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Resumo

Objetivou-se com o presente estudo caracterizar as variagcbes morfologicas entre trés
populacOes de Astyanax lacustris provenientes da bacia hidrografica do Pajeu, semiarido do
Nordeste brasileiro, antes e apds o processo de preservacdo em alcool, formol e
congelamento. As capturas foram realizadas entre marco e junho de 2018 com auxilio de
tarrafas, puca e armadilhas artesanais. Um total de 380 individuos foram capturados, sendo
114 da barragem de Brejinho, 145 da barragem do Jazigo e 121 do riacho do Brejo. Para
analise de morfometria geométrica os espécimes foram fotografados individualmente com
auxilio de uma camera digital acoplada a um tripé com distancia focal de 50mm. Para
determinacdo da forma corporal foram selecionados 13 marcos anatdmicos. Atraves da
Anélise de Componentes Principais e Analise de Variavel Canonica foi possivel verificar que
as populacdes da barragem de Brejinho e riacho do Brejo foram as que apresentaram maiores
diferencas em relacdo a forma. A diversidade morfoldgica encontrada entre as populacdes de
A. lacustris do presente estudo sugere uma forte influéncia abidtica no fendtipo dos
espécimes. O congelamento a -14°C é o método que mais altera a forma dos animais, seja a
curto ou longo prazo. O formol a 10% alterou significativamente a forma dos animais ao
decorrer dos seis meses, porém a curto prazo foi o que menos modificou a forma dos
individuos. O etanol a 70% foi o0 método que menos modificou a forma dos espécimes ao
final do experimento, sendo, portanto, o mais indicado para preservacdo a longo prazo. As
regides do corpo onde ocorreram as variagdes mais significativas foram nas regiGes dorsal e
ventral, além do peddnculo caudal. O efeito mais comum é o encolhimento que ocorre quando
a agua corporal dos animais € perdida ou substituida por algum conservante. Esta pesquisa
gerou informac6es detalhadas sobre a variacdo morfoldgica de A. lacustris provenientes de
ambientes I6ticos e Iénticos, bem como as principais variagdes ocorridas na forma do corpo
ap6s o procedimento de preservacdo. Espera-se que as observacfes aqui relatadas sejam
importantes, tanto do ponto de vista cientifico/académico, contribuindo para o conhecimento

da biologia da espécie, quanto para 0 seu manejo e conservagao.

Palavras-chave: lambari, fixacéo, preservacao, morfometria geométrica



Abstract

The objective of this study was to characterize the morphological variations between three
populations of Astyanax lacustris from the Pajeu watershed, semi-arid Northeast Brazil,
before and after the preservation process in alcohol, formaldehyde and freezing. Catches were
taken between March and June 2018 with the aid of net, handles and handicraft traps. A total
of 380 individuals were captured, of which 114 were from the Brejinho dam, 145 from the
Jazigo dam and 121 from the Brejo stream. For analysis of geometric morphometry the
specimens were photographed individually with the aid of a digital camera attached to a
tripod with a focal length of 50mm. To determine body shape, 13 anatomical landmarks were
selected. Through Principal Component Analysis and Canonical Variable Analysis it was
possible to verify that the populations of the Brejinho dam and Brejo stream were the ones
that presented the biggest differences in relation to the shape. The morphological diversity
found among A. lacustris populations in the present study suggests a strong abiotic influence
on the phenotype of the specimens. Freezing at -14°C is the method that most changes the
shape of animals, whether in the short or long term. This is because individuals lose a lot of
water and there is no replacement of lost water. 10% formaldehyde significantly changed the
shape of the animals over six months, but in the short term it was the one that least changed
the shape of the individuals. 70% ethanol was the method that least changed the shape of the
specimens at the end of the experiment and was therefore the most suitable for long term
preservation. At regions of the body where the most significant variations occurred were in
the dorsal and ventral, besides the caudal peduncle. The most common effect is the shrinkage
that occurs when animal body water is lost or replaced with some preservative. This research
generated detailed information about the morphological variation of A. lacustris from lotic
and lentic environments, as well as the main variations in body shape after the preservation
procedure. The observations presented here are expected to be important, both from a
scientific / academic point of view, contributing to the knowledge of the biology of the

species, as well as to its management and conservation.

Keywords: lambari, fixation, preservation, morphometric geometric.
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1- Introducéo

A familia Characidae compreende cerca de 165 géneros e mais de 1.150 espécies,
englobando a maior parte dos peixes brasileiros de 4gua doce. Estéo distribuidas ao longo dos
sistemas fluviais entre o sudoeste do Texas, México e Patagbnia, e em uma ampla variedade
de ambientes que refletem suas grandes diversidades ecoldgicas e morfologicas (NELSON et
al., 2016; ESCHMEYER et al., 2007). A maioria dos Characidae séo peixes de pequeno porte
(< 8 cm), de comprimento padrdo podendo alcancar 20 cm no maximo em alguns géneros
predadores. Existem também espécies miniaturas, que podem atingir 26 mm de comprimento
padrdo, as vezes até menos (WEITZMAN e VARI, 1988).

Astyanax (Baird & Girard, 1854) possui 146 espécies, representando o género com
maior riqueza dentre os Characiformes (FROESE e PAULY, 2018). Distribuem-se por
praticamente toda a regido Neotropical, onde habitam os mais diversos ambientes, como
regides montanhosas, trechos l6ticos e leitos de rios, por¢des Iénticas ou lagunares e nascentes
(KAVALKO et al., 2008). As piabas ou lambaris, como sdo popularmente conhecidos, sao
caracterizados por alta plasticidade fenotipica e capacidade de adaptacdo a varios habitats
(ORNELAS-GARCIA et al., 2008). Geralmente possuem periodo reprodutivo longo com
desova multipla, fertilizacdo externa e sem cuidado parental (CARVALHO et al., 2009;
ABILHOA, 2007).

Este género possui importancia ecoldgica, comercial e evolutiva, destacando-se que
varias espécies de Astyanax sao fonte de renda e alimentacdo para pescadores artesanais e
comunidades ribeirinhas (CARVALHO et al., 2009; PRADO et al., 2011). Este tdxon possuli
também diversas espécies que sdo forrageiras para varios predadores, como por exemplo,
traira e tucunaré (ESTEVES, 1996). Além disso, muitas delas contribuem de forma
consideravel para a conservacdo da mata ciliar, atuando como dispersores de sementes
(ORNELAS-GARCIA et al., 2008).

Astyanax é considerado um "complexo de espécies” que serve de modelo para estudos
de evolucdo devido a sua variabilidade morfolégica e cromossémica, assim como sua
abrangente distribuicdo geografica (MOREIRA-FILHO e BERTOLLO, 1991). O lambari-do-
rabo-amarelo foi por muito tempo classificado como Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758).
Entretanto, em revisGes sistematicas e filogenéticas feitas no género Astyanax, foi visto que A.
bimaculatus ndo correspondia como uma so espécie. A mais recente revisdo taxondmica de
Astyanax das bacias do Parand, Sdo Francisco e Amazbnia, gerou modificacbes da

nomenclatura das espécies desse género. O lambari-do-rabo-amarelo passou a ser denominado
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de Astyanax altiparanae Garutti e Britski (2000) (GARUTTI, 1995). Porém, em 2016, A.
altiparanae foi considerada como espécie sinénimo junior de Astyanax lacustris (Litken,
1875) que passa a ser 0 nome valido (sindnimo sénior) desta espécie (LUCENA, 2016).

A. lacustris é caracterizado pela presenca de nadadeiras pélvica, caudal e anal
amareladas, sendo as demais nadadeiras levemente amareladas ou transparentes (LANGEANI
e REGO, 2014). Atinge 10 a 15 cm de comprimento e 60 gramas de peso (Figura 1). E
facilmente encontrado em corregos e rios da América do Sul. Possui dimorfismo sexual
aparente, fémeas maiores e machos com espinhos asperos na nadadeira anal (PORTO-
FORESTI et al., 2005). E uma espécie que possui habito alimentar onivoro com tendéncia
insetivora, mas se alimenta também de pequenos moluscos e microcrustaceos (SILVA et al.,

2012).

Figura 1. Individuo de Astyanax lacustris coletado no riacho do Brejo — Canaa-PE

Algumas das caracteristicas que tém tornado A. lacustris uma espécie modelo para

diversas areas de estudo (GARUTTI, 2003) ¢ a facilidade de reproducdo, ciclo de vida curto,
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tamanho e facil manuseio sob condicGes experimentais (ALMEIDA, 2007; VICENTE, 2014;
OSTRENSKY et al., 2015).

A Ecomorfologia € o ramo da Ecologia que busca as relacdes existentes entre a
morfologia (i.e. fen6tipo) e os aspectos ecoldgicos (i.e. variagdo no uso dos recursos),
investigando suas ligacGes ecoldgicas e evolutivas em niveis multiplos, tais como individuos,
populacdes, grupos filogenéticos e assembleias (MOTTA et al., 1995; PERES-NETO, 1999).
Baseia-se ao conceito de adaptacéo, pois se aplica as estruturas que concedem desempenho ao
individuo e no conceito de papel bioldgico, ou seja, como as estruturas sdo utilizadas ao longo
da vida do organismo (BOCK VON WAHLERT, 1965). Estudos nessa &rea partem da
estimativa de que a variagdo morfoldgica leva a diferencas funcionais e de desempenho que
acarretam em diferencas de uso de recursos (MOTTA et al., 1995).

Alguns estudos Ecomorfolégicos buscam responder algumas questdes como a
utilizacdo dos recursos alimentares no ambiente (GATZ JR., 1979; WIKRAMANAY AKE,
1990; ADITE e WINEMILLER, 1997; HUGUENY e POUILLY, 1999; POUILLY et al.,
2003; OLIVEIRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2010; PAGOTTO et al., 2011) ocupacao do nicho
pela taxocenose (GATZ JR., 1979; WATSON e BALON, 1984) além do uso do habitat
(GATZ JR., 1979; WATSON e BALON, 1984; BREDA, 2005; CASSATTI e CASTRO,
2006).

A alta diversidade de espécies de animais, associada a variedade de ambientes que
habitam, exige particularidades no método de coleta e preparacdo desses organismos para
inclusdo em colecBes. As colecdes de pesquisa possuem exemplares preservados, direta ou
indiretamente, para o estudo cientifico. Este material est4, geralmente, depositado em museus
ou universidades. Podem ser colecfes a nivel regional, oriundas do inventario faunistico de
uma determinada area geografica, determinada formacdo rochosa, etc. Podem ainda ser
colecdes de identificacdo ou referéncia, que engloba alguns exemplares do maior nimero
possivel de espécies, quando viavel cobrindo as variagdes intraespecificas, seja causada pelo
dimorfismo sexual, ontogenia e outros fatores (CARAMASHI, 1983).

A preparacdo de um espécime consiste em um conjunto de opera¢Ges que tem por
objetivo manter a integridade, preservando o maximo de caracteristicas do animal vivo ou,
pelo menos, as que sdo necessarias ao trabalho cientifico. A preparacéo é feita por solucgdes
fixadoras e conservadoras (VANZOLINI e PAPAVERO, 1967).

O liquido fixador prepara os tecidos do animal para fase de preservacdo, sendo o
formol o mais utilizado, considerado de uso universal; entretanto, o &lcool e outras
substancias também sao utilizadas (VANZOLINI e PAPAVERO, 1967). O formol comercial
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é uma solucdo aquosa saturada de aldeido formico a 40%, sendo a concentragdo mais utilizada
a de 10% desta solucdo. Ao utilizar esse fixador para animais de pequeno porte, 0s espécimes
estardo fixados, em média, 48 horas ap6s embebidos em formol. J& animais de grande porte
precisam de 7 a 15 dias para atingir a fixacdo (VANZOLINI e PAPAVERO, 1967). O método
de afogamento em formol, apesar de ser considerado cruel por alguns pesquisadores, em
algumas situacOes, geralmente resulta em exemplares fixados com o corpo estendido e
nadadeiras abertas, condi¢Bes que facilita a identificacdo taxémica posterior (MALABARBA
e REIS, 1987).

A fixacdo € o processo pela qual ocorre a coagulacdo dos conteudos celulares dos
exemplares, geralmente através do estabelecimento de pontes quimicas, previamente
inexistentes, entre cadeias proteicas adjacentes, tornando-os insollveis e, como consequéncia,
impedindo a autolise e decomposicdo dos tecidos e consequentemente dos exemplares
(TAYLOR, 1977).

O liquido conservador mantém o animal preservado, sustentando suas principais
caracteristicas e evitando o ataque de outros organismos. O alcool é um conservador
amplamente utilizado, geralmente usa-se na concentracdo de 70% (VANZOLINI e
PAPAVERO, 1967). O processo de preservacdo permite que o material seja armazenado por
tempo indefinido, sem alteracBes severas dos espécimes, evitando a destruicdo das células
pelo processo de autdlise e evitando o ataque de bactérias e fungos (CARAMASHI, 1983).
Muitos pesquisadores utilizam a metodologia proposta por Vanzolini e Papavero (1967), onde
os individuos sdo inicialmente fixados em formol 10% e em seguida preservados em alcool
70% (MARTINEZ et al., 2013; VERGARA-SOLANA, 2014).

Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi analisar as variagBes ecomorfoldgicas entre
trés populacdes de A. lacustris provenientes da bacia hidrografica do Pajed, semiarido do
Nordeste brasileiro, e comparar morfologicamente as mudangas ocorridas nos exemplares
submetidos a preservacdo em alcool, formol e congelamento. Espera-se que as observactes
aqui expostas sejam importantes, tanto do ponto de vista cientifico/académico, contribuindo

para o conhecimento da biologia da espécie, quanto para 0 seu manejo e conservagao.



16

2- Referéncias bibliogréaficas

ABILHOA, V. Natural history aspects of Astyanax scabripinnis Jenyns (Teleostei,
Characidae) in a Auracaria Forest stream in southern Brazil. Revista Brasileira de Zoologia,
v. 24, p. 997-1005, 2007.

ADITE, A.; WINEMILLER, K.O. Ontogenetic, seasonal, and spatial variation in the diet of
Heterotis niloticus (Osteoglossiformes: osteoglossidae) in the So River and Lake Hlan, Benin,
Africa. Environmental Biology of fishes, v.73(4), p. 367-378, 1997.

ALMEIDA, R.B.C. Astyanax altiparanae (Pisces, Characiformes) como modelo biolégico de
espécie de peixe para exploracdo zootécnica e biomanipulacdo. 2007. 103p. Tese
(Doutorado) — Instituto de Biociéncia — UNESP, Botucatu.

BOCK, W.J.; VON WAHLERT, G. Adaptation and the form-function complex; Evolution, v.
19, p. 269-299, 1965.

BREDA, L.; OLIVEIRA, E. F.; GOULART, E. Ecomorfologia de locomogéo de peixes com
enfoque para espécies neotropicais. Acta Scientiarum: Biological Sciences, v. 27(4), p. 371-
381, 2005.

BRITSKI, H.; SATO Y.; ROSA, A.B.S. Manual de identificacdo de peixes da regido de
Trés Marias (com chave de identificacéo para os peixes da bacia do Séo Francisco. 3°ed.
Minas Gerais: Ministério da Irrigagdo — CODEVASF. 1988. 105p.

CARAMASHI, U. Manual de técnicas para a preparacdo de colecGes zooldgicas.
Campinas-SP. 1987. p.01-23.

CARVALHO, P.A.; PASCHOALINI, A. L.; SANTOS, G.B.; RIZZO, E.; BAZZOLI, N.
Reproductive biology of Astyanax fasciatus (Pisces: Characiformes) in a reservoir in
southeastern Brazil. Journal. Applied. Ichthyology, v. 25, p. 306-313, 2009.

CASATTI, L.; CASTRO, R. M. C. Testing the ecomorphological hypothesis in a headwater
riffles fish assemblage of the rio Sdo Francisco, southeastern Brazil. Neotropical
Ichthyology, v. 4(2), p. 203-214, 2006.



17

ESCHMEYER W.N, FRICKE R, VAN DER LAAN R. (Eds) Catalog of Fishes:
Classification. (2017). Disponivel em: <http://www.calacademy.org/scientists/catalog-of-

fishes-classification>. Acesso em: 10 de junho de 2019.

ESTEVES, K.E. Feeding ecology of three Astyanax species (Characidae, Tetragonopterinae)
from a floodplain lake of Mogi-Guagu River, Parana River Basin, Brazil. Environmental
Biology of Fishes (Dordrecht), v. 46, p.83-101, 1996.

FROESE R, PAULY D. (EDS). FISHBASE (VERSION FEB 2018). IN: ROSKOV Y.,
OWER G., ORRELL T., NICOLSON D., BAILLY N., KIRK P.M., BOURGOIN T.,
DEWALT R.E., DECOCK W., NIEUKERKEN E. VAN, ZARUCCHI J., PENEV L., eds.
(2018). Species 2000 & ITIS Catalogue of Life, 30th October 2018. Disponivel em
<www.catalogueoflife.org/col>. Species 2000: Naturalis, Leiden, the Netherlands. Acesso
em: 15 de maio de 2019.

GARUTTI, V. Piscicultura ecologica. Sdo Paulo: Editora UNESP, 2003. 332p.

GARUTTI, V. Reviséo taxondmica dos Astyanax (Pisces, Characidae), com mancha umeral
ovalada e mancha no pedunculo caudal, estendendo-se a extremidade dos raios caudais
medianos, das bacias do Parand, Sdo Francisco e Amazonica. 1995. 286p. Tese de Livre-

Docéncia — Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Sdo José do Rio Preto.

GATZ JR, A. J. Ecological morphology of freshwater stream fishes. Tulane Studies in
Zoology and Botany, v. 21(2), p. 91-124, 1979.

HUGUENY, B.; POUILLY, M. Morphological correlates of diet in an assemblage of West
African freshwater fishes. Journal of Fish Biology, v. 54, p. 1310-1325, 1999.

KAVALKO, K.F. Estudos evolutivos no género Astyanax (Pisces, Characidae). 2008. 197p.

Tese (Doutorado) — Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo.

LANGEANI, F.; REGO, A.C.L. Guia ilustrado dos peixes da bacia do rio Araguari.
Uberlandia: CCBE, 2014. 195 p.
LUCENA C.A.S.; SOARES H.G. Review of species of the Astyanax bimaculatus “caudal

peduncle spot” subgroup sensu Garutti & Langeani (Characiformes, Characidae) from the rio


http://www.calacademy.org/scientists/catalog-of-fishes-
http://www.calacademy.org/scientists/catalog-of-fishes-

18

La Plata and rio SAo Francisco drainages and coastal systems of southern Brazil and Uruguay.
Zootaxa 4072, p.101-125, 2016.

MALABARBA, L.R.; REIS, R.E.; Manual de técnicas para a preparacdo de colecdes
zooldgicas. Sociedade Brasileira de Zoologia (Campinas), v.36, p1-14, 1987.

MARTINEZ, P.A.; BERBEL-FILHO, W.M.; JACOBINA, U.P. Is formalin fixation and
ethanol preservation able to influence in geometric morphometric analysis? Fishes as a case
study. Zoomorphology, v. 132 (1), p. 87-93, 2013.

MOREIRA-FILHO, O.; BERTOLLO, L.A.C. Astyanax Scabripinnis (Pisces, Characidae): A
Species Complex. Brazilian Journal Genetics, v. 14, p.331-357, 1991.

MOTTA, P. J.; NORTON, S. F.; LUCZKOVICH, J. J. Perspectives on the ecomorphology of
bony fishes. Environmental Biology of Fishes, v. 44(1-3), p. 11-20, 1995.

NELSON J.S.; GRANDE T.C.; WILSON M.V.H. Fishes of the world. John Wiley and
Sons, Hoboken. New Jersey, 2016. 651p.

OLIVEIRA, E. F. Padrdes Ecomorfoldgicos da assembleia de peixes da planicie de inundacao
do alto rio Parand, Brasil: efeitos das estruturas trofica, espacial e filogenética. 2005. 64p.

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Maringa. Maringa.

OLIVEIRA, E. F.; GOULART, E.; BREDA, L.; MINTEVERA, C. V.; PAIVA, L. R. S;
VISMARA, M. R. Ecomorphological patterns of the fish assemblage in a tropical floodplain:
effects of trophic, spatial and phylogenetic structures. Neotropical Ichthyology, v. 8 (3), p.
569-586, 2010.

ORNELAS-GARCIA C.P.; DOMINGUEZ-DOMINGUEZ O.; DOADRIO I. Evolutionary
History Of The Fish Genus Astyanax Baird & Girard (1854) (Actinopterygii, Characidae) In
Mesoamerica Reveals Multiple Morphological Homoplasies. BMC Evolutionary Biology, V.
8, p.340, 2008.



19

OSTRENSKY A.; PEDRAZZANI A.S.; VICENTE A.L.; Use of MS-222 (tricaine
methanesulfonate) and propofol (2, 6-diisopropylphenol) as anaesthetics for the tetra Astyanax
altiparanae (Teleostei, Characidae). Aquacultura Research, v.47(11): 3477, p.88, 2015.

PAGOTTO, J. P. A;; GOULART, E.; OLIVEIRA, E. F.; YAMAMURA, C. B. Trophic
ecomorphology of Siluriformes (Pisces, Osteichthyes) from a tropical stream. Brazilian
Journal of Biology, v. 71(2), p. 469-479, 2011.

PERES-NETO, P. R. Alguns métodos e estudos em ecomorfologia de peixes de riachos.

Oecologia Brasiliensis, v. 6(1), p. 7, 1999.

PORTO-FORESTI F.; CASTILHO-ALMEIDA R.; FORESTI F. Biologia e criagdo do
lambari-do-rabo amarelo (Astyanax altiparanae). In: Baldisserotto B, Gomes LC. Espécies

nativas para a piscicultura no Brasil. Santa Maria, RS: UFSM, 2005, p. 105-120.

POUILLY, M.; LINO, F.; BRETENOUX, J. G.; ROSALES. C. Dietary-morphological
relationships in a fish assemblage of the Bolivian Amazonian floodplain. Journal of Fish
Biology, v. 62, p. 1137-1158, 2003.

PRADO, P.S.; SOUZA, C.C.; BAZZOLI, N. & RIZZO.; E. Reproductive disruption in
lambari Astyanax fasciatus from a Southeastern Brazilian reservoir. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v.74, p.1879-1887, 2011.

SILVA D.A.; PESSOA E.K.R.; COSTA S.AG.L.; CHELLAPPA N.T.; CHELLAPPA S.
Ecologia Alimentar de Astyanax Lacustris (Osteichthyes: Characidae) Na Lagoa do Piatd,

Assu, Rio Grande Do Norte, Brasil Macapa. Biota Amazonica, v. 2, n.1, p.74-82, 2012.

TAYLOR, W.R. An enzyme method of clearing and staining small vertebrates. Proceedings
of the United States National Museum, v. 122 (3596), p. 1-17, 1967.

VANZOLINI, P.E.; PAPAVERO, N. (eds). Manual de coleta e preparacdo de animais

terrestres e de 4gua doce. Departamento de zoologia, Sdo Paulo, 1967. 223p.



20

VERGARA-SOLANA F.J.; GARCIA RODRIGUEZ, F.J.; De La CRUZ AGUERO, J.; Effect
of preservation producere on the body shape of Diapterus aurelous (Teleostei; Gerreidae) and
its repercussion in a taxonomic study. Acta Ichthyologica et Piscatoria, v. 44(1), p. 65-70.
2014.

VICENTE A.L. Uso de 6leos essenciais e de compostos sintéticos como agentes anestésicos
para o lambari Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000). 2014. Dissertacao
(Mestrado) - Universidade Federal do Parand, Curitiba.

WATSON, D. J.; BALON, E. K. Ecomorphological analysis of fish taxocenes in rainforest
streams of northern Borneo. Journal of Fish Biology, v. 25, p. 371-384, 1984,

WEITZMAN, S. H. & VARI, R. P. Miniaturization in South American freshwater fishes; an
overview and discussion. Proceedings of the Biological Society of Washington, v.101(2),
p.444-465, 1988.

WIKRAMANAYAKE, E. D. Ecomorphology and biogeography of a tropical stream fish
assemblage: Evolution of assemblage structure. Ecology, New York, v. 71(5), p. 1756-1764,
1990.



3- Artigo cientifico

3.1 - Artigo cientifico |

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista Journal Of Fish
Biology.

Todas as normas de redacdo e citacdo, doravante, atendem as
estabelecidas pela referida revista, exceto o idioma.

21



22

Ecomorfologia em piaba Astyanax lacustris (Lutken, 1875) da Bacia hidrografica do Rio

Pajeu

Higo Vinicius Gomes Lima?; Renata Akemi Shinozaki-Mendes?
Laboratdrio de Biologia Pesqueira, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Avenida
Gregorio Ferraz Nogueira, S/N°, José Tomé de Souza Ramos, Serra Talhada, PE, Brasil,
2] aboratorio de Biologia Pesqueira, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Avenida

Gregorio Ferraz Nogueira, S/N°, José Tomé de Souza Ramos, Serra Talhada, PE, Brasil

Resumo

O objetivo do presente estudo foi verificar as variagdes ecomorfoldgicas entre as populacdes
de Astyanax lacustris da Bacia Hidrografica do Rio Pajed e discutir as principais causas
dessas mudancas. As coletas foram realizadas em trés reservatorios do Semiarido
Pernambucano, todos pertencentes a Bacia hidrografica do Rio Pajed, entre os meses de
marco e junho de 2018. Para verificar a variancia da forma, uma analise de componentes
principais (PCA) foi realizada. A variacdo da forma corporal entre as populacbes foi
verificada a partir da analise de variavel canonica (CVA) e anélises de fungéo discriminante
(DFA) e validacdes cruzadas. As maiores diferencas encontradas foram entre as populacdes
da barragem de Brejinho e riacho do Brejo. Os individuos da barragem de Brejinho sdo
caracterizados por corpo alongado, focinho longo e um peddnculo caudal mais largo,
enquanto os individuos do riacho do Brejo apresentam corpo fusiforme, cabeca robusta,
focinho curto e pedinculo caudal fino, havendo diferenca significativa em suas formas
(p<0,05). A diversidade morfologica encontrada entre as popula¢bes de A. lacustris do

presente estudo sugere uma forte influéncia abidtica no fen6tipo dos espécimes.

Palavras chaves Morfometria geométrica, divergéncia populacional, Teleostei
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Introducéo

Devido a grande diversidade morfolégica e ecologica apresentada pelos peixes, estes
apresentam grande potencial para estudos que avaliam as relacdes entre forma e funcéo
(Freire e Agostinho, 2001). A ordem Characiformes é um dos maiores grupos de peixes de
agua doce (Reis et al., 2003), apresentando uma grande diversidade morfolégica e ecoldgica,
estando presentes em todos os niveis tréficos, desde forrageiros constituindo a base da cadeia
alimentar, até predadores de topo (Moreira, 2007).

Astyanax (Baird & Girard, 1854) possui 146 espécies, representando o género com maior
riqueza dentre os Characiformes (Froese e Pauly, 2018). Sua distribui¢do vai desde o sul dos
Estados Unidos até a Argentina Central (Ornelas-Garcia et al., 2008). Este género é
considerado um "complexo de espécies” que serve de modelo para estudos de evolugédo
devido a sua variabilidade morfologica e cromossdmica, assim como sua abrangente
distribuicdo geografica (Moreira-Filho e Bertollo, 1991).

Astyanax lacustris (Lutken, 1875), popularmente conhecido como piaba ou lambari, atinge 10
a 15 cm de comprimento, 60g de peso e é encontrado em pequenos corregos e afluentes das
bacias hidrograficas da América do Sul (Porto-Foresti et al., 2005). Possui dimorfismo sexual
aparente, fémeas maiores e machos com espinhos asperos na nadadeira anal (Castilho-
Almeida, 2005; Foresti, 2005). Segundo Silva et al. (2012), A. lacutris possui habito
alimentar onivoro com tendéncia a insetivoria, mas se alimenta também de pequenos
moluscos e microcrustaceos.

Populacdes alopatricas possuem variabilidade intrinseca dos caracteres morfologicos,
genéticos e ontogenéticos, e esta é a matéria-prima que torna essas populagdes importantes
modelos para o estudo da diversificagdo evolutiva (Badyaev et al., 2000). Segundo Shibatta e
Artoni (2005), o isolamento populacional por meio de barreiras geogréaficas € o principal fator
para ocorréncia de especiacdo em Astyanax. Devido as diferencas ambientais encontradas nos
mais diversificados ecossistemas, 0s organismos tendem a se adaptar conforme as pressoes e
variagbes ambientais que estdo submetidos. Este processo evolutivo reflete a grande
influéncia do ambiente nas adaptacGes (genotipica e fenotipica) dos organismos (Peres-Neto,
1999). Neste sentido, a Ecomorfologia se demonstra uma eficiente metodologia. Este ramo da
Ecologia investiga como 0 ambiente age sobre o fendtipo dos organismos, através de pressoes
seletivas, selecionando-os de acordo com os recursos disponiveis naquele ambiente (Leisler e
Winkler, 1995; Gomes et al., 2003).

Divergéncias morfoldgicas associadas ao habitat sdo bastante conhecidas em peixes de

ambientes naturais, com individuos possuindo formas corporais hidrodindmicas em habitats
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Iénticos e maior capacidade de locomocdo em &guas lIdticas (Brinsmead e Fox, 2002;
Langerhans et al., 2003; Langerhans, 2008; Tobler; Carson 2010; Collin e Fumagalli, 2011).
Apenas recentemente, a divergéncia morfoldgica foi identificada como consequéncia de
represamentos (Esguicero e Arcifa, 2010; Haas et al., 2010; AvanriFar et al., 2011; Franssen,
2011). Estes estudos mostraram que o0 represamento do rio causa mudancas de forma e
compartilham um padrdo comum de diferengas morfoldgicas, com diferencas fenotipicas
representando respostas potencialmente adaptativas e selecdes divergentes entre ambientes
Iénticos e l6ticos.

Nesse contexto, objetivou-se analisar as variacdes ecomorfoldgicas entre trés populacGes de
A. lacustris pertencentes a Bacia Hidrografica do rio Pajeu, e discutir as principais causas

desse processo.

Material e métodos

Area de estudo

Os especimes de A. lacustris foram coletados em trés reservatorios (barragem de Brejinho,
barragem do Jazigo e riacho do Brejo) do Semiarido Pernambucano, todos pertencentes a
Bacia Hidrogréafica do Rio Pajeu (Figura 1). A Bacia do Rio Pajeu esta localizada entre 07°
16’ 20” e 08° 56° 01 de latitude sul, e 036° 59° 00” e 038° 57° 45” de longitude oeste, com
uma area de 16.838,70 km?, correspondendo a 17,02% da area do Estado, a bacia do Rio
Pajeu é a maior do Estado de Pernambuco (SECTMA, 1998). Toda a rede hidrografica da
Bacia, incluindo o principal rio, possui um regime sazonal-intermitente, com a interrup¢éo do
curso de agua no periodo de estiagem. O clima da bacia hidrografica do Pajeu é
predominantemente semiarido com temperatura média mensal de 24°C, apresentando uma
evapotranspiracdo potencial superior a 1.200 mm/ano (Lins e Albuquerque, 2001). Embora
pertencente a mesma bacia, observa-se que estes reservatdrios possuem caracteristicas

ambientais distintas, como fluxo de agua, cobertura vegetal e tipo de sedimento.
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Figura 1 Localizacdo dos pontos de coleta de Astynax lacustris na Bacia hidrogréfica do

Pajeu. A- barragem do Jazigo, B- barragem de Brejinho e C- riacho do Brejo.

Amostragem

As coletas foram realizadas, sob a licenga SISBIO-24109-2, entre os meses de margo e junho
de 2018 com auxilio de tarrafa, pucas e armadilhas artesanais (adaptado de Uieda & Castro,
1999). Foram amostrados trés pontos em cada reservatorio, totalizando nove pontos de
coletas. Apds as capturas, 0s espécimes foram anestesiados com eugenol e posteriormente
levados ao Laboratério de Biologia Pesqueira da UFRPE/UAST, onde foram identificadas de
acordo com o guia de identificagdo proposto por Britski (1988). Objetivando caracterizar o
ambiente, amostras de solo e agua foram coletadas em trés diferentes pontos de cada

localidade para, em seguida, ser realizada as analises granulometrica do solo e de pH da agua.

Andlise de dados

Imagens de cada individuo foram obtidas com auxilio de uma camera digital com lente de 50
mm, acoplada a um tripé e paralelo ao plano. Foram estabelecidos 13 marcos anatdmicos para
representar a forma do corpo dos espécimes (Figura 2). Os marcos anatdmicos foram alocados

em cada imagem com o auxilio do software TpsDig2 2.31 (Rohlf, 2018). Em seguida, foi
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realizada a superimposicdo de Procrustes usando o software MorphoJ (Klingenberg, 2011)
para eliminar as variacGes de tamanho, orientacdo e posicdo para que somente a forma dos
individuos das populacGes de A. lacustris pudesse ser analisada. Esta técnica sobrepde todos

os individuos, ajustando e centralizando as imagens em funcédo dos marcos homologos.

13 12

Figura 2 Desenho ilustrativo de um exemplar de Astyanax lacustris com identificacdo dos
marcos anatémicos: 1- Centro do olho; 2- Porcdo anterior da mandibula superior (ponta do
focinho); 3- Regido dorsal da cabeca; 4- Limite inferior da abertura opercular; 5- base do
primeiro raio da nadadeira dorsal; 6- Base posterior do ultimo raio da nadadeira dorsal; 7-
Base anterior da nadadeira adiposa; 8- Base posterior da nadadeira adiposa; 9- Base antero
dorsal da nadadeira caudal; 10- Base antero ventral da nadadeira caudal; 11- Base posterior da
nadadeira anal; 12- Base anterior do primeiro raio da nadadeira anal; 13- Base anterior da

nadadeira pélvica.

Para verificar a variacdo total da forma, uma andlise de componentes principais (PCA) foi
realizada. A variacdo da forma corporal entre as popula¢des foi comparada a partir da analise
de variavel canbnica (CVA); analises de funcdo discriminante (DFA) e validagdes cruzadas
foram realizadas para cada par de varidveis, com o auxilio do software Morphol
(Klingenberg, 2011). Para testar a significancia das diferencas entre as populacdes foi
realizado o teste de Hottelling (T?) (p<0,05).
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Resultados

A barragem de Brejinho estéa localizada no municipio de Triunfo, a 1.010 m de altitude. E um
ambiente Iéntico com razoavel presenca de macréfitas aquaticas, mata ciliar pouco preservada
com trechos totalmente descampado, substrato composto principalmente por areia grossa,
varias residéncias proximas as margens e grande circulacdo de veiculos pelas muitas estradas
que levam a essas casas.

Localizada a 419 m de altitude, no municipio de Serra Talhada, a barragem do Jazigo é um
ambiente Iéntico com grande presenca de macrdéfitas aquaticas, substrato formado em grande
maioria por areia grossa, mata ciliar degrada em varios trechos, principalmente em seu curso
médio, onde existem atividades agropecudrias e algumas residéncias.

O riacho do Brejo fica localizado no distrito de Canad, a uma altitude de 480 m, é um corpo
d’agua 1dtico de regime perene, N80 possui residéncias as margens, condicdo essa que
proporciona uma mata ciliar bem preservada em toda sua extenséo, possui razoavel presenca
de macrofitas e um substrato formado principalmente por areia grossa.

Os exemplares apresentaram comprimento padrdo (CP) variando de 2,9 a 6,73 cm na
barragem de Jazigo, localidade essa que registrou 0s menores individuos de A. lacustris; 4,7 a
10,1 cm na barragem de Brejinho e 3,4 a 12,5 cm no Riacho do Brejo, localidade que foram
encontrados os maiores espécimes (Figura 3). Todas as localidades apresentaram seus
substratos predominantemente composto por areia grossa, sendo a barragem de Brejinho o
local com a maior composicéo (99,29%), seguido por riacho do Brejo e barragem do jazigo
com 97,80% e 94,06%, respectivamente, de areia grossa. De acordo com a anélise de pH, o
riacho do Brejo é o ambiente que possui o valor mais elevado, de 6,9. A barragem do Jazigo e

Brejinho apresentaram valores proximos, 6,6 e 6,4 respectivamente.

90
80 1
70
60
50
40
30
20

10
0 -|-|II'|Ir| I -

w
(=]
-
7]

Frequéncia absoluta (n)

00101
01102
02103
03104
04405
06107
07108
08109
09110
10411
11412
12413

o

Classes de comprimento padrdo (CP)

W BREJINHO BREJO OJAZIGO



28

Figura 3 Distribuicdo de frequéncia do comprimento padrdo (CP) de Astyanax lacustris

coletados na barragem de Brejinho, barragem de jazigo e riacho do Brejo.

Ao analisar as Componentes Principais (PCA) que resultaram da variagdo da forma,
observou-se uma variancia de 31,99% para o primeiro componente (PC1) e 14,90% para o
segundo componente (PC2). A espécie variou desde um formato de corpo fusiforme, cabeca
robusta e pedinculo caudal fino até um formato de corpo mais alongado com focinho mais
comprido e pedunculo caudal mais robusto (Figura 4).

© Barragem de Brejinho ;

® Barragem do Jazigo 0,05° Principal componente 2
® Riacho do Brejo

(@]

Principal componente 1

Figura 4 Scores da analise de componentes principais (PC) para as populacGes de Astyanax

lacustris. Graficos do tipo wireframe estéo representando as deformag6es no PC1 e PC2.

A populacao do riacho do Brejo ocupou a regido positiva do eixo candnico 1 (CV1). A regiao
negativa desse mesmo eixo foi ocupada pela populacdo da barragem Brejinho. A populacéo
da barragem do Jazigo distribui-se tanto na regido positiva, como na regido negativa do eixo
candnico 1. Em relacdo ao eixo 2 (CV2), nota-se que a barragem do Jazigo ocupou a regido

negativa enquanto que os demais corpos d’agua na regido positiva deste eixo (Figura 5).
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Variavel Canodnica 2

Barragem de Brejinho -- Riacho do Brejo

© Barragem de Brejinho
® Barragem do Jazigo
® Riacho do Brejo -4

Variavel Canonica 1 Barragem do Jazigo-- Riacho do Brejo
Figura 5 Posicdo dos scores das trés populagbes de Astyanax lacustris, mostrando as
diferencas na forma dos individuos de ambientes Iénticos (barragem de brejinho e barragem
do Jazigo) e lotico (riacho do Brejo). Linha clara mostra a deformacdo de cada variavel

candnica em relacdo a configuragdo de referéncia (linha escura).

Com base na analise de Variavel Canbnica, 67,17% da variancia entre os grupos foi explicado
pela primeira varidvel canonica (CV1) e 32,82% pela segunda variavel (CV2), apresentando
distancias de Procrustes entre populacdes de 0,0245 para riacho do Brejo — barragem de
Brejinho (p < 0,0001), 0,0215 para barragem do Jazigo — barragem de Brejinho (p < 0,0001) e
0,0224 para barragem do Jazigo — riacho do Brejo (p < 0,0001) (Figura 4). A partir da analise
de funcdo discriminante entre os grupos, observou-se diferenca estatisticamente significativa
em relacdo a distancia de Procrustes para todos 0s grupos p<0,0001).

Com base nos padrfes de forma encontrados, os individuos foram alocados em diferentes
grupos (riacho do Brejo, barragem do Jazigo e barragem de Brejinho) a fim de verificar se
estes padrdes coincidiam com o local de origem dos espécimes. Na analise entre barragem de
Brejinho e riacho do Brejo, os individuos da primeira localidade tiveram 98,24% dos
individuos alocados corretamente e os do riacho do Brejo foram alocados com 98,34% de
confiabilidade. Os demais resultados da alocagao dos grupos apresentaram valores proximos e

estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 Resultado da andlise discriminante entre as populacdes de Astyanax lacustris. As
linhas indicam a localidade a qual pertenciam os espécimes e as colunas indicam 0s grupos
aos quais os espécimes foram atribuidos. BRE - barragem de Brejinho; BJO — riacho do

Brejo; JAZ - barragem do Jazigo.

Barragem de Brejinho vs  Grupo BRE BJO Total %
riacho do Brejo BRE 112 2 114 98,24
BJO 2 119 121 98,34
Barragem de Brejinho vs  Grupo BRE JAZ Total %
barragem do Jazigo BRE 110 4 114 87,71
JAZ 6 139 145 95,86
Riacho do Brejo vs barragem  Grupo BJO JAZ Total %
do Jazigo BJO 114 7 121 94,21
JAZ 8 137 145 94,48

As maiores diferencas encontradas foram entre as populacdes da barragem de Brejinho e
riacho do Brejo. Os individuos da barragem de Brejinho sdo caracterizados por corpo
alongado, focinho longo e peddnculo caudal mais robusto, enquanto os individuos do riacho
do Brejo apresentam corpo fusiforme, cabeca robusta, focinho curto e pedinculo caudal fino.
Sendo os marcos anatdmicos 2, 3, 4, 7 e 8 0s principais responsaveis por essas diferengas. As
populacbes que mais se assemelharam morfologicamente foram as da barragem do Jazigo e

barragem de Brejinho.

Discussao

Diferencas na morfologia do corpo podem ser usadas para detectar adaptacdo local entre
populacdes (Marques et al., 2016), sendo provavel que organismos de uma mesma espécie,
localizados em ambientes diversos ou submetidos a diferentes fatores ambientais, possam
apresentar fenotipos distintos (Gould e Johnston, 1972; Brett, 1979). Segundo Moreira-Filho
e Bertollo (1991), as espécies do complexo Astyanax scabripinnis apresentam pequena
diferenciacdo morfoldgica quando oriundas de diferentes bacias e comparadas entre si. Podem
ainda apresentar plasticidade fenotipica e diferenciagdo morfoldgica quando analisadas na
mesma bacia hidrogréafica (Caramashi, 1986).

Lazzarotto (2017) afirma, ao comparar a variacdo morfologica em populacdes de uma espécie

de Characidae (Hemigrammus coeruleus), que apenas 10,88% de toda variacdo é decorrente
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do desenvolvimento ontogenético, ou seja, as variagdes ocorridas estdo ligadas principalmente
a fatores externos do que ao desenvolvimento natural da espécie. Essa informacdo pode ser
levada em consideracdo em nossas descobertas, pois nossa espécie alvo pertence a mesma
familia e tem caracteristicas bem semelhantes a H. coeruleus.

A diversidade morfoldgica encontrada entre os espécimes de A. lacustris do presente estudo
pode estar relacionada aos diferentes locais em que foram coletados e aos diferentes fatores
ambientais em que foram expostos, embora pertencam a uma mesma Bacia Hidrografica. As
populacbes da barragem de Brejinho e riacho do Brejo foram as que mais divergiram
morfologicamente. Os individuos do riacho do Brejo apresentaram corpo fusiforme, cabeca
robusta, focinho curto e pedunculo caudal fino. Em ambientes I6ticos, como o riacho do
Brejo, onde a correnteza é mais forte, o corpo fusiforme é teoricamente ideal para locomocéo
a alta velocidade, pois a altura maxima na parte anterior do corpo e o pedunculo caudal fino
amenizam as forgas de oposicdo ao movimento. (Breda et al., 2005). Peixes com essa
morfologia apresentam desempenha maior em hébitats que a manobrabilidade é importante,
como em ambientes com muita vegetacdo, corredeiras e fluxo de agua forte, como € o riacho
do Brejo. (Breda et al., 2005) A maior largura do peddnculo observada na populacdo da
barragem de Brejinho proporciona aos individuos uma natagdo continua em busca de suas
presas (Oliveira, 2005). Essa caracteristica também foi relata por Souza et al. (2012) em
individuos de Astyanax paranae de um corrego formado por corredeiras e remansos da bacia
do alto rio Parana.

As divergéncias morfoldgicas relacionadas a altura da cabeca entre os individuos do riacho do
Brejo e demais localidades, pode ser explicado pelo tamanho da presa ingerida (Pouilly et al.,
2003). Ambientes com caracteristicas de cabeceiras, como é caso do riacho do Brejo,
possuem alimentos com um tamanho maior devido a contribuicdo aléctone da mata ciliar bem
preservada.

As populagdes da barragem de Brejinho e barragem do Jazigo foram as que mais se
assemelharam entre si. Esses dois corpos d’agua sdo ambientes Iénticos. Sabe-se que
modificacGes na forma de peixes devido ao represamento do rio afeta sua morfologia e podem
ocasionar mudancas fenotipicas (Cunico e Agostinho, 2006; Haas et al., 2010). Santos e
Araujo (2015) observaram individuos de A. bimaculatus tendo a forma do corpo mais
hidrodindmica e ser mal adaptada para manobrabilidade em comparagdo com os habitats
I6ticos, 0 que corrobora com nossas descobertas.

Através da presente andlise, tornou-se possivel detectar diferencas morfoldgicas entre as

populacbes de uma mesma Bacia, porem de diferentes localidades. O conhecimento dessa
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variagdo morfoldgica € imprescindivel para a compreensdo da influéncia dos fatores

ambientais, bem como da plasticidade fenotipica da espécie.
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Resumo

Individuos de Astyanax lacustris (n=380) foram fotografados frescos e apos 24h, 1 més e 6
meses submetidos a formol, alcool e congelamento para, por meio da técnica de morfometria
geométrica, verificar os efeitos desses conservantes sobre a forma corporal. Os individuos
foram armazenados em alcool a 70%, formol a 10% e congelamento a -14°C. No total foram
10 tratamentos (frescos, alcool 24h, alcool 1 més, alcool 6 meses, formol 24h, formol 1 més,
formol 6 meses, gelo 24h, gelo 1 més e gelo 6 meses). Teve-se o cuidado de manter os
animais armazenados paralelos ao plano para evitar efeitos de arqueamento. Foram
estabelecidos 13 marcos anatémicos para representacdo da forma do corpo dos espécimes. A
variacdo da forma corporal entre os tratamentos foi verificada a partir da analise de variavel
candnica (CVA) e analises de funcdo discriminante (DFA) para cada periodo com o auxilio
do software MorphoJ. O congelamento a -14°C se mostrou como 0 método que mais altera a
forma dos animais, seja a curto ou longo prazo. O formol a 10% alterou significativamente a
forma ao decorrer dos seis meses, porém a curto prazo foi o mais indicado para manutencgéo
da forma dos animais. O etanol a 70% foi 0 método que menos modificou a forma dos
espécimes ao final do experimento, sendo, portanto, o mais indicado para preservacao a longo
prazo. As regides do corpo onde ocorreram as variagdes mais significativas foram nas regioes
dorsal e ventral, além do pedunculo caudal. O efeito mais comum é o encolhimento que

ocorre quando a dgua corporal dos animais € perdida ou substituida por algum conservante.

Palavras-chaves: etanol, formaldeido, fixacdo, morfometria geométrica, peixes
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Introducéo

As colecBes biologicas desempenham um papel fundamental na area da Biologia, incluindo
estudo da biodiversidade e sua perda, invasdes bioldgicas, perda de habitat, mudancas
climaticas, estudos taxondmicos, sistematicos e populacionais, além de oferecem informacdes
importantes e Unicas, fornecendo dados ao longo de um vasto periodo de tempo até os dias
atuais (Suarez e Tsutsui, 2004).

Espécimes provenientes de colecdes bioldgicas geralmente passam por um processo de
fixacdo em formol (10%) e posterior preservagdo em etanol 70%. Os métodos de preservacao
sdo usados para manter a integridade de espécimes para armazenamento a longo prazo (Leslei
e Moore, 1986). Ambas as substancias, formalina e etanol, tém efeitos semelhantes no corpo e
deixe a amostra rigida. Além disso, a oxidacgdo causada por formol produz acido férmico, que
diminui o grau de célcio nos 0ssos e, eventualmente, os transformam em tecidos moles
(Sturgess e Nicola, 1975).

Varios campos da Biologia (sistemética, analise de crescimento, gestdo de estoques
pesqueiros) usam dados morfoldgicos, e qualquer interferéncia que algum método possa
causar, poderia intervir diretamente a compreensdo biologica dos resultados (Berbel-Filho,
2013). Estudos anteriores mostraram mudancas no comprimento decorrentes da preservacdo
em alcool, formol e congelamento (Shields e Carson, 1996; Lee et al., 2012; Florin e
Lingman, 2008; Greszkiewicz, 2018), em que a intensidade dessas mudancgas pode variar de
acordo com a espécie. Para uma analise mais precisa e quantitativa de como as variagfes
morfoldgicas dos peixes ocorrem apos a preservacao, trabalhos anteriores utilizaram técnicas
de morfometria geométrica. Em um estudo com uma espécie de peixe de agua doce,
preservada durante 90 dias em etanol a 95% e gelo a -20°C, foi relatado uma contragdo do
olho, encolhimento corporal e profusdo da mandibula (Berbel-Filho, 2013). Outro estudo
analisou os efeitos causados pela preservacdo em formol a 10% e etanol a 70% durante 8
semanas na forma do corpo de dez espécies. As principais mudancas ocorridas nos individuos
apo6s a preservacao foram uma diminuicdo do comprimento do abddémen, diminuicdo do
pedunculo caudal (até duas semanas), seguido por um aumento na oitava semana. Além de
pequenas mudancas no tamanho do olho e alongamento da cabeca (Sotola et al., 2019).
Embora mostrem que mudancas na forma do corpo apds a preservacdo sdo conhecidas,
nenhum desses estudos examinou as altera¢cdes morfoldgicas em uma espécie de Characidae.
Portanto este é o primeiro trabalho com uma espécie dessa familia que aborda, por meio da
técnica de morfometria geométrica, as mudancas morfoldgicas ocorridas apds o0s

procedimentos de preservacdo. Nesse contexto, objetivou-se quantificar as variacOes
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morfoldgicas ocasionadas pela preservacdo em alcool, formol e congelamento em trés

diferentes populagdes de Astyanax lacustris da Bacia Hidrografica do rio Pajeu.

Material e métodos

Um total de 380 individuos de A. lacustris foram capturados, sendo 145 na barragem do
Jazigo, 114 na barragem de Brejinho e 121 no riacho do Brejo. O tamanho dos individuos
variou de 2,9 cm a 12,5 cm. Apoés a coleta, os peixes frescos (controle), foram fotografados
lateralmente com auxilio de uma cdmera digital com distancia focal de 50 mm, acoplada a um
tripé e paralela ao plano. Em seguida os individuos foram armazenados em alcool a 70%,
formol a 10% e congelamento. Os individuos do tratamento congelamento foram colocados
na posicdo horizontal e armazenados em freezer a -14°C durante seis meses. Os espécimes do
tratamento alcool a 70% e formol a 10% foram armazenados em recipientes de vidro durante
0 mesmo periodo. Ao todo foram 10 tratamentos (frescos, alcool 24h, alcool 1 més, alcool 6
meses, formol 24h, formol 1 més, formol 6 meses, congelamento 24h, congelamento 1 més e
congelamento 6 meses) Teve-se 0 cuidado de manter os animais armazenados paralelos ao
plano para evitar efeitos de arqueamento. Usando o mesmo procedimento de captura de
imagens descrito acima, os individuos foram fotografados novamente ap0os 24h (curto prazo),
um més (médio prazo) e seis meses (longo prazo).

Foram estabelecidos 13 marcos anatdmicos (Figura 1), para representagdo da forma do corpo
dos espécimes. Os marcos anatémicos foram digitalizados com o auxilio do software TpsDig?2
2.31 (Rohlf, 2018). Em seguida, foi realizada a superimposi¢cdo de Procrustes usando o
software MorphoJ (Klingenberg, 2011) para eliminar as variagdes de tamanho, orientacéo e
posicdo. As diferencas entre as formas médias dos tratamentos foram calculadas usando a

distancia de Procrustes.
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13 12

Figura 1 Localizagdo dos 13 marcos anatdmicos usados nas analises morfologicas,
numeracao e descri¢do. 1- Centro do olho; 2- Porcdo anterior da mandibula superior (ponta do
focinho); 3- Regido dorsal da cabega; 4- Limite inferior da abertura opercular; 5- base do
primeiro raio da nadadeira dorsal; 6- Base posterior do ultimo raio da nadadeira dorsal; 7-
Base anterior da nadadeira adiposa; 8- Base posterior da nadadeira adiposa; 9- Base antero
dorsal da nadadeira caudal; 10- Base antero ventral da nadadeira caudal; 11- Base posterior da
nadadeira anal; 12- Base anterior do primeiro raio da nadadeira anal; 13- Base anterior da

nadadeira pélvica.

A variagdo da forma corporal entre os tratamentos foi verificada a partir da analise de variavel
candnica (CVA) e analises de funcdo discriminante (DFA) para cada periodo com o auxilio
do software MorphoJ (Klingenberg, 2011). A variagéo entre tratamentos e tempo foi avaliada
por meio de uma regressdo multivariada usando o log do tamanho do centréide como a
variavel independente e as coordenadas de Procrustes como variavel dependente.

Foi testado inicialmente a normalidade do tamanho de centroide utilizando o teste de Shapiro-
Wilk e a homocedasticidade por meio do teste de Bartlett. Como os dados ndo se
apresentaram normais (p=<0,005), foi entdo utilizado ANOVA ndo paramétrica (teste de
Kruskal-Wallis). Para verificar qual tratamento foi mais influente na modificacdo da forma,
quantificou-se o grau de alteracdo morfoldgica para cada tratamento atraves da distancia de

Procrustes antes e apos a preservacao.

Resultados
Nas primeiras 24h de preservacdo houve uma expansao da regido ventral e dorsal (em menor

escala), e encolhimento no pedinculo caudal nos individuos armazenados em alcool e formol.
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Os espécimes submetidos ao congelamento apresentaram uma expansdo da regido ventral
(préximo a nadadeira caudal), encolhimento do focinho e retracdo da regido dorsal nas 24h
subsequentes a preservacao. No periodo entre 24h e um més para 0s espécimes preservados
em alcool, ndo foi observado uma variagdo na forma do animal, que permaneceu quase que
inalterada. No tratamento com formol, as mudancas morfoldgicas registradas foram o
encolhimento das regifes dorsal e ventral e do peddnculo caudal. Nos individuos congelados
houve uma expansao da regido dorsal. Apos seis meses em alcool a variacdo dos individuos
foi minima, a forma dos individuos praticamente ndo foi alterada, registrando somente uma
leve reducdo do focinho e expansdo das regides dorsal e ventral. No tratamento formol, a
regido posterior ventral, area proxima a nadadeira anal, retraiu significativamente e o
pedunculo caudal expandiu. O Unico método que modificou a forma como um todo, inclusive

de maneira significativa no focinho, foi o congelamento a longo prazo (Figura 2).

ALCOOL FORMOL CONGELAMENTO

~_ _—

1 més -- 6 meses

Fator de escala: 3
Figura 2 Wireframe das principais mudancas ocorridas nos individuos de Astyanax lacustris

preservados em alcool, formol e congelamento durante 6 meses. Linhas em tom claro
representa a configuracdo de referéncia e linhas em tom mais escuro representa a mudanca

ocorrida apds o tempo de preservacao.

Ao analisarmos as variaveis canonicas (CVA), verificamos uma grande dispersao dos pontos,
sendo possivel perceber um distanciamento gradual dos tratamentos. Os individuos frescos se
concentram do lado positivo do eixo, onde ha um deslocamento gradual dos demais

tratamentos. A variavel candnica 2 apresentou uma separa¢do menos clara entre 0s grupos,
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contudo, observa-se que no eixo positivo ha uma concentra¢do dos individuos submetidos ao

tratamento de congelamento por 6 meses distanciado dos demais grupos (Figura 3).

Fresco

Formol 24h
Congelamento 24h
Alcool 24h

Formol 1 més
Congelamento 1 més
Alcool 1 més

Formol 6 meses
Congelamento 6 meses

Alcool 6 meses

Variavel canoénica 2
> & B » o B > OO

Variavel candnica 1
Figura 3 Resultados da Analise de Variavel Canénica (CVA) comparando CV1 e CV2 do

lambari Astyanax lacustris fresco, apds 24 horas, 1 més e 6 meses em formol, élcool e

congelamento.

De um modo geral, hd uma expansao na forma e em seguida ocorre uma retracdo. Porém, esse
efeito ndo ocorreu de maneira significativa nas primeiras 24h de congelamento, sendo
observado somente apds esse periodo. O que implica dizer que o método de congelamento
ocorre de maneira lenta, porém mais forte na modificacdo da forma dos peixes.

O congelamento a -14°C se mostrou como o método que mais altera a forma dos animais, seja
a curto ou longo prazo. O formol a 10% mostrou-se agressivo ao decorrer dos seis meses,
porém a curto prazo € o mais indicado para manutencdo da forma dos animais. O etanol a
70% foi o método que menos modificou a forma dos espécimes ao final do experimento,
sendo, portanto, o mais indicado para preservacdo a longo prazo. As regides do corpo onde
ocorreram as variagdes mais significativas foram nas regides dorsal e ventral, além do

pedinculo caudal, representados pelos marcos anatémicos 5, 9, 10, 12 e 13.

Discussdo
Ja foi verificado em estudos anteriores que a forma do peixe pode mudar devido aos processos
de preservacédo (Berbel-Filho et al., 2013; Martinez et al., 2003; Sotola et al., 2019; Vergara-
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Solana et al., 2014). Os efeitos causados dependem do tipo de conservante usado; geralmente
usa-se alcool, formol ou congelamento. O efeito mais comum é o encolhimento (Florin e
Lingman, 2008; Lee et al. 2012; Smith e Walker, 2003), que ocorre quando a agua corporal
dos animais é perdida ou substituida por algum conservante (Al-Hassan et al., 2000). A
reducdo dos individuos preservados em alcool ocorre principalmente por conta da
desidratacdo dos tecidos (Sturgess e Nicola, 1975). Apesar de ter ocorrido em uma maior
magnitude, a retracdo encontrada na regido dorsal e ventral dos individuos do tratamento
alcool é semelhante com as encontradas por Berbel-Filho (2013) ao estudar os efeitos dos
procedimentos da preservacao de Cichla kelberi (Tucunaré) apds 90 dias em alcool a 95%.
Martinez et al. (2013) também registraram um encolhimento proveniente do método de
preservacdo proposto por Vanzolini e Papavero (1967) em Pomadasys corvinaeformis e
Eucinostomus argenteus. Apos 52 semanas preservados (6 semanas em formol) esses autores
verificaram uma contragdo do olho, diminuicdo na profundidade do corpo para ambas as
espécies. Além disso, uma profusdo do focinho para E. argenteus, corroborando com nossas
descobertas (embora tenham sido em menor nivel) para o tratamento formol a longo prazo. As
discrepancias encontradas no grau de encolhimento do corpo durante a preservacao em alcool
podem ser atribuidas a diferencas especificas das espécies, no teor de agua corporal e/ou
concentracdo do alcool (Lee et al., 2012).

Berbel-Filho (2013), registrou expansdo das regides dorsal e ventral, do pedinculo caudal e
da cabeca em individuos de Tucunaré congelados a -20°C durante 3 meses. Apesar de ter
ocorrido em menor nivel, esses resultados séo condizentes com nossas descobertas. Florin et.
al. (2008) verificou uma menor reducdo corporal em individuos de Platichthys flesus e Psetta
maxima em comparacdo com os resultados do nosso estudo. Isso pode ser explicado porque
espécies menores, como € o caso de A. lacustris, sdo mais susceptiveis a perda de agua do que
espécies de maior porte (Olsson et al., 2003). A reducdo corporal ocorrida nos individuos
submetidos a formol corrobora com diversos outros estudos (Shields e Carson, 1996;
Vergara-Solana, 2014). A oxidacao causada pelo formol produz &cido férmico, diminuindo a
concentracdo de célcio nos 0ssos e, eventualmente, transforma os individuos em tecidos

moles (Sturgess e Nicola, 1975).

Muitos autores seguem a metodologia proposta por Vanzolini e Papavero (1967) em que os
exemplares séo inicialmente fixados em formol a 10% e posteriormente preservados em
alcool a 70%. Nossos resultados foram condizentes com o que propde essa metodologia, ja

que verificamos que a curto prazo o formol € melhor método para preservacédo; e a medio e
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longo prazo, o élcool é o mais indicado. JA 0 método d congelamento é o menos indicado
independente se for a curto ou longo prazo. Na escolha de um Unico método isolado, sem
combinacéo, o alcool se mostra mais eficiente na manutencao da forma. Estes resultados sdo
de grande importancia bioldgica, tendo em vista que varios estudos de variacdo morfoldgica
utilizam individuos provenientes de colecBGes bioldgicas. Tais estudos podem levar a
resultados errados e, consequentemente, conclusdes erradas devido a alteragdo causada pelos

métodos de preservacdo e ndo por questdes bioldgicas.
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