fotografias digitais do extrato superior da cobertura vegetal e
com o auxilio do software Adobe Photoshop CS baseando-se na quantidade pixels ocupados
pela vegetacdo em relacdo ao total de pixels das imagens. Estes dados de candpia foram os
mesmos previamente examinados por Mazzoni e Lobon-cervia (2000), Mazzoni e Iglesias-Rios
(2002) e Mazzoni et al. (2015). A distancia entre as localidades amostrais até a foz do rio foi
estimada através de imagem de satélite (Google earth). Com relacdo a metodologia de coletas,

sera relatado separadamente em cada capitulo desta tese.



Tabela 1 - Principais caracteristicas das nove localidades amostrais ao longo da bacia

do rio Ubatiba, Marica-RJ

L ord % CV %CV Dist Alt Coordenadas
2000-2009 (2015-2016) (km)  (m) S w
Slu 1° - 75 - 81 22°52°15,9”7 42°44°14,5”
S2si 10 80 - 135 75  22°52°43,5”  42°44°46,5”
S3u 20 0 10 13 50 22°51°56,9” 42°44°54,8”
S4u 20 0 5 10 47 22°51°54,3”  42°45°47,17
S5u 20 0 - 9 46 22°51°54,2”  42°46°59,5”
Séu 20 - - - 41 22°52°1,93”  42°46°32,6”
S7fu 1° 100 - 5 40 22°51°55,17 42°44°53,2”
Sgita 1 90 - 3 39 22°53°17,0”  42°48°37,8”
S9u 20 7 - 15 25 22°54°21,77  42°48°48,7”

Legenda: Localidades (L); Ordem do rio (Ord); Cobertura vegetal (CV); Distancia da localidade

amostral a foz do rio (Dist); Altitude da localidade amostral (Alt).
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1 DINAMICA POPULACIONAL DE MIMAGONIATES MICROLEPIS (Steindachner,

1876) (OSTEICHTHYES, GLANDULOCAUDINAE), FLUTUACOES DA SERIE
TEMPORAL E A TAXA DE RETORNO: DECLINIO POPULACIONAL
ALARMANTE

1.1 Introducéo

Um dos maiores desafios em estudos de ecologia de populages € identificar os padrdes
e processos que determinam o crescimento populacional e, consequentemente, as flutuacdes
dos seus tamanhos populacionais (MYRVOLD e KENNEDY, 2015). Para populacdes
reguladas, os principais fatores envolvidos no crescimento e tamanho de suas populagdes séo
aqueles denso-dependentes, como: taxa de natalidade, mortalidade, predacdo e competigédo
(MURDOCH, 1994; NICHOLSON, 1933,1957; COUSON, et al., 2004; KOLZSCH et al.,
2007). Ja em populacdes nao reguladas, os fatores externos (que ndo dependem da densidade)
podem exercer uma for¢ca maior (ANDREWARTHA e BIRCH, 1954; COUSON, et al., 2004).
Apesar das discussdes sobre a atuagdo conjunta ou isolada desses fatores na dindmica das
populagdes (BERRYMAN, 2004; LOBON-CERVIA, 2007; 2011), observa-se que para a
maioria das populacdes existe um nivel de equilibrio na capacidade de suporte (K) em torno do
qual elas flutuam e estabilizam.

Como os riachos séo sistemas dinamicos (LOWE-McCONNELL, 1987) as populacdes
de peixes que os habitam estdo sujeitas a constantes perturbacfes, que podem ser de origem
antropica ou natural (BOULTON, et al., 2010; GOTHE, et al., 2015) e, dependendo da
magnitude e frequéncia destas perturbacoes, as flutuacGes populacionais podem ser maiores, 0
que implica em demoras no retorno ao nivel de equilibrio (MAY, 1974; SIBLY et al., 2005).
Em casos mais extremos, pode ndo haver capacidade das populacfes de retornarem ao ponto
de equilibrio.

Compreender como as populagdes de peixes persistem nesses ambientes ao longo do
tempo, e como elas respondem aos frequentes distirbios que as desviam do seu equilibrio
(MAY 1974; SIBLY et al., 2007) é uma forma de gerar conhecimento que auxilia na
conservacao dessas especies. A taxa de retorno € uma medida que pode responder sobre estas
questdes e e definida como o tempo necessario para que as populagfes retornem ao seu ponto

de equilibrio logo ap6s um disturbio (SIBLY et al. 2007). Ainda conforme o0s autores, é uma
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métrica que informa acerca da estabilidade populacional e dos mecanismos que afetam sua
regulacéo.

Mimagoniates microlepis (Steindachner, 1876) é uma das espécies de peixes da regido
neotropical cuja distribuicdo € restrita a riachos da Mata Atlantica. Diante do alto nivel de
degradacdo ambiental que descaracterizam estes riachos, combinados aos requerimentos
ecoldgicos especificos da espécie em relacdo uso do habitat (MAZZONI; IGLESIAS-RIOS,
2002; MANNA et al., 2017), alimentacdo (SABINO; CASTRO, 1990; LAMPERT et al., 2003;
WOLFF et al., 2013) e reproducdo (NELSON, 1963; BRAGA et al., 2013), esta espécie tem se
tornado vulnerdvel. Neste sentido, este trabalho visa investigar a dindmica populacional de M.
microlepis a partir de dados obtidos durante doze anos. Especificamente objetivamos avaliar as
variacdes no tamanho populacional ao longo dos anos e sua taxa de retorno ao nivel de

equilibrio.

1.2 Material e métodos

1.2.1 Coleta dos dados

Foram analisados dados de densidade de Mimagoniates microlepis coletados entre 0s
anos de 1994 a 2001, 2003, e 2007 a 2009. Amostragens quantitativas bimestrais e trimestrais
foram feitas de acordo com a técnica de pesca elétrica com um gerador de corrente elétrica
alternada (900 W, 220 V, 1-2 A). Trés passadas (remocdes) foram realizadas em cada trecho de
90m (localidades amostrais) em um intervalo de tempo de aproximadamente 30 minutospara
manter constante o esfor¢co amostral. Estes trechos tiveram suas extremidades fechadas com
rede de fechamento (malha de 0,5 cm) para evitar a fuga e assim, garantir a remocao de todos
os peixes. No final das trés passadas, os exemplares que antes estavam retidos (fora do campo
elétrico) em caixas com laterais de tela, foram liberados vivos no trecho médio em que foram
capturados (maiores detalhes em: MAZZONI et al., 2000).. No total, oito localidades foram
amostradas no rio Ubatiba, sendo 5 localidades no eixo principal do riacho (S1u, S3u, S4u, S5u,
S9u) e uma localidade nos afluentes Silvado (S2si), Fundo (S7fu) e Itapeteiu (S8ita) (Figura 2).

As coletas contemplaram tanto meses chuvas quanto de seca.
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1.2.2 Andlise dos dados

O tamanho da amostra populacional (nimero de individuos capturados) foi usado como o
indicativo do tamanho populacional. Para analises das variagdes do tamanho populacional,
inicialmente, calculou-se a taxa de crescimento populacional (pgr) através do seguinte modelo:

N
pgr = Loge == (1),

onde: Nt representa o tamanho populacional num dado momento e N¢+1 representa o tamanho
populacional em um intervalo de tempo a frente.

O padréo de crescimento da populacédo foi analisado por meio da relagdo entre o pgr e
o tamanho amostral da populacdo. Foram consideradas médias anuais de tamanhos
populacionais para manter a recomendacao do intervalo anual entre as consequentes medidas
de Nt (SIBLY et al., 2005). J& a taxa de retorno (Tr) foi estimada como o coeficiente angular
da reta que tangencia a regressdo quadratica de pgr versus logeNt (y = a + bx + ¢x2) no ponto
igual a capacidade de suporte, multiplicada por — 1 conforme a metodologia sugerida por
SIBLY et al., (2007).

Aguele tamanho, N, onde a populacéo para de crescer (pgr=0) é chamado de capacidade
de suporte (K). Quando a populacdo estd na capacidade de suporte, N=K, entdo o0 loge(N/K) =
0. A capacidade de suporte no pgr = 0 é calculada através da expressao abaixo. Seu valor deve

ser igual a zero.

—b — Vb2 — 4ac
k = e (2)

Vale lembrar que a equacdo (2), ndo foi usada para estimar o K e sim como uma
constatacao de que o pgrversus o loge(N/K) se encontram no ponto (0,0). E é exatamente neste
ponto que se calculou a taxa de retorno, através do coeficiente angular da reta (equacéo 3) que
tangencia a regressdo quadratica de pgr versus loge Nt Assumimos como K, a meédia do
tamanho amostral da populagdo, pois, entre vérias tentativas, a média foi o melhor caminho

onde a pgrversus o loge(N/K) se encontraram no ponto (0,0).
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Cateto oposto

Tg (angulo) = 3)

Cateto adjacente

Sibly et al. (2007) apresentam a seguinte classificacdo para a taxa de retorno (Tr) e o
comportamento populacional: Tr = 1: a populacéo oscila em torno de K e volta ao equilibrio
numa dnica unidade de tempo (At=1); 0 <Tr< 1: depois da perturbagdo a popula¢do volta
lentamente ao nivel K e depois ndo ha mais oscilacdes. Denomina-se de subcompensacao; 1
<Tr< 2: o tamanho populacional ultrapassa (‘“overshoot”) e oscila antes de se estabelecer no
nivel K; 2 <Tr<2,7: idem ao anterior, porém as oscilagdes sdo maiores ¢ Tr > 2,7: A partir deste

ponto denomina-se de caos.

1.3 Resultados

1.3.1Crescimento e flutuaces no tamanho amostral da populacdo

A série temporal de tamanho populacional (Figura 3) apresentou tamanhos populacionais
mais elevados nos primeiros quatro anos de estudo, seguidos por uma queda brusca em 1998.
Apbs 1997 ndo houve retorno ao tamanho que a populacdo apresentou nos quatro primeiros
anos de estudo. Em 2007 houve um aumento no tamanho amostral da populagdo, porém o

mesmo nao alcancou sequer a metade do numero de animais registrado em 1994.
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Figura 3 - Variagdo temporal do tamanho amostral da populagéo
deMimagoniates microlepis entre 0s anos 1994 e 2009
no rio Ubatiba, Marica- RJ
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1.3.2 Taxa de retorno

O coeficiente angular da tangente tracada no ponto (0,0) da regressdo quadratica de pgr versus
loge (N/K), calculada conforme a equacdo 3, apresentou um valor de 0,31, sendo que,
multiplicando-se por -1, obtemos a taxa de retorno (Tr) igual a -0,31. A taxa de retorno
calculada através da série temporal de Mimagoniates microlepis apresenta um valor negativo
devido a inclinagdo positiva da reta, e isto denota um desequilibrio do tamanho populacional,
pois ndo ha retorno ao ponto de equilibrio, estado este, em que as densidades deveriam oscilar

ao redor do valor de K (Figura 5).
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Figura 4 - (a) Relacdo entre taxa de crescimento populacional (pgr,ano™) e tamanho da

W]

amostra populacional de Mimagoniates microlepis representado por
Loge(N/K); (b) reta dos valores de pgr ajustados pela equacdo polinomial
indicada na figura 4a; (c) curva da regressdo quadratica de pgr versus
Loge(N/K) com indicagéo da reta que a tangencia no ponto (0,0)
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Na figura 5 abaixo, o coeficiente angular da equacdo da reta foi negativo (-3.66), a reta

ultrapassa os limites da capacidade de suporte (K), o que corrobora o declinio do tamanho da

populacdo exibido pela taxa de retorno.
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Figura 5 -Declinio do tamanho populacional de Mimagoniates
microlepisentre os anos 1994 e 2009 no rio Ubatiba, Marica-RJ
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1.4 Discussao

Para a maioria das populacdes de peixes as relacdes entre taxa de crescimento e tamanho
populacional sdo inversamente proporcionais, apresentando curvas concavas, 0 que significa
que quando o tamanho da populacéo é baixo, a taxa de crescimento € alta, e conforme o tamanho
aumenta, a taxa diminui (SIBLY et al., 2005). Segundo estes autores, estas relacdes tém
facilitado o entendimento de como a abundancia e dinamica populacional sdo controladas, o
que na pratica teria grandes implicacfes para fazer predicGes sobre como as espécies respondem
as variacdes ambientais. Porém, isto parece ser coerente para populacdes cujos processos
envolvidos na regulacdo sdo aqueles que dependem da densidade, o que ndo é o caso da
populacdo de Mimagoniates microlepis do rio Ubatiba. A taxa de crescimento € inicialmente
negativa, e em seguida cresce lentamente com o aumento do tamanho populacional. Isto denota
uma situacdo de que ha outros fatores (externos) interferindo no tamanho e crescimento
populacional. O tamanho das populagdes de M. microlepis apresentou flutuagdes nos anos
seguintes ao periodo de 1994 a 1996, ndo alcancando o seu tamanho inicial, e entdo revelando
inclinagdes abaixo da capacidade de suporte.

Alguns estudos relatam que a dindmica das populacdes é resultado da atuacéo conjunta
de fatores denso-dependentes e independentes (fatores ambientais) (COUSON et al., 2004;
BOYCE etal., 2006; DAUFRESNE; RENAULT, 2006). Isto também é uma possibilidade para
a populacdo em questdo. Embora a taxa de crescimento seja principalmente baixa e negativa

(Figura 4a), o que pode explicar as variagfes no tamanho populacional abaixo da capacidade
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de suporte, o padréo das flutuages temporais mostra-se irregular, pois a magnitude e frequéncia
dessas flutuacGes ndo sdo semelhantes. Devido a vulnerabilidade dos riachos de Mata Atlantica
frente as mudancas ambientais, acreditamos que mesmo que a populacdo de M. microlepis
apresentasse regulacdo em seus tamanhos, as flutuaces continuariam irregulares, porém, sem
a declividade negativa que a faz permanecer abaixo da capacidade de suporte. Muitos estudos
tém reportado sobre flutuac@es irregulares no tamanho populacional de salmonideos de riachos
e sua estrita relacdo com mudancas ambientais nesses ambientes, principalmente nivel e
descarga d’agua (e.g.: SOLOMON; PATERSON, 1980; CATTANEO; LAMOUROUX, 2011;
LOBON-CERVIA; RINCON, 2004). E isto ndo deve ser diferente para a populacio de M.
microlepis no rio Ubatiba, que tem seu regime hidrico muito susceptivel a precipitacéo local,
marcados por chuvas repentinas severas em varios periodos do ano (MAZZONI; LOBON-
CERVIA, 2000). Assim, flutuacdes irregulares no tamanho populacional de M. microlepis,
provavelmente deve-se ao efeito combinado de varios fatores externos.

Para Gross et al. (2005), flutuacOes irregulares no tamanho populacional aumentam as
chances de sobrevivéncia das populacdes, que em condicdes desfavoraveis, restringem-se a
areas isoladas, e, a partir dessas areas ou manchas, sobrevém a recolonizac¢do, uma vez que as
condicBes apresentem-se favoraveis novamente. Isto parece ser coerente com a populacéo de
M. Microlepis do Rio Ubatiba, cuja ocorréncia é rara logo ap6s eventos de secas ou chuvas
intensas, restringindo-se apenas a areas isoladas do riacho. No entanto, quando as condigdes
retornam a normalidade do rio, a espécie volta a recolonizar diversas areas antes ocorridas ao
longo do rio (observacdo pessoal). E importante salientar que estas areas estdo cada vez mais
fragmentadas e ameacadas no rio Ubatiba. Além de condi¢cdes ambientais atipicas que tém
ocorrido nos ultimos anos (intenso periodo de seca e grandes enxurradas), diferentes atividades
humanas tém persistido e afetado suas caracteristicas naturais. Por isto, o declinio populacional
e a perda permanente de espécies dentro ou ndo de um pool de espécies regionais € esperada
(CHAPIN et al., 2000; CARR et al., 2002; GOTHE et al., 2015).

O quadro atual da populacao de M. microlepis do rio Ubatiba é critico, assim como pode
estar sendo para toda a ictiofauna que compde este sistema que sofre intensa exploracdo
humana. A taxa de retorno registrada neste estudo foi negativa, contrariando os limites da
variacao populacional, caracterizada pela taxa de retorno, apresentados por SIBLY et al. (2007).
Esses autores avaliaram populagdes de 23 de espécies de peixes, as quais, apresentaram taxa de
retorno média de 1,04 ano™. A taxa de retorno registrada neste estudo foi de -0.31 ano, o que
indica declinio da populacdo em questdo. Numa observacdo mais cautelosa dos dados, onde

atraves da regressdo linear entre tamanho populacional e diferentes anos, o valor do coeficiente
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angular também se apresentou negativo (cerca de -3), 0 que corrobora com a taxa de retorno
negativa. Assim sendo, fica evidente que a populagdo de M. microlepis est4 sofrendo reducéo
ao longo dos anos, porém, isto ndo implica em um afastamento permanente da capacidade de
suporte do ambiente, que permitiria que a populacédo crescesse novamente desde que 0s recursos
necessarios fossem disponibilizados novamente. Uma das explicagdes possiveis para isto seria
que a capacidade de suporte do ambiente ndo € constante ao longo do tempo. Neste sentido, ela
diminui, causando diminuicdo do tamanho populacional através das forcas denso-dependentes.

Sugerimos que este declinio populacional ao longo dos ultimos anos, deve-se nédo
somente pelas mudancas nas condi¢fes climaticas que tém alterado o regime de chuvas local,
mas principalmente pela intensificagdo de atividades humanas, resultado do crescimento de
condominios habitacionais na regido. Consequentemente, tém-se aumentado os pontos de
extracdo de areia e despejo de efluentes domésticos. O despejo desses efluentes na agua, além
de aumentar a turbidez, desencadeia uma série de processos de decomposicdo da matéria
organica, com proliferacdo de microorganismos, deplecdo do oxigénio (MAY; HORNER,
2000) e aumento da condutividade elétrica. Os impactos dessas atividades sobre a ictiofauna de
riachos brasileiros sdo discutidos em varios estudos (e.g.: OLIVEIRA; BENNEMANN, 2004;
CUNICO et al., 2006; FERREIRA; CASATTI, 2006; ALEXANDRE et al., 2009) que de modo
geral, tém relatado homogeneizagcfes das comunidades de peixes, devido a perda de espécies
nativas (mais especialistas) e o dominio daquelas adaptadas as condi¢cGes ambientais mais
extremas, como por exemplo a espécie Poecillia reticulata.

A M. microlepis € uma espécie que apresenta requerimentos ecolégicos especificos. Sua
ocorréncia esta fortemente associada a areas de candpia e de vegetacdo riparia (MAZZONI,
IGLESIAS-RIOS, 2002; OTTO, 2006). Séo seletivas quanto ao uso de habitats (MANNA et
al., 2017) e alimentacdo (alimentam-se preferencialmente de insetos aldctones) (SABINO;
CASTRO, 1990; LAMPERT et al., 2003; WOLFF et al., 2013). Sendo assim, a manutencao de
certas areas, onde ainda ha a presenca de vegetacao riparia, é primordial para a manutencdo da
espécie neste ambiente. A vegetacdo riparia limita a erosdo das margens, aumenta a
complexidade estrutural e diversidade de habitats devido ao aporte de galhos e folhas (MAY;
HORNER, 2000), constituindo assim, fonte principal de alimento e abrigo para a espécie.

Por fim, os resultados aqui apresentados sdo inovadores para riachos neotropicais, se
considerada sua longa escala temporal de 12 anos. Ha indicativos de que medidas concretas de
preservacao da area de estudo sdo necessérias, sob risco da extin¢do local de M. microlepis,
bem como das demais espécies de peixes. Assim fica reforcada a importancia e urgente

necessidade de se ter uma perspectiva de gestdo dos sistemas de riachos da Mata Atlantica. A
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manutencdo e ampliacdo dos remanescentes florestais bem como a recuperagdo das areas
degradadas s&o os pré-requisitos para a recuperacao e estabilidade das populacGes de peixes e
do ecossistema em sua totalidade. Assim sendo, estudos sobre a dindmica das populacdes de
peixes nestes ambientes, especificamente sobre os padrdes de suas flutuacdes ou a maneira pela
qual as espécies persistem ao longo dos anos é plenamente justificavel antes que eventos de
extingdo passem despercebidos (HILDERBRAND, 2003; LOBON-CERVIA, 2007).
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2 ASPECTOS DA HISTORIA DE VIDA DE MIMAGONIATES MICROLEPIS
(Steindachner, 1876) (OSTEICHTHYES, GLANDULOCAUDINAE), UMA ESPECIE
ENDEMICA DE RIACHOS COSTEIROS DA MATA ATLANTICA

2.1 Introducao

A historia de vida das espécies inclui parametros essenciais associados a sobrevivéncia
de sua prole, resultado de uma combinacdo de adaptacGes por pressdes seletivas que refletem
no comportamento (WINEMILLER, 1989; 1992; 2005) e estratégias reprodutivas
(WOOTTON, 1990). A estratégia reprodutiva empregada por uma espécie é reflexo de sua
historia evolutiva e da interacdo com determinado ambiente (LOWE-McCONNELL, 1987,
SUZUKI et al., 2000). Populacdes de uma mesma espécie que vivem espacialmente separadas,
podem apresentar diferencas em suas estratégias reprodutivas como resultado de respostas
adaptativas que refletem diferentes taticas, tais como: diferencas no tamanho de primeira
maturacdo; proporcdo sexual; area e periodo de desova; fecundidade, tipo de desova e de
desenvolvimento ovocitario (WOOTTON, 1992). Por fim, o sucesso de tais estratégias se
reflete na habilidade de cada individuo se fazer representado geneticamente nas geracdes
seguintes (WINEMILLER; ROSE, 1992).

A diversidade de estratégias associada a grande riqueza de espécies sdo duas principais
caracteristicas da ictiofauna da regido neotropical (WINEMILLER, 1989). Tal diversidade esta
representada em diferentes ambientes aquéticos e corpos hidricos, principalmente em pequenos
rios ou riachos que rednem 50% dessa diversidade (VIANA et al., 2013) e é composta por
espécies de pequeno porte (WEITZMAN; VARI, 1988, REIS et al., 2003; ABILHOA et al.,
2011; VIANA et al., 2013). O rio Ubatiba é um tipico riacho costeiro da regido neotropical,
situado em um importante hotspot de biodiversidade do planeta, a Mata Atlantica, e abriga um
total de 22 espécies de peixes (MAZZONI et al., 2002). Aspectos da historia de vida das
espécies do rio Ubatiba foram bastante estudadas (e.g. MENEZES; CARAMASCHI, 1994;
ARANHA; CARAMASCHI, 1999; MAZZONI; PETITO 1999; MAZZONI; LOBON-
CERVIA, 2000; MAZZONI et al., 2002; 2006; MAZZONI; SILVA, 2006), no entanto, ainda
existem espécies cuja histdria de vida ndo é conhecida neste sistema fluvial.

Mimagoniates microlepis, o tetra-azul, é uma das espécies que compdem a ictiofauna do
rio Ubatiba e para o qual ainda ndo se conhece os aspectos da historia de vida neste ambiente.

Todos os membros dos Glandulocaudinae, a qual pertencem as especies de Mimagoniates
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praticam a inseminagdo, embora nédo haja evidéncias de fertilizagdo interna para a maioria do
grupo (BURNS et al., 1995; CASTRO et al., 2003; MENEZES; WEITZMAN, 2009). Os
machos adultos da espécie apresentam consideravel dimorfismo sexual (AZEVEDO et al.,
2000) e uma grande variedade de caracteristicas sexuais secundarias que para Weitzman e
Malabarba (1998) e Malabarba e Weitzman (1999) estdo associadas ao complexo
comportamento de corte. Acredita-se que a caracteristica inseminadora dessas espécies tem
como vantagem a separacao temporal dos eventos inseminacdo e desova, 0 que viria permitir
que a ovoposicdo ocorra em condi¢Ges ambientais favoraveis a sobrevivéncia da prole (BURNS
etal., 1995).

Com relacdo ao periodo reprodutivo, estudos revelam que a reproducdo da espécie pode
ocorrer ao longo de todo o ano (LAMPERT; AZEVEDO, 2018), como também em estacdes
especificas do ano (BRAGA et al., 2006; 2008), sincronizado ao regime de chuvas (BRAGA et
al., 2008). Além disto, a estrutura populacional estudada revela padrbes de segregacdo
longitudinal de tamanho ao longo dos rios, indicando que a espécie se utiliza de diferentes
porcdes do rio em diferentes estagios de vida (BRAGA et al., 2007; 2013).

Informacdes sobre a biologia reprodutiva e estrutura populacional das espécies de
Glandulocaudinae continuam inexistentes para a maioria dos riachos que compdem a extensa
regido costeira do sudeste do Brasil. As poucas informagGes disponiveis concentram-se em
riachos da regido Sul do pais. Estudos relacionados a histéria de vida, comportamento e
estrutura populacional das espécies inseminadoras sdo imprescindiveis e ajudam a esclarecer
aspectos da complexa e interessante trajetdria evolutiva desses peixes com estratégias de vida
tdo peculiar (MALABARBA; WEITZMAN 1999; AZEVEDO et al., 2016). Assim, a proposta
deste estudo foi obter dados referentes a biologia reprodutiva e estrutura populacional da
espécie M. microlepis amplamente distribuida no rio Ubatiba, uma micro bacia costeira do Rio
de Janeiro.

Considerando que os riachos costeiros da Mata Atlantica estdo sujeitos a chuvas
torrenciais imprevisiveis que frequentemente desestruturam os habitats locais (MAZZONI et
al. 2002; LOBON-CERVIA et al., 2015), hipotetizamos que a reproducéo de M. microlepis no
rio Ubatiba, ndo apresenta variacdo sazonal e, assim, reproduz ao longo de todo o ciclo anual.
Desta forma, a espécie garante que ao menos um evento reprodutivo ocorra sob condicdes

ambientais favoraveis, permitindo entdo sua manutengéo local.



36

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Precipitacao local

As andlises de reproducdo foram realizadas em seis periodos de coleta: trés de seca
(abril/maio; julho/agosto; outubro) e trés de chuva: dezembro; janeiro e fevereiro/marco (Figura
6). Para isto, dados histdricos de pluviosidade (2006 a 2016) e durante o periodo estudado (2015
a 2016) foram obtidos no 6° distrito do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, RJ).
Médias mensais da precipitacdo diaria iguais ou superiores a 60 mm alteram o volume normal
de &gua do rio Ubatiba e provocam distdrbios intermediarios ou severos neste sistema
(MAZZONI et al., 2002). O gréafico ombrotérmico mostra que, historicamente, os meses de
dezembro a marco apresentam maior indice de chuvas, enquanto para os meses de abril a agosto
sdo marcados por estiagem, sendo abril/maio tipicamente de déficit hidrico (Figura 6). A
pluviosidade no ano de estudo acompanhou o padrdo histérico com pequenas diferencas na
média, exceto para 0 més de outubro, que foi atipicamente seco, acima da média mensal

historica.

Figura 6 - Diagrama ombrotérmico de Gaussen com valores totais diarios
de pluviosidade e temperatura média para os anos de 2006 a
2016 e durante o periodo de coleta entre os anos de 2015 e 2016
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2.2.2 Coletas de dados

Trés trechos de aproximadamente 50 m foram amostrados nas localidades S1u, S4u e
S5U ao longo do gradiente longitudinal do rio Ubatiba (Figura 1). As coletas foram realizadas
entre abril de 2015 e marco de 2016, através da técnica da pesca elétrica (Mazzoni et al., 2000)
com gerador de mochila (Backpack electrofisher; Smith-Root Technology for Fisheries
Conservation). A pesca elétrica foi realizada com apenas uma passada. Em periodos de
estiagem, as coletas foram feitas com o auxilio de redes de arrasto (malha de 0,5cm) nas areas
de pocas. Aproximadamente 15 exemplares foram escolhidos aleatoriamente, por localidade e
periodo amostral, totalizando 568 espécimes analisados.

Os peixes amostrados foram acondicionados em gelo para transporte, processados em
laboratério, e obtidos os seguintes dados: i) comprimento padrdo (Cp, cm); ii) peso total (WHt,
gr); iii) sexo; iv) peso gonadal (Wg, gr) e v) estadio de maturacdo gonadal que corresponde a
diferentes graus de desenvolvimento dos ovarios e testiculos e foram baseados em uma escala
macroscopica de desenvolvimento gonadal que levou em consideragdo: irrigacdo vascular;
coloracgdo e ocupacdo relativa da gbnada na cavidade abdominal; cor e tamanho dos ovdcitos,
para as fémeas e liberacdo de esperma, para os machos. A partir desse critério foram
reconhecidos 0s seguintes estadios: imaturo, maturacdo |, maturacdo II, maduro,
desovado/esgotado, recuperacdo e recuperado. Os pesos dos peixes e das gbnadas foram obtidos
com o auxilio de uma balanca analitica com precisdo de trés casas decimais (0,001 g).

Os ovérios em diferentes estadios de maturagdo, foram fixados em solucdo Gilson
(BAGENAL, 1978) por duas semanas e diariamente, agitados até a completa dissociacdo dos
ovocitos. Posteriormente, 0s ovdcitos foram lavados até a completa remoc¢do das membranas
ovarianas, em seguida, foram armazenados em alcool 70° GL para posterior medicdo e

contagem.

2.2.3 Tipo de desova e fecundidade

A fecundidade foi determinada ap6s a contagem de todos os ovécitos vitelogénicos dos
45 ovarios maduros. A fecundidade relativa foi calculada por unidade de comprimento (Cp,

cm), peso gonadal (Wg, g) e peso corporal (Wt, g). O tipo de desova foi avaliado conforme a
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distribuicdo dos didmetros dos ovocitos em diferentes estadios de maturacdo. Para isto, 0s
ovacitos ja dissociados dos ovarios, foram processados em um ovocitdmetro que consiste de
telas com malhas de diferentes diametros (0,1 a 0,9 cm), dispostas em ordem crescente de
malha, para a separacdo dos ovocitos de diferentes tamanhos. Os ovocitos retidos em cada tela
foram contados com auxilio de um microscopio estereoscopio (50x). A distribuicdo de
frequéncia percentual das diferentes classes de diametro dos ovocitos foi computada, para cada
estadio gonadal, a partir da média do numero de ovacitos de cada classe de didametro de cada

estadio.

2.2.4 Estrutura em comprimento e peso

A estrutura da populacéo foi avaliada para machos e fémeas separadamente, com base no
namero de individuos distribuidos em classes de comprimento padrdo. O teste-t de Student foi
aplicado para verificar as diferencas de tamanho entre machos e fémeas e para testar a hipétese
de crescimento isométrico (PAULY, 1984; SOKAL; ROHLF, 1987). A relacdo
peso/comprimento (Wt/Cp) foi estabelecida considerando dados logaritimizados (Ln) de Wt e
Cp. A relacéo entre estas varidveis foi estabelecida pelo método dos minimos quadrados, sendo
expressa atraves da seguinte equacédo linear: LnWt= a + b*LnCp, onde: Wt é o peso corporal
total do peixe, Cp o comprimento padréo, a € uma constante e b 0 expoente de crescimento ou

o fator peso-comprimento.

2.2.5 Tamanho de primeira maturacdo

O tamanho médio da primeira maturacdo (L50) e o tamanho em que todos os individuos
estdo aptos a se reproduzirem (L100) foram estimados, para machos e fémeas separadamente,
através da frequéncia relativa acumulada de tamanhos para diferentes classes de tamanho

(intervalos de 0,5 cm) conforme a metodologia proposta por Vazzoler (1996).
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2.2.6 Proporcédo sexual

A proporcao sexual foi expressa como a razdo do namero total de machos e o nimero
total de fémeas (VAZZOLER, 1996). A variacdo temporal da propor¢do sexual foi analisada
entre os periodos coletados. Os desvios da propor¢éo sexual 1:1 e a proporcéo sexual temporal
(periodos 1, 2, 3, 4, 5 e 6) foram testados pelo x 2 (p < 0,05) (ZARR, 1999).

2.2.7 Periodo reprodutivo

O periodo reprodutivo foi baseado na distribuicdo temporal da frequéncia dos estadios de
maturacdo, bem como, a variagdo temporal do Indice Gonado Somatico (IGS). Para isso, 0s
estadios de maturacdo foram agrupados como segue: Jovens - individuos com tamanho inferior
ao da 1?* maturacdo e com gonadas imaturas; Ndo Reprodutivos - individuos com tamanho
superior ao da 1% maturacdo e nos estadios maturacéo |, maturacéo I, recuperacéo e recuperado;
Reprodutivos - individuos com tamanho superior ao da 1* maturacdo e nos estadios maduro,
desovado/esgotado. O Indice Gonado Somaético (IGS) foi determinado de acordo com a
proposta de Wootton et al. (1978), com base no modelo a seguir: IGS = Wg/Wt*100. A anélise
de variancia (ANOVA One-Way) foi aplicada para testar as diferencas dos valores médios do
IGS nos diferentes momentos amostrais (p<0,05).

Para analisar a intensidade da atividade reprodutiva para os diferentes periodos estudados,
aplicamos o Indice de Atividade Reprodutiva (IAR - SUZUKI e AGOSTINHO, 1997), de

acordo com o modelo a seguir:

Ln Ni (55 + ) * (i)

Ln Nm (%+ 1)

IAR = * 100

Onde:Ni = Numero total de fémeas na unidade amostral i (periodo); Nj= Numero de fémeas em
reproducdo na unidade amostral i; Nm = Numero total de fémeas na maior unidade amostral i;

Nm= NUmero de fémeas em reproducdo nas unidades amostrais com maior valor de n; levando
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em consideracdo todo o conjunto das unidades amostrais; 1GS; = Média do I1GS dos individuos
em reproducdo na unidade amostral com maior i; 1GSe = Maior valor individual de IGS,
considerando todas as unidades amostrais.

A atividade reprodutiva foi classificada em nula (quando IAR < 2), incipiente (quando 2
<IAR <5), moderada (5 <IAR < 10), intensa (quando 10 <IAR <20) e muito intensa (quando
IAR>20) (SUZUKI; AGOSTINHO, 1997).

2.3

2.3 Resultados

2.3.1 Estrutura em comprimento e peso

Um total de 462 espécimes foram analisados, dentre estes 176 fémeas, 207 machos e 79
jovens. A estrutura de tamanho da populacdo de Mimagoniates microlepis indicou que as
fémeas e machos alcangaram comprimento padrdo (Cp) méximo de 3,6 cm e 4,6 cm,
respectivamente, indicando que as fémeas foram menores que 0os machos.

A variacdo do tamanho observada em diferentes classes de comprimento padréo foi
significativa () caic = 80,40; p<0,05; GL = 7) para fémeas e machos. As fémeas predominaram
nas classes menores (2,0-2,5 e 2,5-3,0 cm), enquanto os machos predominaram nas classes
maiores (2,5-3,0 e 3,0-3,5cm) (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo do tamanho em classes de comprimento padrdode fémeas e machos de
Mimagoniates microlepis ao longo do rio Ubatiba, Marica-RJ

10-1,5 15120 20825 25130 30135 35140 4,045 4,550

. 1 5 59 108 37 7 0 0
Fémeas

% 50,0 38,5 69,4 56,5 24,8 15,6 0,0 0,0
Machos 1 8 26 83 112 38 10 3

% 50,0 61,5 30,6 43,5 75,2 84,4 100,0 100,0




41

O valor de Cp diferiu significativamente entre os sexos (t= 9,02; p<0,05; GL= 334).
Sendo assim, foi possivel estabelecer duas equacgdes diferentes que explicam esta relagdo: Wt=
-2,87 +1,88Cp; r2=0,47; p<0,01 para fémeas (Figura 7a) e Wt=-3,41 + 2,46Cp; r2=0,77; p<0,01
para machos (Figura 7b).

Figura 7 - Relagbes lineares entre peso-comprimento (Wt
XCp) para fémeas (a) e machos (b) de
Mimagoniates microlepis no rio Ubatiba,
Marica-RJ
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Os coeficientes de alometria das relagdes Wt xCp de fémeas e machos (b = 1,88 e b =
2,46, respectivamente) (Figura 7 a e b) foram significativamente diferentes de 3 (t= 5,89;
p<0,05; GL= 109 e t= 4,90; p<0,05; GL= 187 para fémeas e machos, respectivamente),
indicando que o crescimento é alométrico negativo, ou seja, 0 incremento em peso é menor que
o correspondente do comprimento (b<3).
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2.3.2 Tamanho de primeira maturacdo

O tamanho de primeira maturacdo (L50) diferiu entre os sexos, sendo 2,4 cm para fémeas

e 2,9 cm para os machos (Figura 8).

Figura 8 - Distribuicdo da frequéncia do comprimento padrdo (Cp) dos
individuos adultos de fémeas e machos de Mimagoniates
microlepis no rio Ubatiba, Marica, RJ. A linha pontilhada indica
0 ponto médio da classe de comprimento padrao (Cp) do tamanho
da primeira maturagao (L50)
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2.3.3 Proporcao sexual

A proporcdo sexual para o periodo total ndo apresentou diferencas significativas do
esperado 1:1 ()2cac = 0,7; GL= 1; p>0,05), logo, a proporcdo sexual da espécie foi de 1:1
(macho:fémea).

A analise da variacdo temporal da proporcdo sexual evidenciou que ocorrem diferencas
significativas em dois periodos chuvosos do ano referentes aos meses de dezembro e janeiro,

que apresentam declinio na frequéncia percentual das fémeas (Figura 9). Logo, a proporcéao
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sexual nestes periodos foi de 1:0,50 (machos: fémeas) (y%caic = 10,2; GL= 1; p<0,05 e ycalc =
13,4; GL=1; p<0,05, respectivamente).

Figura 9 - Variacdo temporal da propor¢do sexual de fémeas e
machos de Mimagoniates microlepis do rio Ubatiba,

Marica-RJ
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2.3.4 Periodo reprodutivo

A variacdo temporal dos estadgios de maturacdo gonadal mostrou que os individuos
reprodutivos (Cp>L50) ocorrem durante todo o ciclo anual, com pequeno declinio na seca
(julho a outubro). Isto é corroborado com o valor médio do IGS, indicando individuos
reprodutivos ao longo de todo o0 ano (IGS>6,5 e IGS>4 para fémeas e machos, respectivamente)
(Figura 10a e b). Os valores de IGS testados pela analise de variancia (ANOVA) néo
apresentaram diferencas significativas tanto para os individuos machos (F= 0,45; p>0,05; GL=
5) como para as fémeas (F= 1,25; p>0,05; GL=5).

Individuos imaturos (Cp<L50) apresentaram alta frequéncia no periodo seco, de julho a
outubro e no periodo chuvoso em dezembro. O declinio na frequéncia dos individuos imaturos
(individuos jovens: Cp<L50), corresponde aos periodos com maior frequéncia de individuos

reprodutivos (Figura 10c).
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Figura 10 - Variacdo temporal da frequéncia dos estagios gonadais e valor médio do indice
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Valores médios e maximos de IGS em diferentes estagios de maturacdo foram maiores

entre as fémeas de Mimagoniates microlepis (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores do Indice Gonado Somatico (IGS) de fémeas e
machos de Mimagoniates microlepis em diferentes
estadios de maturacdo gonadal no rio Ubatiba, Marica-

RJ

FEMEAS
Estagio Média Desvio Padréo Méximo
Imaturo 0,50 0,17 0,84
Maturagéo | 2,57 1,58 5,39
Maturag&o 11 6,17 2,23 11,52
Maduro 8,49 4,00 18,04
Desovado 5,18 3,45 8,00
Recuperacéo 5,92 1,91 7,88
Recuperado 8,04 3,89 14,50
Esgotado 2,21 3,45 3,29

MACHOS
Estagio Média Desvio Padrao Maximo
Imaturo 0.63 0.22 0,1
Maturagéo 2,79 1.33 4,78
Maduro 5,02 2,39 15,38
Recuperacédo 3,44 1,72 3,61
Recuperado 5,00 2,81 9,00
Esgotado 2,25 1.33 5,17
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Os valores do Indice de Atividade Reprodutiva (IAR) registrados foram maiores em todos
0s meses de chuva referentes aos meses de dezembro a marco, variando de intenso (IAR=16) a
muito intenso (IAR=26-29). Na seca, nos meses de julho a outubro os valores de IAR
declinaram, variando de intenso a moderado (IAR= 11 e 7, respectivamente) (Figura 11). Os
maiores valores encontrados de IAR e também do IGS, correspondem aos meses chuvosos no

periodo de coleta: abril a maio e janeiro a marco (ver gréafico de pluviosidade na Figura 6).

Figura 11 - indice de Atividade Reprodutiva (IAR) deMimagoniates
microlepis em periodos de seca e chuva no rio Ubatiba,

Marica-RJ
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2.3.5 Fecundidade

A Fecundidade absoluta (nimero total de ovoécitos vitelogénicos) variou de 50 a 328
ovocitos para as fémeas maduras de 2,4 a 3,5 cm (Cp), respectivamente. A média de ovocitos
por peixe foi de 142+8,8. A fecundidade relativa calculada apresentou relagGes lineares
significativas com o comprimento padrdo (Cp) e peso corporal (Wt) (p<0,05) (Figura 12). A
fecundidade relativa variou de 114 para 479 ovos por grama de peixe, com um valor médio de
300+9,43 ovos/qr.
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Figura 12 - Relacdes lineares entre fecundidade relativa e peso total do peixe (Wt, a), peso da

200

0

Ubatiba, Marica, RJ

gbnada (Wg, b) e comprimento padréo (Cp, c) de Mimagoniates microlepis no rio

6000
b
) o .
Pt
- S[204000 °
- \.'_'\r\-
e ®
°
- = 2000} o 0
y= 3627(24\ + 127,92 ® y =10189x + 3931,7
. . R2=032 . . . . R2=004
0,10 0.30 0,50 0,70 0,90 0 0,015 0,03 0045 006 0075
Wt (g) Wg (g)
120
€
) [
90 g
—— 0
ES
~— 60
R °
=
30 | i
e o y= 48,233\.;» 92,949
5 e . R =040
2 2,5 3 3,5
Cp (cm)

Legenda: Fecundidade absoluta (FA) e Fecundidade Relativa (FR)

2.3.6 Tipo de desova

A distribuicdo do diametro dos ovécitos apresenta um padrdo de distribuicdo unimodal,

0 que caracteriza, desova total da espécie (Figura 13). O estadio de maturacdo | apresenta uma

moda de ovécitos com didametro de 0,3 mm. A evolucdo desta moda foi observada em ovarios

de maturacgéo Il e maduros, 0,6 e 0,7 mm, respectivamente.



Figura 13 - Distribuicdo do tamanho de ovocitos de Mimagoniates microlepis em
diferentes estagios de maturacdo no rio Ubatiba, Marica RJ
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2.4 Discussao

Segundo Wooton (1990), a estratégia reprodutiva das espécies de peixes € um complexo
de atributos reprodutivos resultado do emprego de diferentes taticas em resposta as mudangas
do ambiente. A priori, sugerimos que o conjunto de caracteristicas que delineia a estratégia
reprodutiva de Mimagoniates microlepis no rio Ubatiba é resposta de adaptacfes as restricoes

ambientais que prevalecem nesses ambientes.

2.4.1 Estrutura populacional

A partir da relagdo Wt versus Cp, é possivel avaliar o tipo de crescimento relativo da
espécie. O coeficiente angular (b) oriundo desta relacdo, apresenta valores que variam de 2,5 a
4, sendo que, assume-se um valor hipotético de 3 para um “peixe 6timo”, que mantém a mesma
forma corporal durante o desenvolvimento ontogenético. Valores acima ou abaixo de 3, indicam
que ao longo do crescimento, os individuos se tornam mais arredondados (b>3) ou mais
longilineos (b<3) (LE-CREN, 1951). O crescimento de ambos os sexos de M. microlepis,
apresentou alometria negativa, ou seja, 0 ganho em peso é menor que o crescimento. Estes
resultados corroboram os encontrados por Braga et al. (2007; 2013) para a mesma espécie em
um rio costeiro da bacia de Paranagua, o rio Ribeirdo. Em contrapartida, para um rio de planalto
(rio Piraquara), os autores constataram diferengas no perfil de crescimento entre os sexos da
espécie de M. microlepis, onde machos apresentaram crescimento isométrico e fémeas,
alométrico positivo. E provavel que estas diferencas na trajetéria do crescimento da espécie
sejam reflexos da disponibilidade de seus recursos alimentares dentre outras condicOes
ambientais que caracterizam estes diferentes ambientes de riachos. No rio Ubatiba, sugerimos
gue o maior investimento em crescimento de M. microlepis seja uma adaptacdo para facilitar
sua manobrabilidade na captura de suas presas preferidas. Isto é apoiado pelas observacGes de
Castro e Sabino (1990), em que observaram taticas elaboradas na deteccdo e captura de suas
presas (insetos aloctones), como nados sinuosos e rapidas arremetidas, alem da boa habilidade
em catar itens arrastados pela correnteza. Por fim, as evidéncias que temos € que a forma da
relacdo Wt x Cp e seu respectivo valor de b, ndo é constante para uma dada espécie como

mencionado por Barbieri e Barbieri (1983), mas podem refletir o efeito de diferentes fatores
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como por exemplo: condigdo ambiental, preferéncia alimentar, estado nutricional, fase de
desenvolvimento além de diferencas sexuais no crescimento (FROESE, 2006, KARACHLE;
STERGIOU, 2012).

Diferencas sexuais no tamanho do corpo e nas relagdes corporais entre peso e
comprimento, sdo formas mais frequentes de detectar o dimorfismo sexual entre 0s peixes
(NIKOLSKY, 1963). Neste estudo, foi constatado dimorfismo sexual para M. microlepis: os
machos em geral, sdo maiores que as fémeas. Este resultado confere com outros trabalhos sobre
a especie em outras bacias hidrograficas (BRAGA et al., 2006; 2007; 2008 e 2012). No entanto,
o dimorfismo sexual so6 é perceptivel quando os machos apresentam tamanhos préximos ao de
sua primeira maturagdo (= 2,9 cm), os quais possuem uma estrutura glandular na base da
nadadeira caudal. De um modo geral, os machos adultos das espécies de Glandulocaudinae a
qual pertence M. microlepis, apresentam consideravel dimorfismo sexual e uma grande
variedade de caracteristicas sexuais secundarias (WEITZMAN; MALABARBA 1998;
MALABARBA; WEITZMAN, 1999) associadas ao complexo comportamento de corte da
espécie (NELSON, 1964; BURNS et al., 1995). Presume-se que durante os processos de corte,
esta estrutura glandular hipertrofiada na base da nadadeira caudal funciona como um tipo de
bomba de feromdnios usada para atrair as fémeas (WEITZMAN; BURNS, 1995; WEITZMAN;
MENEZES, 1998; CASTRO et al.,, 2003) e assim, garantir 0 sucesso da inseminagéo
(NELSON, 1964).

A caracteristica inseminadora das espécies de Glandulocaudinae, incluindo
Mimagoniates é confirmada pela presenca de células espermaéticas em ovarios das fémeas
(BURNS et al. 1995; AZEVEDO et al., 2000). Segundo Azevedo et al. (2000) os processos de
corte e inseminacdo se iniciam antes mesmo dos ovarios estarem maduros. Entretanto, o
momento exato da fertilizacdo, se ocorre interna ou externamente, antes ou durante a ovulacao,
ndo é bem esclarecido para a maioria das espécies do grupo, incluindo M. microlepis.

Para Burns et al. (1995) uma das vantagens da inseminacdo & permitir a separacao
temporal dos eventos de transferéncia de espermatozoides e 0 momento da desova, sugerindo
gue a ovoposicdo aconteca em condi¢Ges ambientais favoraveis a sobrevivéncia da prole. Se
isto for verdade para M. microlepis, pode explicar a variagdo temporal de sua proporcao sexual
no rio Ubatiba, onde observamos uma diminuicdo significativa na proporcdo das fémeas
durante o periodo chuvoso. Considerando que a postura dos ovos acontece em substratos
especificos (face abaxial das folhas) (NELSON, 1964; FUKAKUSA, 2011), sugerimos que no
auge do processo reprodutivo (durante as chuvas) as fémeas estdo mais dispersas em contato

com estes locais e entdo, menos sujeitas a captura. J& Braga et al. (2006), sugerem que a
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competicdo dos machos de M. microlepis para 0 acesso as fémeas no periodo reprodutivo, 0s
tornam mais conspicuos e vulneraveis a captura, alterando assim, a proporcéo a seu favor. Além
do emprego diferenciado das taticas reprodutivas entre 0s sexos, outros mecanismos podem
estar relacionados a alteracdes na proporc¢édo sexual, tais como, erros de amostragens que podem
fazer que um sexo pareca mais abundante que o outro, diferengas sexuais na mortalidade
(ARENDT et al., 2014), que podem resultar no predominio do sexo de maior sobrevivéncia, ou
crescimento diferenciado entre machos e fémeas que levam a variagoes na proporc¢édo sexual em
diferentes fases de desenvolvimento da espécie (LIU et al., 2013; FRYXELL et al., 2015).
Neste estudo, as fémeas de M. microlepis foram ausentes nas maiores classes de tamanho.
O maior esfor¢o reprodutivo das fémeas (Figura 10a) somado ao tamanho de primeira
maturacao que antecede aos machos (cerca de 2,4 cm para fémeas e 2,9 para 0s machos) podem
ser a razdo para esta diferenca na estrutura de tamanho. Diferencas na estrutura de tamanho
também foi evidenciada para outros characideos do rio Ubatiba, como o Characidium sp. e
Astyanax janeiroensis, porém, as fémeas foram maiores que os machos reflexo de sua
maturacdo mais tardia (Mazzoni et al., 2002; 2004). Uma andlise comparativa com outras
populacdes de M. microlepis, mostrou 0 mesmo padrdo: fémeas maturando antecipadamente
aos machos (BRAGA et al., 2008; 2013). Porém, os tamanhos de primeira maturagdo foram
superiores aos encontrados no presente estudo, provavelmente, devido as maiores classes de Cp
registrados para estas populacdes (5 e 7 cm para machos e fémeas, respectivamente). Para
Stearns e Crandall (1984), a chegada a maturidade sexual corresponde a uma condi¢do
demogréafica particular, em que a taxa de crescimento reduzida é reflexo do aumento da
mortalidade dos adultos. Em tal condicdo, os individuos tendem a maturar mais cedo para
aumentar as chances de sobrevivéncia dos jovens frente a mudancas nas condi¢des do ambiente.
Entretanto, o carater adaptativo da maturacao precoce pode ter um custo adicional em relacdo
a fecundidade, que de modo geral € proporcional ao tamanho do peixe (NIKOLSKY, 1963). A
chegada a maturidade sexual da M. microlepis hum tamanho precoce, poderia ser explicada
como uma adaptagdo para lidar com adversidades ambientais e entdo, garantir a sua

sobrevivéncia.
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2.4.2 Biologia reprodutiva

As fecundidades absolutas e relativas encontradas neste estudo para M. microlepis
variaram de 50 a 328 ovdcitos/fémea e 114 a 479ovdcitos/g (unidades de peso corporal do
peixe), respectivamente. Estes resultados estdo proximos ao que foi encontrado para M.
microlepis e sua congénere M.rheocharis cuja fecundidade relativa variou de 170-470
ovocitos/g de peso corporal) em riachos da localidade de Maquiné e Tramandai no Rio Grande
do Sul (AZEVEDO et al., 2016; LAMPERT; AZEVEDO, 2018;). A fecundidade de M.
microlepis € relativamente baixa comparada a outros characideos, como por exemplo
Characidium sp., 1.342 a 5.535 ovocitos/fémea (MAZZONI et al., 2002), Astyanax
janeisoensis, 3169 a 18714 ovdcitos/fémea (MAZZONI et al., 2005), Hyphessobrycon anisitsi,
H. bifasciatus e H. eques, 150 a 2040 ovdcitos/fémea. Baixas fecundidades parecem ser comuns
entre as espécies dos Glandulocaudinaes, sendo atribuidas a existéncia de inseminacao, que
garantiria a fecundacdo da maioria dos ovdcitos, mesmo apesar de sua baixa producdo
(AZEVEDO et al., 2000; LAMPERT; AZEVEDO, 2018).

A fecundidade relativa variou significativamente com o comprimento e peso corporal de
M. microlepis, indicando que fémeas maiores tendem a produzir mais ovos por unidade de
comprimento e de massa corporal. Este mesmo padréo foi constatado para outras espécies de
Characidae do rio Ubatiba como o Astyanax janeiroensis, Characidium sp., A. hastatus e
Geophagus brasiliensis (MAZZONI; PETITO, 1999; MAZZONI; IGLESIAS-RIOS, 2002;
MAZZONI et al., 2002; 2005). Enquanto que nas fémeas o maior tamanho e peso corporal
refletem na maior producdo de ovos, nos machos, estd relacionado com a competicdo
reprodutiva com outros machos, ou seja, na sele¢do de fémeas (NIKOLSKY, 1963; ENDLER,
1983; MORITA et al., 1999). Além do tamanho corporal, estudos mostram que a fecundidade
pode variar em relacdo a quantidade de chuvas, concentracdo de oxigénio dissolvido,
temperatura da agua e disponibilidade de alimento (KOSLOW et al., 1995; LIU et al., 2013).
A atuacdo conjunta desses fatores, em condi¢6es ambientais adequadas reduzem a incidéncia
de atresia que é reabsor¢do dos ovocitos ndo viabilizados para a fertilizacdo (FONTELES-
FILHO (1989), contribuindo assim, com o processo reprodutivo das espécies.

A atividade reprodutiva de M. microlepis no rio Ubatiba foi observada ao longo de todo
0 ano. Este padrdao é semelhante ao encontrado para outras espécies do rio Ubatiba (ex.,
MENEZES e CARAMASCHI, 2000; MAZZONI e IGLESIAS-RIOS, 2002; MAZZONI e
PETITO, 1999). Braga et al. (2006), os quais verificaram que o periodo reprodutivo de M.
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microlepis do rio Col6nia Pereira, no Parana, ocorre durante a primavera e o verdo, sincronizado
com o regime de chuva na regido. Em outros riachos da bacia de Paranagua e do alto rio Iguacu,
também no Paran4, a reproducdo de M. microlepis foi restrita as estacdes de inverno e primavera
(BRAGA et al., 2008; 2013). Em riachos de bacias do Rio Grande do Sul, o periodo reprodutivo
da espécie foi semelhante a deste estudo, apresentado altos valores de IGS durante todo o ano
(LAMPERT; AZEVEDO, 2018). Os resultados aqui apresentados corroboram a hipotese de
que a reproducdo de M. microlepisndo apresenta variacdo sazonal, mas ocorre ao longo de todo
o ciclo anual. Dessa forma assegura que ao menos um evento reprodutivo ocorra sob condicdes
favoraveis a sobrevivéncia de sua prole, dado a alta estocasticidade do rio Ubatiba. Esse
investimento continuo na reprodugdo, além de permitir que a espécie “drible” as condic¢des
locais, nos faz presumir também que seja resposta de adaptacdo evolutiva (além da
caracteristica inseminadora), que compense a baixa producdo de ovécitos constatado para a
espécie.

Embora o IAR tenha revelado alta atividade reprodutiva em todos os periodos estudados
(corroborando com o IGS), nota-se valores um pouco mais altos nos meses chuvosos (Figura
11), mostrando que a reproducdo também acompanha o regime de chuvas local. As chuvas séo
apontadas na literatura como gatilhos que d&o inicio aos processos de desova de muitas espécies
de peixes, uma resposta adaptativa afim de promover o carreamento de seus ovos e larvas para
areas de desenvolvimento (ENDLER, 1983; LOWE-McCONNELL, 1987; CUNICO et al.,
2002;NASCIMENTO; NAKATANI, 2005, LIMA et al., 2013). Por isto, € comum encontrar
peixes em fases bem iniciais de desenvolvimento (ovos e larvas) em meses chuvosos (SILVA
etal.,, 2011; LIMA et al., 2013). No meses de seca, estas formas larvais provavelmente ja terdo
se desenvolvido e o que predomina, sdo 0s estagios jovens. Por isto, constatamos uma maior
frequencia percentual de jovens nos meses de seca.

A distribuicdo de ovdcitos aqui analisada, revela uma estratégia de desova total das
fémeas de M. microlepis do rio Ubatiba. Nota-se um desenvolvimento ovocitéario sincrénico em
dois grupos, sendo o primeiro grupo o de estoque reserva com didmetros menores que 0,4mm,
e 0 segundo grupo (quando ocorre a vitelogénese) que evolui a partir desse estoque até a fase
madura (0,7 a 0,8mm). Este mesmo padrdo corrobora ao que foi encontrado para a espécie em
outras bacias (LAMPERT; AZEVEDO 2018). A principio, como ndo hé restri¢cdes sazonais isto
parece ser contraditorio, mas, € possivel que uma unica fémea desove mais de uma vez num
curto intervalo de tempo. De acordo com Mazzoni et al. (2002), a maioria das espécies

estudadas no rio Ubatiba, apresenta estratégia de desova total sugerindo que recrutamento e
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desenvolvimento ococitario dessas espécies é rapido e continuo. Esta suposi¢do € tambeém
apoiada por Lampert e Azevedo (2018) para as espécies de Mimagoniates.

Em sintese, nossa observacdo corrobora a hipotese deste estudo de que a reproducéo da
espeécie ndo obedece um padrdo sazonal como registrado em outras bacias, mas, ocorre ao longo
de todo o ciclo anual. Constatamos também que machos e fémeas diferem no emprego de suas
taticas reprodutivas. As fémeas parecem investir mais na reproducdo que os machos, e, isto é
refletido em tamanho precoce de primeira maturagéo e altos valores de 1GS (>5). Diferencas
sexuais no tamanho de primeira maturacdo parecem ser determinantes na estrutura de tamanho
da populacdo. Comparado a outros Characideos, a fecundidade foi baixa. Por outro lado, foi
consistente ao que foi registrado para a espécie em outras bacias hidrogréficas. O tipo de desova
foi total. Como ndo ha padrdes de sazonalidade na reproducéo, é possivel que haja mais de um
ciclo de maturacdo gonadal dentro de um ano (LAMPERT; AZEVEDO 2018).
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3 PADROES DE DISTRIBUICAO ESPACIAL E ESTIMATIVA DA VARIABILIDADE
GENETICA DE MIMAGONIATES MICROLEPIS EM UMA MICRO BACIA
COSTEIRA DO RIO DE JANEIRO

3.1 Introducgéo

Os padrdes de distribuicdo espacial das espécies de peixes sdo temas centrais de
investigacdo em ecologia aquatica, pois representam 0s primeiros passos para o entendimento
da estrutura de uma populacdo. As varias estruturas que podem ser identificadas em populacGes
de peixes resultam da acdo de forcas abidticas e bi6ticas do seu ambiente. Tais forcas mudam
temporal e espacialmente os ambientes de riachos (LOWE-McCONNELL, 1987), formando
um mosaico de habitats que mudam gradualmente no sentido cabeceira a foz (MAZZONI,
LOBON-CERVIA, 2000; CASATTI, 2005; CASATTI et al., 2009). Esta diversidade de
ambiente ao longo de um rio influéncia nos padrées de distribuicdo de uma espécie.

Estudos revelam que os peixes podem apresentar uma variedade de preferéncias
alimentares e reprodutivas que os permitem explorar diferentes habitats ao longo do seu ciclo
de vida, como por exemplo: habitats de desova; desenvolvimento; recrutamento/alimentacéo e
refigios contra predadores, cheias ou secas estivais (SCHTICKZELLE; QUINN, 2007; SILVA
et al.,, 2011; POULSEN et al., 2012; MAKRAKIS et al., 2012; LIMA et al., 2013). Estas
mudancas no uso dos habitats nas diferentes fases do crescimento sdo mediadas principalmente
por movimentos migratorios o longo do ecossistema fluvial (SWANBERG, 1997; HOFFMAN;
DUNHAM, 2007). Por exemplo, em rios de varzeas os peixes adultos tendem a realizar
movimentos de desova em por¢oes superiores do rio seguido por uma dispersdo de seus ovos e
larvas para éareas de varzea (CAROLSFELD et al., 2003). Uma vez desenvolvidos, 0s juvenis
se deslocam para outras areas de alimentagdo recrutando para o estoque de seus parentais
(SILVA; STEWART, 2017). Em riachos, movimentos migratdrios de suas espécies também

tém sido relatados, podendo ser longos, curtos ou as vezes ausentes, rio acima, rio abaixo e
variando entre as espécies (MAZZONI et al., 2004; MAZZONI; IGLESIAS-RIOS 2012;
AZEVEDO, 2017). Contudo, a capacidade que 0s peixes tém em se movimentar ou migrar é
um fator que se julga importante na estrutura de uma populacéo. Além de permitir a exploracéo

de diferentes habitats de um rio seja para fins reprodutivos ou de crescimento, influéncia na
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estrutura genética de suas populacbes (FRASER et al., 2004; MORELLI, 2008; PEREIRA et
al., 2009; RIBOLI et al., 2017).

Nas Ultimas décadas, o enfoque dos estudos de estrutura genética intra e inter-
populacional de peixes de agua doce da regido neotropical, tem sido principalmente para
espécies migradoras de grande porte distribuidas numa ampla &rea de drenagem (entre bacias
ou em grandes extensdes de rios) (e.g: MARTINS et al., 2003; ABREU et al., 2009; MORELLI,
2008; CALCAGNOTTO; DeSALLE, 2009; MATSUMOTO; HILSDOREF, 2009; PEREIRA et
al., 2009; RIBOLLI et al., 2016; 2017; PAIXAO et al., 2018). Até 0 momento, poucos estudos
se concentram para espécies de pequeno porte (e.g.: SOFIA et al., 2008; PHILIPPSEN et al.,
2009; PRIOLI et al., 2002; FERREIRA et al., 2014) e em pequenas escalas geograficas, como
areas de riachos ou pequenos tributarios (e.g.: REIS et al., 2015; AZEVEDO et al., 2017;
AZEVEDO, 2017).

Para estes estudos, regides do DNA mitocondrial (DNAmt) foram exploradas em razao
das caracteristicas de heranca genética da molécula. O DNAmt apresenta heranga uniparental
(na maioria das vezes materna), auséncia de introns, baixos niveis de recombinacao, alta taxa
evolutiva na dependéncia da regido analisada, comparado ao DNA nuclear (GARBER et al.,
2005; BUENO-SILVA, 2012). Dentre os marcadores moleculares do DNAmt, os mais
estudados sdo o gene da enzima citocromo ¢ oxidase | (COI) e a regido controle, também
conhecida por D-loop (PRIOLI et al., 2002; PIE et al., 2009; SANTOS et al., 2010; PRIOLI et
al., 2012; REIS et al., 2015; RIBOLLI et al., 2016; 2017; AZEVEDO et al., 2017; PAIXAO et
al., 2018). A regido do COI é constituida por um curto segmento de 648 pares de bases,
apresenta alto grau de conservacdo, onde as substitui¢cfes de aminoacidos sdo raras dentro das
espécies. Por estas razdes, as sequéncias do COI tém sido muito utilizadas como base para um
sistema de identificacdo global de espécies, 0 DNA barcoding proposto por Hebert et al. (2003;
2004).

A regido controle (D-loop), € uma regido nao-codificadora, apresenta aproximadamente
1 kb em vertebrados, controla a replicacdo e transcricdo do DNAmt e possui alta taxa de
substituicdo nucleotidica (MEYER, 1993). Em peixes, a variacdo no comprimento da regido
controle é um fendmeno comum entre os vertebrados (CESARONI et al., 1997). Estas variacGes
se devem a curtas sequéncias que se repetem na regido controle. Acredita-se que o acumulo e
fixacdo destas unidades repetitivas vém de processos evolutivos independentes e mais recentes
que as mutacdes nucleotidicas (WANG et al., 2015). Por fim, a regido controle (D-loop) é a
mais variavel do DNAmt e a mais indicada para estudos populacionais em peixes (LEE et al.

1995). Como por exemplo, regides do D-loop foram recentemente estudadas por Paixao et al.,
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(2018) para uma espécie de Pimelodidae ameacada de extingdo em bacias da regido sul do pais.
Os autores identificaram baixa diversidade e estruturacdo genética espacial ao longo de dois
rios estudados, chegando a associar este padrdo com o cenario de fragmentacdo dos habitats
que tem levado a extincao da espécie.

Apesar da relevancia das informacfes aqui expostas, a sua abordagem para espécies de
peixes de riachos ainda é inicial e pouco compreendida. Novas pesquisas contemplando dados
moleculares associada a outras informacdes ecologicas das espécies sdo necessarias, pois
podem contribuir com a crescente area de conhecimento acerca das espécies de peixes de
riachos da regido neotropical, especificamente os da Mata Atlantica. Sendo assim, este trabalho
visa investigar a estrutura de tamanho populacional e a variacdo genética de Mimagoniates
microlepis (Steindachner, 1876) numa micro bacia costeira do estado do rio de Janeiro. Estudos
prévios relatam que a espécie apresenta algumas particularidades ecoldgicas quanto a sua
alimentacdo, alimentando-se basicamente de insetos aldctones (SABINO; CASTRO, 1990;
LAMPERT et al., 2003; WOLFF et al., 2013) e uso do habitat, preferindo aqueles de areas
sombreadas pela cobertura vegetal (MAZZONI; IGLESIAS-RIOS, 2002). Com relacdo a sua
reproducdo, apresenta inseminagdo interna (ndo ha indicios de fertilizacdo interna) e
caracteristicas de desova peldgica (BURNS et al., 1995). Estudos sobre sua estrutura
populacional mostram padrdes de segregacdo longitudinal de tamanho ao longo de um rio de
planalto da bacia do rio Iguagu (BRAGA et al., 2008; 2013). Os autores chegaram a sugerir que
a espécie realiza migracdes ontogenéticas para fins reprodutivos. Além disto, Mazzoni;
Iglesias-Rios (2012) ao estudarem o movimento de dez espécies do rio Ubatiba por marcacao
e recaptura, constataram que M. microlepis realiza curtas migracfes rio acima, chegando a
classifica-la no grupo de espécies “migradoras de curta distancia”.

Com respaldo nestas informac@es e considerando que a migracéo de peixes é determinada
principalmente pela reproducdo (LOWE-McCONNELL, 1991) hipotetizamos que M.
microlepis inicia seu ciclo de vida nas areas mais baixas do rio e a medida que cresce migram
em direcdo as areas de cabeceira para desovarem e promoverem a deriva de seus ovos e larvas.
Diante disto, padrdes de segregacdes espaciais de tamanho sdo esperados ao longo da bacia,
onde os individuos menores se concentrardo nas areas mais proximas a foz e 0os maiores nas
areas proximas a cabeceira. Tais processos (migracao ativa ou passiva) favorecem o movimento
de alelos (SANTOS et al., 2007; IERVOLINO et al., 2010), sendo assim, espera-se que haja

homogeneidade da distribui¢do genética da populagdo ao longo do rio Ubatiba.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Coletas de dados

Para as analises de estrutura de tamanho, foram utilizados dados de comprimento padrédo
(Cp) coletados entre os anos de 1994 a 2001, 2003, e 2007 a 2009. Estas amostragens foram
feitas de acordo com a técnica de pesca elétrica com um gerador de corrente elétrica alternada
(900 W, 220 V, 1-2 A). Trés passadas (remogdes) foram realizadas em cada trecho de 90m
(localidades amostrais) em um intervalo de tempo de aproximadamente 30 minutospara manter
constante o esfor¢co amostral. Estes trechos tiveram suas extremidades fechadas com rede de
fechamento (malha de 0,5 cm) para evitar a fuga e assim, garantir a remocao de todos os peixes.
No final das trés passadas, 0s exemplares que antes estavam retidos (fora do campo elétrico)
em caixas com laterais de tela, foram liberados vivos no trecho médio em que foram capturados
(maiores detalhes em: MAZZONI et al., 2000). No total, oito localidades foram amostradas no
rio Ubatiba (Figura 2).

Para as analises de biologia molecular, coletas recentes foram realizadas entre os anos
de 2015 e 2016 através rede de arrasto (malhagem de 0,5cm). Para cada localidade, 30
exemplares foram amostrados. A musculatura do pedunculo caudal (fixadas em alcool 70%)
foram utilizadas para as extracdes de DNA. Parte das amostras foram as mesmas de individuos
sacrificados para as analises do capitulo 2. Quanto aos exemplares de outras localidades os
quais ndo foram utilizados em outros estudos, apenas uma pequena parte da extremidade da
nadadeira caudal foi utilizada para as extracdes de DNA e os individuos liberados vivos.

Para analisar a influéncia de outras variaveis na estrutura de tamanho, dados de
pluviosidade, distancia da localidade amostral até a foz do rio e percentual de candpia foram
obtidos. Os dados de pluviosidade diaria durante o periodo estudado (1994- 2009) foram
fornecidos através do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2017). A distancia entre as
localidades amostrais até a foz do rio foi estimada através de imagem de satélite (Google earth).
O percentual de candpia de cada localidade amostral (referente ao mesmo periodo em que foram
obtidos os dados de Cp) foram estimadas através de fotografias digitais do extrato superior da
cobertura vegetal e com o auxilio do software Adobe Photoshop CS baseando-se na quantidade
pixels ocupados pela vegetacdo em relacéo ao total de pixels das imagens. Maiores informacoes

das caracteristicas de cada localidade amostral estdo apresentadas na Tabela 1.
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3.2.2 Anélise dos dados

3.2.2.1 Estrutura do tamanho populacional

As analises de estrutura populacional focaram essencialmente sobre a distribui¢do dos
tamanhos ao longo das diferentes localidades amostrais do rio Ubatiba, contemplando &reas
baixas (proximas a desembocadura), media e alta da bacia. Como o conjunto de dados de
tamanho ao longo da bacia ndo obedece uma distribuicdo normal, foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis (1973) e pos-hocpelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney para avaliar se a média
dos tamanhos variam significativamente ao longo das diferentes localidades. A distribuicdo dos
tamanhos através das localidades também foi avaliada por classes de tamanho. Considerando
0,5 de incremento, os tamanhos foram entdo classificados em cinco classes de CP: Cl1: <2,3
cm; C2: 2,4-2,9 cm; C3: 3,0-3,9 cm e C4>4,0 cm. O Procedimento de Permutacdo Multi-
resposta (MRPP) foi aplicado para analisar a distribuicdo destas classes de CP ao longo das
localidades amostrais. Devido ao que foi observado nas andlises das médias referentes as
localidades amostrais, aplicou-se o teste de correlacdo de Spearman para examinar se ha uma
tendéncia do tamanho em relacdo a distancia da localidade amostral em que os individuos foram
capturados até a desembocadura do rio. O teste de correlacdo de Spearman apresenta um
intervalo entre -1 e 1 em seus resultados, podendo ser interpretado da seguinte forma: Quanto
mais proximo a -1, indica que o tamanho do individuo diminui ao mesmo nivel em que a
distdncia aumenta e caso seja 1 a correlacdo explica que quanto maior a distancia, maior sera o
tamanho do individuo.

Para melhorar a capacidade preditiva das analises, reduzindo erros da variancia residual
e influéncia de outras variaveis, foi aplicado a analise de Regressao Linear Mdultipla do tamanho
através de um conjunto de variaveis, tais como: distancia, pluviosidade e canodpia. Para isto,
pressupostos de distribuicdo residual pelo teste de Shapiro-wilk (1965) foram testados. Nestas
condigdes, o melhor ajuste de modelo apresentou a variavel tamanho como dependente, e, como
variaveis independentes: distancia, percentual de canopia e pluviosidade.

A estrutura de tamanho também foi avaliada por grupos de jovens e adultos da populagéo.
A classificacdo em grupos jovens (<2,3 cm) e adultos (>2,9 cm) baseou-se no tamanho de
primeira maturagdo (L50) encontrado para a espécie no rio Ubatiba (Capitulo 2), onde o L50
encontrado para as fémeas foi de 2,4cm e para os machos, 2,9 cm. O teste do qui-quadrado
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(PEARSON, 1900) foi aplicado para avaliar se a proporcao de jovens e adultos difere entre as
localidades, assim como, para avaliar se ha associagdo com as variaveis distancia, canopia e
pluviosidade. Todas as analises de estrutura de tamanho foram feitas ao nivel de significancia
de 5% e os programas utilizados foram: Estatistica v.7.0 e PC-ORD v. 5.0. 3.2.2.2 Biologia

molecular

3.2.2.2.1 Extracdo do DNA

Os procedimentos de extracdo do DNA seguiram os passos metodoldgicos propostos por
ALJANABI; MARTINEZ (1997), somados a algumas poucas adaptac6es aqui desenvolvidas,
conforme mencionado a seguir:

Para cerca de 0,059 de tecido ou 0,5cm? de nadadeira emascerados, foi acrescentado
290uL de tampao de extracdo (30mM Tris-HCL, 10mM EDTA, 1% SDS) e 10puL de proteinase
K (10mg/ml). Em seguida, as amostras pernoitaram em banho seco a 37°C, sob agitacao de 300
rpm para o processo de digestdo. Apds a digestdo, foi adicionado 100uL de NaCl (5M). Os
tubos foram invertidos vagarosamente para a mistura do material e centrifugados a 18000 x g
por 10 minutos & temperatura ambiente. Em seguida, 300uL do sobrenadante foi transferido
para um novo tubo. Para a desidratacdo da molécula de DNA, adicionou-se 600uL de etanol
100% gelado nas amostras, as quais permaneceram no freezer a -10°C por uma hora. Para a
remocao do etanol, as amostras foram centrifugadas por 18000 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente. Para uma melhor purificacdo, acrescentou-se 100uL de etanol 70%, e novamente
centrifugadas a 18000 x g por 8 minutos em temperatura ambiente para a remoc¢édo do etanol
70%. Em seguinda, os tubos foram levados para a estufa a 37°C até secarem completamente. O
DNA foi ressuspenso a 100uL de dgua autoclavada.A quantidade e a pureza do DNA genémico
foram determinadas por densidade éptica em espectrofotdmetro (NanoDrop® 2000-2000c).

Apbs a quantificacdo, as amostras de DNA submetidas a PCR foram diluidas a 10ng/pL.
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3.2.2.2.2 PCR e sequenciamento

Fragmentos de duas regides do DNA mitocondrial foram estudadas, entre elas: citocromo
oxidase 1 (CO1) e regido controle (D-loop). As amplificacdes deram-se por meio da técnica de
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), usando-se combinacao de primers especificos (Tabela
4) e seguindo condicOes especificas (item 2.3.1 e 2.3.2) com algumas adaptacfes aqui
desenvolvidas do que ja existe na literatura (ex: PRIOLI et al., 2002 e WARD et al., 2005).

Tabela 4 - Sequéncias dos Primers utilizados nas reaces de PCR e sequenciamento das
diferentes regies do DNA mitocondrial de Mimagoniates microlepis no rio
Ubatiba, Marica, RJ

Nome Sequéncia do primer Posicédo Referéncia

COl

VF2 5’- 6448-6474 WARD et al.,2005
TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAAGAC
ATTGGCAC-3’ (F)

Fish R2 5’- 71527127 WARD et al., 2005
CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGACCGAAG
AATCAGAA-3’ (R)

D-loop

H16498 5’-CACCTGAAGTAGGAACCA GATG-3” (F) 16498-16521 MEYER et al., (1990

L15774M  5’-ACATGAATTGGAGGTATACCAGT-3’ (R) 15774-15797 IRWINet al., (1991)

modificado por
PRIOLI et al., (2002)

Legenda: F- sentido Forward (F) e reverse.da sequéncia (R)

3.2.2.2.3 Amplificacéo e sequenciamento do gene COI

Para um volume final de 11,6 L, a reacdo de amplificacdo das regides do COI e 16s
consistiu em 2,5uL de tampdo platinum 4x (Tris-HCI 200mM, pH 8,4, KCI 500mM); 0,1pL de
tag DNA polimerase (5U/uL); 0,5uL de cada primer F e R a 5mM; 6L de agua ultra pura e
2uL. de DNA genomico (10ng/pL) nas seguintes condigdes de ciclagem térmica: um ciclo
inicial de desnaturagéo a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por
30 segundos, hibridizacéo a 52°C por 40 segundos, extensdo de 72°C por 1 minuto e extensdo
final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose a 1,5%
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e purificados com a enzima ExoSAP-IT (USB Corporation) conforme recomendacdes do
fabricante (obs: este procedimento foi empregado para todos os marcadores utilizados neste
estudo).

As reacOes de sequenciamento foram efetuadas usando o Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA). Para tal, a reacdo foi preparada separadamente
para cada iniciador (Forward e Reverse) com volume final de 6pL, sendo: 1L de primer (2,5
mM); 0,5uL tampédo Big Dye 10x; 0,5uL de Big Dye, 1,5uL de dgua ultrapura e 2,5uL DNA
amplificado com a seguinte programacdo: 25 ciclos de 95°C por 10 segundos; 50°C por 5
segundos e 60°C por 4 minutos. ApoOs as reacOes de sequenciamento, as amostras foram
purificadas em colunas de Sephadex G-25 e em seguida, as sequéncias foram obtidas por

eletroforese capilar em sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems, EUA).

3.2.2.2.4 Amplificagéo e sequenciamento da regido controle D-loop

As reacOes foram feitas com um um volume final de 8,1uL contendo os seguintes
reagentes: 1,25uL de tampdo platinum 4x (Tris-HCI 200mM, pH 8,4, KCI 500mM, MgCI2
6mM e dNTPs 0,8mM); 0,1uL de tag DNA polimerase (5U/uL); 0,5uL de cada primer Fe R a
5SmM; 4,5uL de 4gua ultra pura e 2ul. de DNA gendmico (10ng/pL). O programa de
amplificacdo consistiu de um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 11 minutos, seguido de
40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos e um ciclo final
a 72°C por 10 minutos. As reacdes de sequenciamento para ambas as direcOes (F e R) foram
preparadas com 3L de primer (2,5 mM); 1uL tampéo Big Dye 10x; 1uL de Big Dye, 1uL de
agua ultra pura e 3uL DNA amplificado. A programacéo utilizada foi de um ciclo inicial de
96°C por 2 minutos, 35 ciclos de 95°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e um ciclo de
60°C por 4 minutos. Apo6s a purificacdo com Sephadex as foram submetidas ao sequenciamento

conforme descrito no item 2.3.1.
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3.2.2.2.5 Andlise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas através do algoritmo Geneious
Alignment (NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970; SMITH; WATERMAN, 1981) na verséo trial
do programa Geneious R10 (KEARSE et al., 2012). A diversidade haplotipica (NEI; TAJIMA,
1981) e nucleotidica (NEI, 1987) foram obtidas através do software DNAsp 5.0 (LIBRADO;
ROZAS, 2009). Atraves deste mesmo software de analise também foram criados os arquivos
de entrada para os programas Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) e Network v.
5.0 (Fluxus Technology Ltd).

A diversidade molecular e a variacdo genética espacial da populacdo (Analise de
Variancia Molecular- AMOVA) foram avaliadas a partir do Arlequin 3.5 (SCHNEIDER et al.,
2000). Para tais analises, as sequéncias foram agrupadas conforme em trés gradientes do rio:
areas de cabeceira, intermediaria e proximas a foz do rio. Assim, as analises envolveram dois
niveis hierarquicos: variagdo genética entre grupos populacionais (®ct) (que € a comparacao
entre amostras de cabeceira, intermediarias e proximas a foz) e dentro da populacdo como um
todo (®st), envolvendo todas amostras. O nivel de significancia considerado foi de 5%.

Para facilitar a visualizacdo do relacionamento genealdgico entre as sequéncias e na
compreensdo de como estas estdo distribuidas geneticamente nas diferentes localidades
amostradas ao longo do rio, uma rede de haplotipos foi construida separadamente para 0s
marcadores CO1 e D-loop pelo método Median-Joining (BANDELT et al., 1999) no programa
Network v.5.0 (Fluxus Technology Ltd). As zonas das sequéncias repetidas da regido controle
foram identificadas através do programa online Tandem Repeat Finder v.9 (BENSON, 1999) e
sua relacdo filogenética, analisadas através do programa Free Statistics Software v.1.2
(WESSA, 2017).

3.3 Resultados

3.3.1 Distribuicdo do tamanho populacional

Um total de 1432 exemplares de Mimagoniates microlepis foram analisados ao longo das

diferentes localidades do rio Ubatiba e seus afluentes. Uma analise geral dos dados revelou



68

diferengas estatisticamente significativas das medias em questdo (Tabela 5). Pode-se notar que

as médias das localidades S2si, S3u, S4 e S5u sdo acima de 3 cm. Em contraste, nota-se que

nas localidades S7fu, S8ita e S9u, as médias séo abaixo de 3 cm (Figura 14).

Figura 14 - Média do comprimento padrdo médio (Cp, cm) de Mimagoniates
microlepis ao longo de diferentes localidades amostrais do rio

Ubatiba, Marica, RJ
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Tabela 5 -Valor médio dos tamanhos de Mimagoniates microlepis (Cp; cm) e
comparacdo das médias de Cp pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
para cada localidade amostral do rio Ubatiba, Marica, RJ

Localidades S2si S3u S4u S5u S7fu S8ita S9u
S2si 3,306

S3u 3,189 3,189

S4u 3,063 3,063 3,063

S5u 3,085 3,085 3,085 3,085

S7fu 2,655* 2,655* 2,655* 2,655* 2,655

S8ita 2,804* 2,804* 2,804* 2,804* 2,804* 2,804

S9u 2,599* 2599* 2599* 2599* 2599 2,599* 2,599

*Significativo ao nivel de 5%
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Por classes de tamanho, a analise ndo-paramétrica de permutagdo multiresposta (MRPP)
revelou diferencas espaciais significativas na distribuicdo (A = 0,088; p < 0,001). Nas
localidades a montante, predominam as classes maiores (C3 e C4), enquanto que nas
localidades mais proximas a jusante a maior frequéncia € constatada para as classes menores
(C1 e C2) (Figura 15). Através da comparacdo pareada, foi possivel identificar que as
localidades que comp&em o conjunto amostral @ montante (S2si, S3u, S4u e S5u) diferiram de
todas as localidades situadas a jusante (S7fu, S8ita e S9u) (P<0,05), corroborando com a

distribuicdo geral das medias apresentadas na Figura 14.

Figura 15 - Frequéncia relativa das diferentes classes de comprimento padréo
(Cp, cm) de Mimagoniates microlepis ao longo do rio Ubatiba,

Marica- RJ
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Legenda: C1=<2,3cm; C2 =2,5-3,0cm; C3=3,1-3,9cme C4=>4,0cm
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3.3.2 Influéncia de variaveis fisicas e ambientais na estruturacdo da populacio

O tamanho de M. microlepis apresentou correlacdo significativa (p<0,05) com a distancia
da localidade amostral & foz do rio, percentual de candpia e com a pluviosidade nos meses em
que foram capturados. Entretanto, o grau de relacionamento foi mais forte entre tamanho e
distancia (r=0,40; p<0,05), indicando que quanto mais distante o individuo estiver da foz, maior
sera 0 seu tamanho (Figura 16). A analise de regressdao mdultipla confirma isto: os individuos
encontrados iniciaram com um valor de intercepto de aproximadamente 2,45 cm ea distancia

foi a varidvel que maisacrescenta no tamanho do individuo (f=0,060; p<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6 -Regressdo Linear Mdltipla entre os tamanhos (Cp) de
Mimagoniates microlepis e canopia (%), pluviosidade
e distancia da localidade amostral & foz do rio Ubatiba,

Marica, RJ
Variavel Parametro p-valor
B
Intercepto 2,4487 0,0000
Candpia (%) -0,0005 0,3598
Distancia (km) 0,0602 0,0000
Pluviosidade (mm) 0,0004 0,0170

Figura 16 -Tamanho médio (Cp) de Mimagoniates microlepis
em relacdo a distancia da localidade amostral a foz
do rio Ubatiba, Maric4, RJ
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3.3.3 Distribuicdo de jovens e adultos

A proporcdo de jovens e adultos variou significativamente ao longo do rio Ubatiba
(x>=133,77; Gl=6, p=0,000). Os individuos jovens predominaram nas areas mais proximas a

foz, enquanto os adultos tornam-se mais frequentes a medida que se aproxima das areas de

cabeceiras (areas mais distantes) (Figura 17).

Figura 17 -Frequéncia relativa de jovens e adultos de Mimagoniates
microlepis em diferentes distancias da localidade amostral a
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O teste do qui-quadrado revelou que tanto jovens como adultos estdo significativamente

associados as areas com candpia (¥*=133,55; Gl=4, p=0,000), bem como, com a pluviosidade

foz do rio Ubatiba, Marica- RJ

1111

Distancia (km)

local (4*=12,63; Gl=4, p=0,1322).

Assim, os resultados revelam segregacao espacial de tamanho de M. microlepis ao longo
do rio Ubatiba, com adultos predominando nas areas de cabeceiras e jovens nas areas proximas

a foz. Outras variaveis como canoOpia e pluviosidade também estdo associadas com a

distribuicéo dos individuos ao longo da bacia.

B Adultos
[ Jovens
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3.3.4 Caracterizacdo genética da populacdo (DNAmMt)

Dos exemplares de Mimagoniates microlepis amostrados nas diferentes porcdes do rio,
foram obtidas 63 sequéncias nucleotidicas correspondente ao gene mitocondrial Citocromo C
Oxidase subunidade I (COI) e 70 sequéncias da Regido Controle (D-loop).

3.3.4.1 Regido citocromo C oxidase 1 (COI)

O alinhamento final das 63 sequéncias do COI gerou um fragmento de 555 pb com dez
sitios polimdrficos de nucleotideo simples, sendo estes, substituicbes por transicdo. As
porcentagens de bases nitrogenadas observadas foram 24,60% de adenina, 32,00% de timina,
17,17% guanina e 26,23% citosina.

Um total de seis hapl6tipos compuseram a rede haplotipica do COl em amostras de todas
as localidades estudadas no rio Ubatiba. Observa-se, pela disposicao dos haplétipos do COl,
que cinco haplotipos derivam por um Unico passo mutacional do haplotipos ancestral | (padrédo
conhecido como starlike) (Figura 18). Dentre estes cinco haplétipos, trés apresentaram-se de
forma exclusiva (IV, V e V1), e dois de forma compartilhada (11 e 111).

Figura 18 -Rede de hapl6tipos adaptado do Network 5 do gene COI para amostras de
Mimagoniates microlepis no rio Ubatiba, Marica-RJ

11

[Local | Gradiente altitudinal

Alto
Alto, afluente
Médio

Médio
Baixo, abaixo da barragem
Baixo, afluente

Legenda: NUmeros romanos indicam os haplétipos, os nimeros arabicos indicam dentro do circulo, o
numero de espécimes para cada haplétipo e as arestas com os nimeros em vermelho representam
a posic¢do do nucleotideo polimoérfico
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A diversidade haplotipica de M. microlepispelo COI apresenta foi maior em areas
proximos a foz do rio Ubatiba (0,04714) (Tabela 7). A diversidade nucleotidica apresentou

baixos valores em todos os trechos do rio.

Tabela 7 - Diversidade molecular do gene COI paraMimagoniates
microlepisem diferentes trechos do rio Ubatiba, Marica, RJ

Trechodorio Localidades '\JO . hap Hq T
sequéncias
Cabeceira S1u, S2si 20 2 0,1000 0,00018
Médio S4u, S5u 22 4 0,2597 0,00016
Foz S6u, S8ita 21 4 04714 0,00016

Legenda: Numero de haplétipos (hap); diversidade haplotipica (Hd) e diversidade
nucleotidica (1)

A analise de ®stagrupando as amostras de cabeceiras, do trecho médio e proximos a foz
do rio Ubatiba ndo indicou estruturacdo genética entre elas (®st=0,03; p>0,05). A AMOVA
apontou uma porcentagem de variacdo genética no componente intrapopulacional de 96,35 %

(Tabela 8), reflexo do fluxo entre individuos de todas as localidades do rio.

Tabela 8 - Variacdo genética da regido COIl paraamostras de Mimagoniates
microlepisdos trechos de cabeceira, médio e foz do rio Ubatiba, Marica, RJ

Tipo de variacéo GL SQ CVv Variacéo (%)
Entre grupos populacionais 2 0,536 0,006 3,65
Dentro da populacédo em todo

conjunto populacional 60 7982 0,140 96,35
Total 62 9,492 0,158

FST=0,03 p >0,05

Legenda: GL, Grau de liberdade; SQ, Soma dos quadrados dos desvios; CV, Componentes da
variancia.



74

3.3.4.2 Regiéo Controle (D-loop)

O comprimento da regido controle variou de 960 a 1333 pb. O tamanho obtido apds o
alinhamento final das sequéncias foi de 893 pb desconsiderando as regides de repeticbes em
tandem (repeats), que sdo sequéncias curtas que se repetem uma apds a outra. Os repeats foram
observados em todas as amostras sequenciadas do D-loop. O numero de sitios varidveis
desconsiderando as regides dos repeats, totalizaram em 11 sitios polimdrficos de nucleotideo
simples, sendo duas inser¢es, uma delecdo e oito transi¢cbes. As porcentagens de bases
nitrogenadas observadas para o fragmento sequenciado foram 31,05% de adenina, 33,31 % de
timina, 19,06% guanina e 16,59 % citosina.

Foram identificados um total de 17 haplotipos para as 68 sequéncias do D-loop.A
distribuicdo dos haplétipos apresenta um padrdo Starlike(semelhante do COI) em que o
ancentral | origina a maioria dos haplétipos (1) por um a dois passos mutacionais (Figura 19).
O haplétipo X representado pela localidade S8ita (amostra do afluente Itapeteiu), apresentou
uma tendéncia evolutiva diferenciada dos demais, originando-se do haplétipo secundario (1X)

por trés passos mutacionais.

Figura 19 - Rede de haplétipos adaptado do Network 5 do gene D-loop para amostras de
Mimagoniates microlepis no rio Ubatiba, Marica-RJ
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Legenda: NUmeros romanos indicam os haplétipos, os nimeros arabicos indicam dentro do circulo, o
numero de espécimes para cada haplétipo e as arestas com os nimeros em vermelho representam
a posic¢do do nucleotideo polimoérfico
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Para a regido controle, a diversidade haplotipica (Hd) foi relativamente alta para as areas
proximas a foz do rio Ubatiba. Semelhantemente, a diversidade nucleotidica apresentou baixos

valores, sendo um pouco maior nas areas mais baixas do rio (0,0013) (Tabela 9).

Tabela 9 - Diversidade molecular do gene D-loop para Mimagoniates microlepis
em diferentes trechos do rio Ubatiba, Marica, RJ

Trechodorio Localidades '\JO . hap Hq T
sequéncias
Cabeceira S1u, S2si 20 70,5036 0,0001
Médio S4u, S5u 22 5 05281 0,0004
Foz S6u, S8ita 21 9 0,7238 0,0013

Legenda: Numero de haplétipos (hap); diversidade haplotipica (Hd) e diversidade
nucleotidica (1)

Para a regido do D-loop, os resultados da AMOVA indicaram alta variabilidade genética
intrapopulacional (90,1%). O ®st encontrado foi de 0,03 (p>0,05) (Tabela 10), equivalente ao
que foi encontrado no COI e indicando auséncia de estrutura genética entre as amostras dos

trechos de cabeceira, médio e foz do rio Ubatiba.

Tabela 10 - Variacdo genética da regido controle para amostras de Mimagoniates
microlepis dos trechos de cabeceira, médio e foz do rio Ubatiba,

Marica, RJ
Tipo de variacéo GL SQ CV  Variacéo (%)
Entre grupos populacionais 2 1,189 0,017 3,37
Dentro da populacdo em todo
conjunto populacional 65 3335 0513 96,63
Total 67 35191 0,531
FST=0,03 p>0,05

* significativo ao nivel de 5%

O motivo de repeticdo que esta presente em tandem no D-loop consiste em 35 pb. O
arranjo dos repeats observado em uma andlise de agrupamento, mostra um padréo diferenciado
quanto ao numero de copias destas repeticdes para um conjunto de amostras oriundas de uma

localidade logo abaixo da barragem de captacdo de agua (S6u) e proxima a foz. Nesta
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localidade, ha uma concentracdo de sequéncias repetidas em tandem de tamanho menor

comparado a outras localidades (Figura 20).

Figura 20 -Sequéncias repetidas (Repeats) em tandem da regido controlede

amostras de Mimagoniates microlepiscoletadas em
localidades amostrais do Rio Ubatiba, Marica - RJ
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Semelhante a anélise de agrupamento (Figura 21), a distribuicdo da frequéncia do nimero

de copias dos repeats por localidade também revelou um padréo diferenciado para a localidade
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S6u, apresentando ampla distribuicdo das repeticbes em tandem menores (11,4-15,4) (Figura
22). As localidades S2si e S8ita, ambos afluentes do rio Ubatiba, apresentaram-se bem
distribuidos, com diversidade maior no numero de repeats. As demais localidades

predominaram somente nos tamanhos maiores (17,4 a 20,4).

Figura 21 - Frequéncia da distribuicdo dos tamanhos dos repeats derivadas das anélises
de 67 amostras sequenciadas pelo D-loop para a espécie de Mimagoniates
microlepis amostrada em diferentes localidades do rio Ubatiba, Marica, RJ
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3.4 Discussao

3.4.1 Estrutura do tamanho populacional

Os resultados da estrutura populacional de Mimagoniates microlepis revelaram um

padrdo de segregacdo espacial de tamanho em diferentes localidades do rio Ubatiba. Individuos
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maiores distribuiram-se principalmente nas areas intermediarias e proximas as areas de
cabeceira, enquanto 0s menores se concentraram nas areas mais proximas a foz do rio Ubatiba.
Estas informac0es estdo alinhadas com estudo de Braga et al. (2013) que avaliaram a estrutura
populacional da espécie em outras bacias, sendo que se referiram a este arranjo espacial como
migracdo ontogenética. Mazzoni e Iglesias-rios (2012) ao estudar o movimento de varias
espécies do rio Ubatiba, constataram que Mimagoniates microlepis esta entre os grupos de
peixes da bacia que realizam migracGes em curtas distancias. Segundo os autores, 23% dos
individuos de M. microlepis foram recapturados em areas acima do trecho em que foram
marcados. Tendo respaldo nestas informagGes, sugerimos que este padrdo de distribuicdo de
tamanho esta fortemente relacionado ao prolongado periodo de desova da espécie (capitulo 1),
que, frequentemente, estimulam os processos migratorios dos adultos M. microlepis para
alcancar pontos mais altos dos riachos onde realizardo suas desovas. Isto é consistente com o
que foi proposto por Mazzoni et al. (2004) para outra espécie migratéria do rio Ubatiba,
Astyanax janeiroensis.

Diferente do que ocorre em rios continentais, 0s movimentos ou migracdes de peixes de
riachos costeiros ndo se restringe apenas a eventos sazonais de cheias, ao contrario, podem ser
vistos durante todo o ano (MAZZONI et al., 2004; MAZZONI; IGLESIAS-RIQOS, 2012), em
resposta ao regime de chuvas local, geralmente marcado por chuvas imprevisiveis. Em resposta
a este dinamismo, 0s processos reprodutivos para a maioria das espécies de riachos acontecem
durante todo o ciclo anual (MAZZONI; IGLESIAS-RIOS, 2002; MAZZONI et al., 2002; 2005;
MORAES et al., 2013) inclusive para M. microlepis (capitulo 2). BARROS (2017) ao estudar
o movimento do Rhamdioglanis transfasciatus em riachos da bacia do rio Paraiba, constatou
uma forte relacdo do movimento com os processos reprodutivos da espécie. Isto reforga a teoria
de que a migracdo é determinada pela reproducdo (LOWE-McCONNELL, 1991) mesmo para
espécies de riachos como previamente sugerido em outros trabalhos (e.g.. MAZZONI e
IGLESIAS-RIOS, 2012; MAZZONI et al., 2004; 2005; REZENDE et al., 2010; BRAGA et
al., 2013). Uma vez realizada as desovas nas areas mais altas dos riachos, a migracdo passiva
de seus ovos e larvas promove o0 alcance destas formas iniciais em areas onde completardo o
seu desenvolvimento (BIALETZKI et al., 2002; BAUMGARTNER et al. 2004; LIMA et al.,
2013). Uma vez desenvolvidos e ja com melhoras na performace natatdria, provavelmente,
passam a explorar outras areas, ainda que nas proximidades da foz. Isto explicariaa maior
concentracédo de juvenis imaturos nas localidades mais baixas da rio. Entretanto, dentre estas
areas, foram considerados dois afluentes préximos a foz do rio Ubatiba, o Fundo e Itapeteid.

Apesar de Mazzoni e Lobon-cervia (2000) ndo terem encontrado evidéncias de migracdes
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laterais para as especies do rio Ubatiba, ndo descartamos a hipdtese de que estes afluentes
possam servir de rotas alternativas para os recrutas (e.g.: ZANIBONI-FILHO; SCHULZ, 2003).

Informacdes sobre movimento de peixes de riachos costeiros da Mata Atlantica ainda séo
escassas e, portanto, pouco compreendidas. Até o momento, as informacdes restringem-se
apenas aos trabalhos de Mazzoni e Iglesias-Rios (2012), Barros (2017) e Azevedo (2017)
através de marcacdes e recapturas e Mazzoni et al., 2004,Mazzoni et al., (2005), VITULE et
al.,(2008), Rezende et al.,(2010); Menezes e Caramaschi, (2000) e Braga et al. (2013) baseados
em padrdes de estrutura populacional sobre distribuicéo espacial.

Além do movimento, outras variaveis como canopia, pluviosidade e distancia da
localidade a foz do rio também podem explicar os padrées de distribuicdo da espécie. A chuva
serve como um gatilho que desencadeia os processos de desova (SUZUKI et al., 2004) e
consequentemente esta atrelada aos processos de migracdo e reproducdo. A preferéncia tanto
de individuos jovens e adultos por &reas com canopia foi observado neste estudo e é consistente
com o que foi reportado em outros trabalhos (e.g.: MAZZONI e IGLESIAS-RIOS, 2002). A
preferéncia do M. microlepis por certo habitat pode variar conforme o tamanho do corpo, e
geralmente esta associada ao tipo de substrato (folhico) (MANNA et al.,, 2017), onde
provavelmente encontram disponibilidade de alimento, j& que sua dieta € composta basicamente
por insetos aléctones (SABINO e CASTRO, 1990; LAMPERT et al., 2003; WOLFF et al.,
2013). A canopia ou a vegetacdo riparia além de atuar na estabilizacdo das margens, é também
via de entrada de material vegetal, sendo: fonte de alimento para os invertebrados;
conferindoprotecdo para 0s peixes, entre outros recursos aléctones como 0s insetos terrestres
(SMITH e KRAFT, 2005; THOMPSON; ROYCE, 2004).

A distancia foi a que mais explicou a variacdo espacial do tamanho. Parece haver um
padrdo de distribui¢cdo onde os individuos iniciam seu ciclo de vida nas areas mais baixas do
rio e a medida que crescem se deslocam em direcdo as areas de cabeceira. Para Mazzoni et al.
(2004), estes padrdes podem ser interpretados como uma segregacao esperada em funcéo de
sua adaptabilidade ecolégica em relacdo a deriva de ovos e larvas.

3.4.2 Estrutura genética populacional

Além dos aspectos fisicos e ecoldgicos, é importante enfatizar que adistribuicdo das

espécies em locais especificos dentro de determinada faixa geogréafica, € também reflexo de
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condicBes histdricas e biogeograficas, como oportunidades de colonizagdo anteriores que
definiram o pool de espécies regionais (JACKSON et al. 2011).

Um padrdo de relacionamento star-like foi constatado para ambos os marcadores
utilizados neste estudo. Alguns autores sugerem que esta tipologiahaplotipica sdo evidéncias de
populagdes originadas recentemente ou que sofreram gargalo populacional (GARCIA et al.,
2003, FRANKHAM et al., 2004; ALMEIDA et al.,, 2008). Entretanto, o grande
compartilhamento de haplétipos verificadas a partir do haplétipo ancestral, leva-nos a sugerir a
existéncia de fluxo génico entre os individuos de M. microlepisnas diferentes localidades do rio
Ubatiba. O grande potencial de dispersdo de uma espécie somada a sua capacidade de explorar
outros habitats favorecem a existéncia de altos niveis de fluxo génico, e € justamente por isto
gue em muitas espécies de peixes migratdrios, o sinal de diferenciacdo genética populacional é
fraco e raro de detectar (RIBOLLI et al., 2012; WANG et al., 2013). Mas segundo alguns
estudos de peixes de agua doce, nem sempre o fluxo génico em populacdes migrantes é
suficiente para manter populacGes panmiticas (Pereira et al., 2009), pois podem formar
unidades reprodutivas geneticamente diferenciadas (SANCHES; GALETTI, 2007; RIBOLLI
etal., 2017).

Neste estudo, a existéncia do fluxo génico é apoiada pelos resultados da AMOVA com
individuos agrupados nas areas de cabeceira, intermedirias e proximas a foz do rio (®st= 0,03;
p>0,05), a qual revela baixa variacdo genética entre estes grupos. Sendo assim, podemos
afirmar que a distribuicdo genética de M. microlepis avaliada tanto nas areas de cabeceira como
nas proximidades da foz, € homogénea, o que a caracteriza ser uma populacdo panmitica.
Resultados semelhantes foram encontrados por Azevedo (2017) para outra espécie de
chacacideo (Astyanax janeiroensis) do rio Ubatiba. Assim como M. microlepis, migracdes ao
longo do rio Ubatiba foram observadas também para a espécie de A. Janeiroensis, a qual possui
desova pelagica, sem cuidado parental (MAZZONI et al.; 2004; MAZZONI; IGLESIAS-RIOS,
2012; AZEVEDO, 2017). Assim sendo, a homogeneidade genética nas populacfes destas
espécies é esperada. Por outro lado, apesar da pequena extensao do rio Ubatiba (18km), ndo se
pode descartar uma possivel estruturacdo genética para outras espécies do rio com estratégias
reprodutivas distintas, como foi recentemente encontrado para uma espécie de ciclideo
Geophagus brasiliensis (AZEVEDO et al., 2017). Segundo os autores, o fato de serem espécies
de habitos sedentérios, territorialistas e sem cuidado parental, a disperséo da espécie ao longo
do rio é limitada o que contribuiu com a diferenciacdo genética significativa entre individuos
de uma localidade préxima a cabeceira daqueles distribuidos nas localidades mais baixas do

rio.
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A conectividade para a epécie no rio € suportada pela baixa diferenciacdo genética,
observada em funcéo dos indices de diversidade haplotipica e nuleotidica (mais sensivelmente
detectados pelo D-loop), revelando baixa variabilidade genética para a populacdo de M.
microlepis. Os valores destes indices foram pouco maiores nas localidades proximas a foz do
rio Ubatiba, indicando que os individuos de todas as localidades se relinem nestas areas,
posssivelmente pelos processos de deriva de ovos e larvas. A diversidade haplotipica (hap) e
nucleotidica (r) encontradas na regido do D-loop foram de 0,50 (hap) e 0,0001 (x) nas areas de
cabeceira e intermediarias e de 0,72 (hap) e 0,0013 (r) nas areas proximas a foz do rio. Padréo
semelhante foi constatado para uma outra espécie de characideo Astyanax xavante em um curto
riacho da bacia do rio Araguari (hap=0,44 a 0,56 e n=0,0001 a 0,0014) (REIS et al., 2015). Os
autores explicam que esta sutil diferenca na diversidade genética entre as localidades é
provocada por uma barreira natural de aproximadamente 30m, impedindo que 0s peixes a
jusante desta barreira ocupem areas acima. Em populag6es de grandes peixes migradores como
Salminus brasiliensis, Prochilodus lineatus, Pseudoplatystoma corruscans, Piaractus
mesopotamicus dentre outros migradores em rios da bacia do Parana, Plata e Uruguai, a
diversidade genética € de um modo geral alta, estando suas populacdes estruturadas
geneticamente ou ndo (e.g.: MARTINS et al., 2003; MORELLI, 2008; ABREU et al., 2009;
CALCAGNOTTO; DeSALLE 2009; MATSUMOTO; HILSDORF, 2009; PEREIRA et al.,
2009;RIBOLLIetal., 2016; 2017). Mas, vale ressaltar que a dindmica e biologia dessas espécies
sdo muito diferentes das espécies de peixes de riachos.

Diferente do que foi reportado para M. microlepis da bacia do rio Ubatiba, TORRES;
RIBEIRO (2009) constataram elevada diversidade genética para amostras da espécie tanto em
riachos de cabeceira da bacia do rio Iguacu como para os de planicie na regido costeira do sul
do pais. Ao comparar estas populacdes, os autores identificaram estoques genéticos
evolutivamente distantes, indicando proeminéncias de novas linhagens em curso para os riachos
de cabeceiras do Alto rio Iguagu. Além disto, constataram diferenciagdo genética significativa
entre as populacdes de planicie, demonstrando que os padrdes paleogeogréaficos da evolugédo da
cadeia montanhosa da Serra do Mar (RIBEIRO et al., 2011) tem desempenhado um papel
importante na diversificacdo das espécies de M. microlepis nos riachos costeiros.

De acordo com Reed e Frankham (2003) e Frankham et.al. (2010) uma populagdo com
baixa diversidade genética ¢ frequentemente acompanhada de endogamia, fraco sucesso
reprodutivo e baixa adaptabilidade, ampliando os riscos de declinio populacional. Se assim for,

os estudos de variabilidade genética e estruturagdo populacional de peixes podem constituir
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importantes ferramentas que auxiliem em questBes relacionadas a conservagdo das espécies de
riachos que de um modo geral, séo altamente ameacadas.

Outro aspecto a considerar e refletir sdo as modificacbes na paisagem natural que o rio
Ubatiba vém sofrendo, a incluir a existéncia de uma barragem de captacdo de agua numa
localidade préxima a sua foz, logo acima da confluéncia com o rio Itapeteitl (=40 anos).As
barragens sdo apontadas na literatura como o principal fragmentador das populacGes de peixes,
alterando o fluxo génico entre elas (HEGGENES; R@ED,2006; PIORSKI et al., 2008;
PAMPONET et al., 2008). Embora os processos historicos tenham uma influéncia maior na
assinatura genética das populagfes (DAVIS et al., 2015), ndo se pode descartar 0s possiveis
impactos que esta barragem possa causar nos processos reprodutivos e migratorios da
populacdo de M. microlepis.

Por outro lado, também se acredita que a coalescencia das aguas em épocas de cheias,
promove conectividades temporéarias (também chamados de sangradouros) entre diferentes
trechos do rio ou com os afluentes, o que permitiria o deslocamento e a dispersdo dos peixes
abaixo da barragem para outras areas acima (Comunicacao pessoal de Mazzoni, R). Pamponetet
al. (2008) ao estudar populacdes de Astyanax aff. Bimaculatus de bacias do nordeste brasileiro,
constatou diferencgas genéticas significativas para populagdes de um rio da bacia do Nordeste,
indicando que os represamentos na bacia constituiem barreiras eficientes ao fluxo génico. Estas
questBes em ambientes de riachos e as consequencias genéticas nas populac@es de peixes, ainda
ndo sdo bem compreendidas, o que reforca a necessidade da realizacdo novos estudos de
movimentos e de genética populacional com diferentes marcadores moleculares.

Neste estudo, identificamos na andlise da regido controle do DNA mitocondrial a
presenca de uma sequéncia de 35 pb que se repetia, consecutivamente, de nove a vinte e uma
vezes, resultando em fragmentos variando de 315 pb a 735 pb, tamanho e estutura compativel
com o marcador genético que apresenta numero variavel de repeticbes em tandem, denominado
VNTR (variable number of tandem repeats). Na amostra estudada foi verificado que o padrédo
numérico das unidades de repeticéo foi diferenciado da foz até a cabeceira do rio, se destacando
uma localidade préxima a foz, logo abaixo da barragem, onde se percebeu uma maior
concentracao de tandens menores.

A presenca de tandem repeats na regido controle do DNA mitocondrial ja foi
caracterizada no genoma de mais de 150 espécies, inclusive de peixes (LUNT et al., 1998) e a
ocorréncia de uma unidade de repeticdo de 35 pares de base se soma a esse achado. A analise
dos fragmentos de repeticdo tem sido encontrada em revistas de alto impacto na tentativa de

elucidar diferentes aspectos que vao da avaliacdo do nivel de variagdo entre linhagens de
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diferentes espécies de mamiferos, aves e peixes (MUNDY et al., 1996; CESANE et al., 1997;
CESARONI et al., 1997; AGUIRRE et al, 2013; OMOTE et al., 2013; PADHI et al., 2013;
WANG et al., 2007; 2015).

Segundo Wang et al. (2015), essa variacdo do tamanho e do nimero de unidades de
repeticdo em mitocondria pode estar associado a um processo evolutivo independente e mais
recente que as mutacdes de nucleotideo Gnico. Tratando-se de um evento retratado por varios
pesquisadores, incluindo publicados em revistas de bom impacto nas areas de Evolucdo e
Ecologia, percebemos a importancia de deixar registrado esse achado obtido no escopo dessa
tese e que podera ser melhor explorado em pesquisas futuras com potencial para dar suporte a
questdes evolutivas e ecologicas associadas a Mimagoniates microlepis.

3.5 Conclusoes

I.  Padrdes de segregacdo espacial de tamanho foram constatados para M. microlepis.
Adultos da especie foram consistentemente predominantes nas areas mais altas,
proximas a cabeceira, enquanto os jovens, predominaram nas localidades mais proximas
a desembocadura. Considerando o que foi reportado por Mazzoni e Iglesias-Rios (2012)
de que a espécie realiza migra¢des no rio Ubatiba mesmo a curtas distancias, o resultado
do presente estudo leva-nos a concordar com a hip6tese inicialmente proposta por Braga
etal. (2013), de que a espécie de M. microlepis realiza migracdo ontogenética por razées
reprodutivas.

Il.  Sua habilidade de dispersdo ao longo do rio Ubatiba, seja por migracdes ativas ou
passivas (deriva de ovos e larvas) se reflete num extenso contato histérico entre seus
individuos, e isto é apoiado pelos resultados moleculares da regido COIl e D-loop. O alto
compartilhamento de hapldtipos entre as diferentes localidades, contemplando desde
areas de cabeceira a foz do rio Ubatiba, somado a homogeneidade genética revelada
pelo Indice de Fixacdo alélica (dst) da AMOVA demonstram a existéncia de fluxo
génico ao longo da bacia do rio Ubatiba, tratando-se de uma populacédo de caracteristica
estrutural Unica.

[1l. A variacdo no comprimento do DNAmt para a M. microlepis € resultado da variagdo
simultanea no nimero de cdpias de curtas sequéncias repetitivas de aproximadamente

35 pb localizadas na regido do D-loop. O estudo mais aprofundado da variagdo de
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tamanho destas sequéncias em tandem podem evidenciar tendéncias evolutivas da

espécie de M microlepis.
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CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo do modelo ecoldgico proposto por Sibly et al. (2007) permitiu fazer algumas
importantes predi¢cdes do status atual da populacdo de M. microlepis num ambiente estocéstico
como o rio Ubatiba. Embora esses modelos tenham sido desenhados para explorar e analisar
aspectos populacionais em termos de competicdo e demais fatores responsaveis pela flutuacao
de seus numeros, sua aplicacao para populacdes de peixes de dgua doce, tanto de rios como de
riachos para a regido neotropical, é inexistente. No entanto, os resultados aqui apresentados
podem ser considerados inovadores para populacfes de peixes de riachos e podem servir de
base para outros estudos. Sendo assim, investigacdes mais profundas sdo importantes a fim de
produzirem respostas mais robustas que visem esclarecer perguntas relacionadas aos fatores
envolvidos no recrutamento e variacbes no tamanho populacional. Deste modo, permitiria
entender como as espécies estdo se mantendo nesses ambientes tdo variaveis, como os riachos
da Mata Atlantica. Os resultados aqui apresentados revelam que a populacdo de M. microlepis
estd em declinio, isto € indicado pela taxa de retorno negativa, contrariando os limites
estabelecidos por Sibly et al. (2007).

O periodo reprodutivo prolongado da espécie de M. microlepis no rio Ubatiba pode ser
explicado como uma adaptacao para garantir a sobrevivéncia de sua prole em pelo menos um
evento reprodutivo. A baixa fecundidade registrada neste estudo corrobora com outros
trabalhos e parece ser comum entre as espécies dos Glandulocaudinaes, sendo atribuidas a
existéncia de inseminagdo, que garantiria a fecundacdo da maioria dos ovocitos, apesar de sua
baixa producdo (AZEVEDO et al., 2016; LAMPERT; AZEVEDO, 2018). Os resultados do
presente estudo se somam as evidéncias de Braga et al. (2013) para outras bacias hidrogréaficas
e concorda com a hipétese de que M. microlepis é uma das espécies de peixes de riachos que
realizam migracdes ontogenéticaspor razdes reprodutivas. Por isto, padrdes de segregacdo
espacial de tamanho foram constatados ao longo da bacia do rio Ubatiba.

Diferente das espécies territorialistas e sedentarias, espera-se que a distribuicdo genética
de espécies que se movimentam como M. microlepis (MAZZONI; IGLESIAS-RIOS, 2012)
seja homogénea, a ponto de ndo existir estruturagdo genética ao longo do rio. Isto foi
corroborado para M. microlepis no rio Ubatiba, revelando ser uma populagdo panmitica. Além
disto, a diversidade genética encontrada apresentou-se baixa indicando que o potencial

adaptativo e evolutivo da espécie neste ambiente é reduzido.
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