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RESUMO

As estratégias reprodutivas sdo moldadas por um conjunto de condicbes fisioldgicas e
ecologicas, que variam de acordo com a espécie e com 0 ambiente. Através das técnicas de
amostragem de ovos e larvas e analises moleculares, este trabalho tem como objetivo
investigar e ampliar as informacdes sobre a dindmica reprodutiva de peixes no alto Rio S&o
Francisco. Foram selecionados seis locais para amostragem de ictioplancton e coleta de
varidveis abidticas: um ponto no Rio Sambura (SAM), trés pontos no Rio Sao Francisco
(antes da confluéncia com o Rio Sambura - SFM; um ponto intermediario em Iguatama - SFI;
e um ponto antes da confluéncia com o Rio Para - SFC), um ponto no Rio Bambui (BAM) e
um no Rio Para (PARAC). Foram identificadas 24 espécies de peixes, a partir de ovos e
larvas. A transparéncia da agua foi a varidvel abidtica que mais influenciou a densidade do
ictioplancton e no maior niumero de locais. O ponto de coleta no Rio Para foi o que mais se
diferenciou com relacdo a composi¢do do ictioplancton, muito provavelmente pelo fato de
possuir quatro barragens para geracdo hidrelétrica em seu canal principal. O estudo confirma
a importancia do Alto Sao Francisco para a desova de peixes e evidencia que a identificacao
das espécies é essencial para entender padrdes de temporalidade e espacialidade dos eventos

reprodutivos.

Palavras-chave: Ovos. Larvas. Peixes neotropicais. Migragdo. DNA metabarcoding.



ABSTRACT

Reproductive strategies are shaped by a set of physiological and ecological conditions, which
vary according to species and environment. Through the techniques of sampling eggs and
larvae and molecular analysis, this study aims to investigate and expand the information on
the reproductive dynamics of fishes in the Upper S&o Francisco River. Six points were
selected for ichthyoplankton and abiotic variables sampling: one point on the Sambura River
(SAM), three points on the Sdo Francisco River (before the confluence with the Sambura
River - SFM; an intermediate point in Iguatama - SFI; and one point before the confluence
with the Para River - SFC), a point on the Bambui River (BAM) and one on the Par4 River
(PARAC). Twenty four species of fish were identified, from eggs and larvae. Water
transparency was the abiotic variable that most influenced ichthyoplankton densities, and in
the largest number of locations. The point on the Para River was the most different in
ichthyoplankton composition, most likely due to the fact that it has four dams for
hydroelectric generation in its main channel. The study confirms the importance of the Upper
Sdo Francisco for fish spawning and shows that species identification is essential to

understand patterns of temporality and spatiality of fish reproductive events.

Keywords: Egg. Larvae. Neotropical fish. Migration. DNA metabarcoding.
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1 INTRODUCAO

As estratégias reprodutivas sdo moldadas por um conjunto de condicdes fisiologicas e
ecoldgicas, que variam de acordo com a espécie e com o ambiente (VAZZOLER, 1996). De
forma geral, as espécies de peixes de rios neotropicais se reproduzem na estagdo chuvosa,
geralmente de novembro a fevereiro, quando ocorrem temperaturas mais elevadas e maiores
vazbes (REYNALTE-TATAJE et al., 2012; ROSA et al., 2018). E nesse periodo que 0s
peixes migradores adultos deslocam-se aos trechos mais altos do leito principal ou tributarios
para reproducdo (GODINHO et al., 2010). Os ovos e larvas dos peixes (ictioplancton) séo
transportados passivamente pela correnteza em direcdo as areas propicias para 0 Seu
desenvolvimento que, em geral, sdo as planicies de inundacdo e suas lagoas marginais
(PELICICE; POMPEU; AGOSTINHO, 2015). Apo6s a desova, o retorno dos peixes adultos
aos locais de alimentacdo garante a reposicdo de reserva energética para o proximo ciclo
reprodutivo. Estudos recentes indicam que o retorno dos adultos apresenta alta fidelidade com
0s sitios de alimentacdo, com os individuos retornando para o mesmo local ap0s a reproducéo
(LOPES et al., 2019). Porém, devido a grande diversidade de peixes nas bacias hidrogréficas
sul-americanas esse padréo geral de migracédo tende a apresentar variagdes (CAROLSFELD et
al., 2003).

Devido ao seu tamanho corporal e abundéncia, os peixes migradores tém grande
relevancia ecoldgica e econdmica, sendo 0s mais importantes para as pescas comercial e
esportiva (WINEMILLER, 1989). Diversas atividades antropicas impactam severamente
essas populacdes de peixes, com nitidos reflexos socioeconémicos. A principal delas é a
fragmentacdo dos rios através da construcdo de barragens, as quais bloqueiam 0s processos
migratdrios. Os barramentos também regulam o fluxo de &gua, diminuindo os picos de cheias
sazonais, e retém sedimentos, aumentando a transparéncia da agua a jusante levando,

consequentemente, a maior predacdo de ovos e larvas de peixes (SUZUKI; POMPEU, 2016).

Diante desse cenario, no qual a maioria das bacias neotropicais esta sob influéncia de
barramentos, é fundamental que os rios ou trechos de rios sejam preservados, para possibilitar
o0 recrutamento das espécies de peixes (CASARIM et al., 2018). A definigcdo desses trechos
prioritarios para preservacdo deve considerar as areas que ainda mantém as condigdes
ecologicas necessarias para reproducdo, recrutamento e desenvolvimento de organismos
aquaticos nativos da regidao (NAKATANI et al., 2001). Os peixes migradores neotropicais sao

parte importante desse conjunto, ja que podem compor até mais da metade da biomassa da



ictiofauna de um rio, em especial as espécies detritivoras (FLECKER, 1996). Para que se
mantenha esse equilibrio normalmente sdo necessarios grandes trechos de rio livre, a fim de
que os peixes consigam completar seu ciclo de vida e manter populacdes sustentaveis
(AGOSTINHO et al., 2004). No alto rio S&o Francisco, a montante do reservatorio de Trés
Marias, estudo recente indica o uso de aproximadamente 350 km de rio durante o ciclo
reprodutivo de Prochilodus costatus (curimatd-pioa), o que evidencia a importancia da
manutencdo de trechos de rios livres para o recrutamento dos peixes migradores (LOPES et
al., 2019).

Neste contexto, o estudo do ictioplancton € essencial para a defini¢do de areas a serem
preservadas (POMPEU et al., 2011). A partir dele podem ser identificados os locais mais
importantes para a desova de peixes, em especial 0s migradores, ja que estas apresentam ovos
livres, ou seja, ndo adesivos, se distribuindo ao longo da coluna d’agua enquanto s&o
carreados. Uma vez definidas essas areas, podem ser definidos trechos de rios prioritarios para
preservacdo, nos quais ndo sdo permitidas construcdo de barragens e atividades de mineracao.
Porém, a identificacdo taxonémica desses organismos € complexa, ja que possuem poucas
caracteristicas morfolégicas suficientes para a sua classificacdo nos estagios iniciais de
desenvolvimento. Assim, as analises moleculares, por DNA metabarcoding e barcoding, sdo
ferramentas valiosas e, quando aliadas aos estudos de ictioplancton, possibilitam a
identificacdo assertiva a niveis taxondmicos mais baixos, como género ou espécie (BECKER
etal., 2015; NOBILE et al., 2019).

Assim, através das técnicas de amostragem de ovos e larvas e analises moleculares,
este trabalho teve como objetivo investigar e ampliar as informacdes sobre a dinamica
reprodutiva de peixes no Alto Rio Sdo Francisco. De forma especifica, este estudo procurou
responder as seguintes perguntas: onde localizam-se os principais sitios de desova de peixes
no Alto Rio Sdo Francisco? Quais espécies de peixes (migradores e ndo migradores) estdo se
reproduzindo no leito do rio principal e afluentes? Quais variaveis abioticas mais influenciam
a distribuicdo espacial e temporal das comunidades de ovos e larvas de peixes? Os picos de
desova de peixes migradores estdo ocorrendo no mesmo periodo em todos os tributarios e

estes eventos coincidem com a época de maior vazao?
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado na Bacia do Alto Rio S&o Francisco, no segmento a montante
do reservatério de Trés Marias. Esta é a primeira grande barragem no canal principal do rio,
localizada em Minas Gerais, Brasil. Nesta regido, o Rio S&o Francisco possui um segmento
I6tico de aproximadamente 400 km, drena uma area de 14.203 km?2 e apresenta varios
afluentes (CBHSF, 2016). Um dos principais € o rio Sambura, localizado proximo a
cabeceira, considerado a nascente geografica do Sdo Francisco. Porém, o maior afluente a
montante da represa de Trés Marias € o rio Pard, que desadgua no rio Sdo Francisco entre 0s
municipios de Pompéu e Martinho Campos, e drena uma area de 12.233 km2. Este rio possuli
quatro barragens de geracdo hidrelétrica ao longo de seu canal principal, que regulam o fluxo
do rio (CBH-PARA, 2008). No alto Sdo Francisco, na proximidade das cidades de Iguatama e
Lagoa da Prata, e em alguns afluentes, como o rio Bambui, sdo encontradas inimeras varzeas,
gue sdo inundadas pelo transbordamento lateral dos rios durante a estacdo chuvosa, e que sdo
reconhecidamente importantes como sitio de desenvolvimento inicial para as espécies

migradoras encontradas na regido (SATO et al., 1988).

A precipitacdo média anual da Bacia do Sdo Francisco € de 1.036 mm e o clima da
regido de estudo é Cwa, de acordo com a classificacdo de Kdppen, caracterizado por uma
estacdo chuvosa de outubro a margo e uma estacdo seca de abril a setembro (CBHSF, 2016).

Foram selecionados seis locais para amostragem de ictioplancton: um ponto no Rio
Sambura (SAM), trés pontos no Rio Sao Francisco (antes da confluéncia com o Rio Sambura
- SFM; um ponto intermediario em Iguatama - SFI; e um ponto antes da confluéncia com o
Rio Para - SFC), um ponto no Rio Bambui (BAM) e um no Rio Para (PARAC) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa da area de estudo, com a localizacdo dos pontos amostrais no Alto Rio S&o
Francisco, Minas Gerais, Brasil.
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Fonte: Do autor (2021).

2.2 Coleta de dados

As coletas foram realizadas por moradores da regido treinados pela equipe de pesquisa;
nos meses de piracema, de novembro de 2019 a fevereiro de 2020, a cada trés dias, ao final da
tarde, em todos os seis pontos, resultando em 41 coletas por ponto (246 amostras ao todo). A
transparéncia e a temperatura da agua foram mensuradas com uso de disco de Secchi e
termbmetro, respectivamente. Para a coleta de ovos e larvas de peixes foi utilizada rede de
ictioplancton cénica, com malha de 500 micrometros. A rede foi posicionada no local de
maior fluxo de &gua por 10 minutos, com um fluxémetro acoplado a rede para medir o
volume de é&gua filtrado. O material coletado foi acondicionado em potes plasticos
(capacidade de 600ml) com alcool etilico absoluto e levado ao laboratério para triagem. Esta
foi realizada com auxilio de placa de Bogorov e estereomicroscopio. Dados de pluviosidade e
vazdo foram  obtidos no site da Rede  Hidrometeoroldgica  Nacional
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(http://www.snirh.gov.br/hidroweb), a partir de estacdes pluviométricas e fluviométricas
proximas a cada ponto de coleta.

2.3 ldentificacdo dos ovos e larvas

As larvas de peixes foram identificadas com base na morfologia até o menor nivel
taxonémico possivel (NAKATANI et al., 2001). Para consolidar a identificacdo morfologica e
a titulo de “confirmag¢do” foram enviadas 41 larvas de diferentes amostras para identificagdo
molecular por DNA barcoding (analise de cada individuo). Fundamentados nos picos de
abundancia de ictioplancton foram selecionadas 33 amostras para identificacdo molecular por

DNA metabarcoding (analise da amostra inteira, pool de individuos).

2.3.1 DNA barcoding

As 41 larvas de peixe selecionadas foram fixadas individualmente em etanol absoluto,
armazenadas em eppendorfs e encaminhadas para identificagdo molecular por DNA
barcoding. A identificacdo foi realizada com utilizacdo de uma sequéncia de DNA do gene
COl, com 650 pares de base. O sequenciamento para o gene COIl ou Barcode é utilizado para
a identificacdo molecular de peixes, sendo que espécies distintas apresentam divergéncias
genéticas superiores a 2%, enquanto individuos da mesma espécie apresentam divergéncias
intraespecificas inferiores a 2% (WARD et al., 2009). Assim, sequéncias de DNA que
apresentaram similaridade acima de 98% com sequéncias referéncia do banco de dados do
NCBI foram identificadas ao nivel de espécie. As sequéncias de DNA obtidas com
similaridades de 90% a 98% foram classificadas ao nivel de género.

A extracdo do DNA das amostras foi feita pelo aquecimento com solucdo de
proteinase K e resina CHELEX 100® (Sigma).

As reacOes em cadeia da polimerase (PCR) do gene Citocromo oxidase subunidade |
(Can foram realizadas utilizando 0S primers Fish F1
(TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC) e Fish R1
(TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA) (WARD et al., 2005), em um termociclador


http://www.snirh.gov.br/
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(Veriti®, Well Thermal Cycler, Applied Biosystems®) com um volume final de 15 pl
composto por 11,0 ul de dgua ultrapura (Promega®), 1,5 ul de tampao 10X contendo 0,45 ul
de MgCL>, 1,0 ul de DNA molde, 0,3 ul de ANTP (10mM) (Invitrogen®), 0,3 ul de cada
primer (10 uM) e 0,15 pl de polimerase de DNA Taq (5U /ul).

O ciclo térmico consistiu em uma etapa inicial de desnaturagdo a 95°C por 2 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30s, anelamento dos primers a 54°C por 30s e
extensdo a 72°C por 1 min; com extensdo final de 72°C por 5 min. Os fragmentos
amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1% em TAE 1X (Tris-Acetato EDTA)
com uso de SaferDye® (Kasvi) sob transiluminador de luz ultravioleta. A reagdo de
sequenciamento e a leitura dos fragmentos de DNA sequenciados foram realizadas pela

empresa ACTGene Andlises Moleculares Ltda.

As sequéncias foram analisadas e editadas no programa Geneious Vv.4.8.5
(DRUMMOND et al., 2009) (http://www.geneious.com/). As sequéncias mitocondriais do
COIl foram comparadas com pesquisa de busca no GenBank para sequéncias similares

disponiveis no site (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST).

2.3.2 DNA metabarcoding

As 33 amostras de ictioplancton (selecionadas de acordo com os picos de abundancia),
contendo um pool de individuos, foram analisadas pelo método de DNA metabarcoding. Esse
método permite a analise de diversos organismos combinados em uma mesma amostra através

do sequenciamento de DNA de alta performance (Illumina).

O DNA foi extraido utilizando o método adaptado de Salting-out (ALJANABI;
MARTINEZ, 1997). O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop 2000—

(Thermo Scientific) e, em seguida, as amostras foram normalizadas a 100 ng/pl.

Um fragmento de 655pb da extremidade 5’ do gene mitocondrial COI foi amplificado
via PCR por meio de uma combinacdo de diferentes primers (Fish F1 e FishR1), modificados
a partir de sequéncias ja publicadas na literatura. As sequéncias originais receberam uma
cauda (pré-adaptador lllumina) complementar ao adaptador utilizado em uma segunda PCR
subsequente. Essa reacdo foi realizada com uma amostra de &4gua para monitorar possivel

contaminacdo (controle negativo), além de um controle positivo. A seguir, 0s produtos da


http://www.geneious.com/
http://www.ncbi.nih.gov/BLAST
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PCR foram purificados com esferas magnéticas (Agencourt AMPure XP® - Beckman
Coulter).

Apos a purificagdo, foi realizada uma PCR com os adaptadores do Nextera Index kit®
(IMlumina) para a amplificagdo do conjunto de amplicons do passo anterior. Nessa reacéo, 0s
adaptadores compativeis com o sistema Illumina de sequenciamento de nova geragdo (P5 e
P7) foram utilizados como primers. Uma combinacdo de index Unico (sequéncias especificas
associadas ao adaptador Illumina) foi utilizada para posterior identificacdo de cada amostra,
uma vez que todos os pontos formardo um Unico conjunto de sequenciamento. O produto da

amplificagéo foi avaliado em gel de agarose 1,5 %.

As amostras foram amplificadas com sucesso na PCR, pois apresentaram o padrao de
banda esperado para o fragmento COI (655pb COI + 60pb adaptador + 64pb index = 780pb).
N&o foi observada amplificacdo para o controle negativo, indicando auséncia de
contaminacdo nas reacdes. Os produtos da PCR foram entdo, novamente purificados com
esferas magnéticas (Agencourt AMPure XP® — Beckman Coulter), quantificados em

Nanodrop e normalizadas para 20 ng/pl.

Todas as amostras foram unidas em um anico pool e este foi purificado com o kit
Zymoclean™ Large Fragment DNA Recovery (Zymo Research) para a retirada de fragmentos
espurios ao fragmento de tamanho desejado (655pb COI + 60pb adaptador + 64pb index =
780pb). Por meio de uma PCR em tempo real, realizada com o reagente KAPA Biossystems
Quantification Kit (Illumina), o pool foi quantificado, diluido a uma concentracdo de 2nM e
novamente quantificado para confirmacdo da concentracdo final. A solucdo final foi
desnaturada e carregada no equipamento MiSeq® (lllumina), utilizando o kit de
sequenciamento Miseq v3 300ciclos (2x150pb) com uma concentracéo final de 16 pM.

O processamento dos dados foi realizado utilizando um script customizado em R,
utilizando os pacotes DADA2 (CALLAHAN et al., 2016) e Phyloseq (MCMURDIE;
HOLMES, 2013), bem como o programa cutadapt (MARTIN, 2011). As reads obtidas no
sequenciamento foram automaticamente demultiplexadas pela plataforma Basespace
(IMlumina). Inicialmente foi realizada a remocéo de bases indeterminadas (Ns), e a detec¢éo e
remocao das sequéncias correspondentes aos primers. Em seguida foi realizada a remocdo de
reads com qualidade inferior a PHRED 20 (1 erro a cada 100 bp). Foi realizada a
classificagdo com sequéncias disponiveis no BOLD (https://www.boldsystems.org/), contendo

114.425 de vertebrados, utilizando um classificador Bayesiano integrado no pacote DADAZ2.
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Adicionalmente, as sequéncias de DNA (reads) foram submetidas a busca por similaridade no
banco de dados NCBInr, utilizando a ferramenta BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990), com
limiares de cobertura de sequéncia > 85% e de identidade de sequéncia > 80%. A curadoria

das identificacdes foi realizada individualmente para cada amostra.

2.4 Analise estatistica dos dados

A densidade do ictioplancton de cada amostra foi calculada padronizando a
abundancia por 10 m3 de agua filtrada (NAKATANI et al., 2001). A densidade foi comparada
separadamente entre pontos para ovos e para larvas através de graficos boxplot, contendo a

mediana da densidade das coletas de cada ponto, e teste de Kruskal-Wallis.

A estrutura da comunidade de larvas (de acordo com a analise morfoldgica), de cada
ponto, foi agrupada por més e foi avaliada através de nMDS (escalonamento
multidimensional ndo-métrico), usando o indice de similaridade de Bray-Curtis e as

diferengas entre eles foram testadas através de ANOSIM (anélise de similaridade).

A proporcao das cinco principais espécies identificadas por DNA Metabarcoding em

cada local e época foi apresentada em gréaficos de pizza do Excel.

A relacdo entre a densidade de ovos e larvas de cada ponto de coleta com as variaveis
abioticas foi testada através de GLM (modelos lineares generalizados), com distribuicdo
QuasiPoisson. Foi realizado um GLM para ovos e um GLM para larvas, para cada ponto de
coleta, tendo como variaveis explicativas a temperatura, transparéncia, vazdo e a

pluviosidade. A analise foi realizada no Software Statistica.

A caracterizacao dos pontos de coleta em funcdo das variaveis abioticas (pluviosidade,
temperatura da agua, vazdo e transparéncia da agua) foi realizada através da Analise de

Componentes Principais (PCA), no Software R, utilizando o pacote ‘vegan’.
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3 RESULTADOS

Foram capturados 48.474 ovos e 7.893 larvas (Figuras 2 e 3). A coleta com maior
namero de ovos ocorreu no dia 31/12/2019 no ponto SFI (S&o Francisco Intermediario), com
a captura de 8.926 individuos e a coleta com maior nimero de larvas foi no dia 16/12/2019,
no ponto SFC (S&o Francisco Confluéncia), com 1.138. O ponto SFI foi o que apresentou o

maior numero de ovos e larvas coletados ao longo de todo o periodo (Figura 4).

Foram observadas diferencas significativas nas densidades de ovos (KW = 137,42; p <
0,001) e larvas (KW = 113,74; p < 0,001) entre os pontos de coleta (Figuras 5 e 6). Os rios
Sdo Francisco - na sua porcdo intermediaria (SFI) - e Bambui (BAM) foram os que
apresentaram as maiores densidades de ovos, seguidos dos rios Samburd (SAM) e Séo
Francisco montante (SFM). Ovos foram bastante raros no rio Pard (PARAC) e no S&o

Francisco préximo a confluéncia com este rio (SFC).

Larvas também tiveram maior densidade nos rios S8o Francisco na sua por¢do
intermediaria (SFI) e Bambui (BAM), mas foram seguidos do ponto do S&o Francisco mais a
jusante (SFC). Densidades de larvas foram sempre muito baixas nos rios Sambura (SAM), no
Séo Francisco montante (SFM) e no rio Pard (PARAC).



Figura 2. Ovos de peixes coletados no Alto Rio S&o Francisco.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 3. Larvas de peixes coletadas no Alto Rio S&o Francisco.

Fonte: Do autor (_2021).
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Figura 4. Abundancia total de ovos e larvas coletados em cada ponto de 01/11/2019 a

29/02/2020.
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Fonte: Do autor (2021).
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Figura 5. Boxplot da mediana da densidade de ovos de peixes coletada em cada local (sem um
outlier do SFI). Cada ponto no gréafico representa uma coleta (foram realizadas 41
por local). A linha central em cada boxplot corresponde a mediana das densidades

de ovos.
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Fonte: Do autor (2021).
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Figura 6. Boxplot da mediana da densidade de larvas de peixes coletada em cada local (sem
um outlier do BAM). Cada ponto no grafico representa uma coleta (foram
realizadas 41 por local). A linha central em cada boxplot corresponde a mediana
das densidades de larvas.
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Fonte: Do autor (2021).

Com a identificacdo morfolégica de todas as larvas e identificacdo com DNA
barcoding das 41 larvas selecionadas, foi possivel identificar 14 tdxons de peixes (Tabela 1),
sendo individuos da familia Pimelodidae e do género Pimelodus os de maior abundancia e
presentes em mais locais. Foi observada grande variacdo mensal na estrutura das comunidades
de larvas em cada ponto de coleta (Figura 7). Ainda assim, os pontos diferiram

significativamente (ANOSIM R = 0,41; p < 0,001).



22

Tabela 1. Téxons das larvas de peixes identificadas morfologicamente e com DNA barcoding,
coletadas no Alto S&o Francisco no periodo de novembro de 2019 a fevereiro de
2020.

CLASSI EICAQAO PONTOS DE COLETA
TAXONOMICA

SAM SFM SFI BAM  PARAC SFC

Ordem Characiformes

Familia Anostomidae X X X
Familia Characidae
Astyanax sp / Psalidodon sp X
Piabarcus stramineus
Familia Crenuchidae
Characidium sp.
Familia Prochilodontidae
Prochilodus sp. X
Familia Serrasalmidae
Myleus micans
Familia Triportheidae
Triportheus guentheri X
Ordem Siluriformes

X X X

X X X XX X

Familia Loricariidae
Familia Pimelodidae X X
Bergiaria westermanni
Pimelodus sp. X X
Familia Heptapteridae
Imparfinis sp.
Pimelodella vittata
Ordem Gymnotiformes

XXX X XX
X X X
X X X
X X X

Legenda: SAM= Rio Sambur4; SFM= Rio S3o Francisco montante; SFI= Rio S&o Francisco
intermediario; BAM= Rio Bambui; PARAC= Rio Para; SFC= Sdo Francisco confluéncia. Fonte: Do
autor (2021).



23

Figura 7. Escalonamento multidimensional ndo métrico da composi¢cdo mensal dos taxons de
larvas identificados morfologicamente, por ponto amostral.
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Fonte: Do autor (2021).

As andlises de metagendmica realizadas em 33 das amostras coletadas foram capazes
de identificar 21 espécies de peixes (Tabela 2), e revelaram que os ovos e larvas coletados nos
maiores picos de abundéncia pertenciam a pelo menos 11 espécies: Pimelodus pohli,
Pimelodus maculatus, Prochilodus argenteus, Prochilodus costatus, Megaleporinus
obtusidens, Megaleporinus reinhardti, Bergiaria westermanni, Schizodon knerii, Pimelodus
fur, Pachyurus sp. e Leporinus taeniatus. A propor¢do da abundancia das cinco principais
espécies esta representada nas Figuras 8 e 9. A maior parte do ictioplancton amostrado nestas
ocasides pertence a duas espécies do género Pimelodus (P. pohli e P. maculatus), que

parecem utilizar a maior parte da regido para atividade reprodutiva, e por um longo periodo.

As espécies P. costatus, P. argenteus e M. obtusidens sdo consideradas migradoras de
longa distancia. Ovos das espécies do género Prochilodus (P. costatus e P. argenteus) foram
detectados nos locais SAM, SFM e SFI. Chama a atengdo a sua ocorréncia em maior
quantidade e de maneira sincrénica nos pontos altos da bacia (SAM e SFM), no dia
24/01/2020. Ja as larvas destas espéecies foram detectadas no Rio Bambui (BAM) e nos
trechos baixos da bacia (SFC e PARAC). No PARAC apenas larvas de P. argenteus foram
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detectadas, e no SFC apenas larvas de P. costatus. Ovos de M. obtusidens foram encontrados
nos pontos SAM, SFM e SFI, sendo que a desova foi sincronica nos dois primeiros pontos no
dia 07/11/2019. Larvas de M. obtusidens foram capturadas no ponto SFC.

Com a juncdo das identificagdes morfoldgicas e moleculares foram identificados 26
tdxons de peixes, a partir de ovos e larvas (Tabelas 1 e 2).

Tabela 2. Ovos e larvas de peixes identificados por DNA Metabarcoding no Alto S&o
Francisco no periodo de novembro de 2019 a fevereiro de 2020.

CLASSI EICAQAO PONTOS DE COLETA
TAXONOMICA

SAM SFM SFI BAM  PARAC SFC

Ordem Characiformes

Familia Anostomidae

Leporinus taeniatus @)

Leporinus piau L

Leporellus vittatus

Megaleporinus obtusidens
Megaleporinus reinhardti

Schizodon knerii oL oL (0]
Familia Characidae

Astyanax sp @)

Piabarcus stramineus o] 0 0]

Psalidodon rutilus

Pygocentrus nattereri L
Familia Crenuchidae

Characidium fasciatum

Characidium zebra
Familia Parodontidae

Parodon hilarii
Familia Prochilodontidae

Prochilodus costatus

Prochilodus argenteus
Familia Serrasalmidae

Myleus micans L

Ordem Siluriformes

oNeoNe)

loNeNe)
o
o
(I

o
o
-

oL L L

oo O 0o

OO0 O o

Familia Pimelodidae

Bergiaria westermanni @ @) oL L
Pimelodus pohli @] @ oL oL oL L
Pimelodus maculatus O @) oL oL oL L
Pimelodus fur O @) O O L

Ordem Perciformes

Familia Sciaenidae
Pachyurus sp. 0 0 0 0 L

Legenda: SAM= Rio Samburd; SFM= Rio S80 Francisco montante; SFI= Rio S8o Francisco
intermediario;, BAM= Rio Bambui; PARAC= Rio Para; SFC= Sdo Francisco confluéncia; O= ovos;
L= larvas . Fonte: Do autor (2021).
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Figura 8. Numero de ovos amostrado ao longo do periodo de coletas. Amostras com picos de
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abundancia de ovos, identificadas pelo método de DNA Metabarcoding, estdo
sinalizadas pelas setas. Cada grafico de pizza corresponde & composicao
taxonémica encontrada (Azul — Pimelodus pohli; vermelho — Pimelodus maculatus;
amarelo — Megaleporinus obtusidens; laranja — Prochilodus costatus; verde —
Prochilodus argenteus; branco — outras espécies e sequéncias ndo identificadas).
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Fonte: Do autor (2021).
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Figura 9. NUmero de larvas amostradas ao longo do periodo de coletas. Amostras com picos
de abundancia de larvas, identificadas pelo método de DNA Metabarcoding, estdo
sinalizadas pelas setas. Cada grafico de pizza corresponde a composicao
taxonémica encontrada (Azul — Pimelodus pohli; vermelho — Pimelodus maculatus;
amarelo — Megaleporinus obtusidens; laranja — Prochilodus costatus; verde —
Prochilodus argenteus; branco — outras espécies e sequéncias ndo identificadas).
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Fonte: Do autor (2021).

A varidvel abiotica que mais influenciou a densidade de ictioplancton foi a
transparéncia. J& nos pontos SFM e PARAC nenhuma das quatro variaveis influenciou
significativamente as densidades de ovos ou larvas (Tabela 3). Através da analise de PCA foi
observado que a transparéncia no PARAC é a variavel de maior dissimilaridade em relacéo

aos outros locais (Figura 10).
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Tabela 3. Par@metros dos modelos lineares generalizados, construidos para cada um dos
pontos de coleta (em negrito as variaveis que foram significativas, p < 0,01).

Local Ovos Larvas
Varidveis Estimate T value p Estimate T value p
BAM
Vazédo -0,028 -2,60 0,01 -0,03 -1,53 0,13
Temperatura  -0,003 -0,03 0,97 -0,23 -1,10 0,28
Transparéncia  -0,047 -1,55 0,13 -0,41 -3,31 <0,01
Pluviosidade -0,003 -0,46 0,65 -0,02 -1,01 0,32
SAM
Vazéo -0,01 0,03 0,98 0,02 1,27 0,21
Temperatura 0,04 0,47 0,64 -0,18 -0,74 0,46
Transparéncia  -0,11 -3,41 <0,01 -0,03 -0,39 0,70
Pluviosidade 0,01 1,13 0,27 -0,04 -1,06 0,29
SFM
Vazéo -0,03 -0,76 0,45 -0,14 -1,24 0,22
Temperatura  -0,19 -1,10 0,28 -0,41 -1,41 0,17
Transparéncia 0,01 0,06 0,95 -0,01 -0,17 0,87
Pluviosidade 0,01 0,07 0,95 -0,05 -0,94 0,35
SFI
Vazéo -0,01 -2,65 0,01 -0,01 -1,03 0,31
Temperatura  -0,17 -1,39 0,17 0,14 1,08 0,29
Transparéncia  -0,01 -0,03 0,98 -0,03 -1,18 0,25
Pluviosidade  -0,01 0,76 0,45 0,01 0,99 0,33
SFC
Vazéo -0,01 -1,75 0,09 -0,01 -1,59 0,12
Temperatura  -0,22 -0,82 0,42 -0,33 -1,54 0,13
Transparéncia  -0,29 -2,67 0,01 -0,19 -2,70 0,01
Pluviosidade  -0,02 2,77 <0,01 -0,01 0,37 0,71
PARAC
Vazéo 0,01 0,53 0,59 0,01 0,64 0,52
Temperatura 0,51 1,45 0,16 -0,04 -0,17 0,86
Transparéncia  -0,03 -1,29 0,20 -0,03 -1,18 0,25
Pluviosidade 0,03 1,90 0,07 -0,01 -0,21 0,83

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 10. Anélise de componentes principais (PCA) das variaveis abidticas mensuradas no
periodo de 01/11/2019 a 29/02/2020 no Alto Rio Sdo Francisco.
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4 DISCUSSAO

As coletas realizadas permitiram confirmar que os rios Sambura, Bambui e as
cabeceiras do rio Sdo Francisco constituem os principais sitios de desova de peixes no Alto
Rio S&o Francisco. Pelo menos 24 espécies de peixes com ovos livres se reproduziram no
periodo estudado ao longo do leito do rio Sdo Francisco e de seus principais afluentes,
destacando-se, entre as migradoras de longa distancia, as do género Prochilodus e
Megaleporinus obtusidens. A transparéncia e a vazdo foram as variaveis abioticas com maior

influéncia sobre as densidades de ovos das espécies migradoras.

Os dados de abundancia de ovos evidenciaram que, na regido do alto Séo Francisco, a
montante da represa de Trés Marias, 0s trechos superiores e afluentes sdo os locais mais
importantes para desova. Tal padrdo ja havia sido apontado por estudos com ovos e larvas
concomitantes com avaliacdo de padrdes migratorios de Prochilodus costatus através de radio
telemetria (LOPES et al., 2019). Porém, a avaliacdo de parte dos ovos através da
metagenémica permitiu comprovar, pela primeira vez, que pelo menos alguns destes ovos séo
desta espécie, justamente nos afluentes para onde os peixes migradores se destinam, durante a

época reprodutiva.

A ocorréncia de maior densidade de ovos, especialmente de espécies migradoras, nas
porcdes superiores da bacia era esperada. Estas regides estdo localizadas, frequentemente, a
montante de regiBes ricas em lagoas marginais, e em distancia suficiente para que cheguem a
estes ambientes ja no estagio de larvas (BAUMGARTNER et al., 2004). Isto explica a
presenca de larvas nas regides inferiores do trecho estudado, que é também a mais rica em
planicies de inundacdo. No alto Séo Francisco, lagoas marginais s&o mais abundantes no seu
trecho médio e no baixo curso do rio Bambui (SATO; CARDOSO; AMORIM, 1988; LOPES
et al., 2019). Devido a esse padrdo, também é explicavel por que os locais mais abundantes
em ovos, na maioria das vezes, ndo sdo 0s mesmos locais mais abundantes em larvas, ja que,
em geral, a eclosdo leva de 12 a 20 horas para acontecer (NAKATANI et al., 2001;
GODINHO et al., 2003).

A utilizacdo da ferramenta de metagenémica foi capaz de elucidar padrdes temporais e
espaciais para diferentes espécies. Padrfes que certamente ndo apareceriam em estudos
convencionais de ovos e larvas. Com a analise molecular foram identificadas 24 especies de

peixe, sendo trés de migradoras de longa distancia. Algumas questdes ndo sdo possiveis de
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avaliar apenas com contagem do ndmero de ovos, por exemplo, a sincronia das duas espécies
de Prochilodus (P. costatus e P. argenteus), que desovaram juntas nos mesmos locais e datas.
Tal sincronia e fidelidade temporal corroboram os estudos de telemetria, que tém mostrado
qgue o mesmo individuo sobe e desce o rio na mesma época e se direciona para 0S mesmos
locais em diferentes anos (LOPES et al., 2019). Esse resultado mostra que o ciclo de vida é
muito mais complexo de ser preservado com mecanismos de transposicdo (POMPEU;
AGOSTINHO; PELICICE, 2012), uma vez que esses eventos parecem ter momento e local

certos para acontecer. Os peixes migradores sao menos ‘plasticos’ do que se acreditava.

Embora os grandes picos de desova tenham sido nesses locais, observou-se que muito
mais espécies estdo desovando. Espécies cujo carater migrador é pouco conhecido estdo
desovando na maior parte da bacia, e em um grande nimero de ocasides, como as do género
Pimelodus. O carater migrador de Pimelodus maculatus vem sendo questionado
(CAROLSFELD et al., 2003). E considerado migrador em algumas bacias, mas
aparentemente s6 realiza movimentos de curta distancia no Sdo Francisco durante o periodo
reprodutivo (CAROLSFELD et al., 2003). A espécie desova de novembro a janeiro, com
multiplos eventos de desova durante este periodo: uma caracteristica incomum para espécies
migradoras, que normalmente apresentam desova total (CAROLSFELD et al., 2003). A
associacdo de identificacdo morfoldgica e molecular confirmou que as larvas dessas espécies

estdo nos trechos médios e baixos da bacia.

Assim, somente com a aplicacdo da ferramenta molecular nos grandes picos de ovos e
larvas foi possivel revelar padroes que ficariam “ocultos”. Estudos como o de Nobile et al.
(2019), que identificou 28 taxons de larvas de peixes no Rio Mogi Guacu (um afluente do Rio
Grande), também mostraram que a identificacdo por Metabarcoding € uma ferramenta que
confere confiabilidade aos dados. Porém, o presente trabalho é pioneiro em utilizar tal

ferramenta para avaliar padrbes temporais e espaciais de desova.

De todos os locais amostrados, o que mais se diferenciou com relacdo a composi¢édo
do ictioplancton foi o Rio Pard, que também apresentou densidades reduzidas de ovos e
larvas. O rio Pard ¢ o maior afluente do trecho alto da bacia, onde se esperaria grande
importancia como local de desova. Porém, além de ndo possuir extensas planicies de
inundagéo, ele é o Unico rio barrado entre os estudados, com Vvarios aproveitamentos
hidrelétricos, sendo os mais importantes: PCH Cajuru e PCH Gafanhoto (ROSA et al., 2018).
Essas hidrelétricas, aléem de interromper a migracdo, sdo capazes de mudar as condigdes

fisico-quimicas do rio, em especial, aumentando a transparéncia. Tais aspectos certamente se
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refletiram nas baixas densidades de ovos e larvas observadas. Elevada transparéncia esta
relacionada & maior taxa de predacdo do ictioplancton (SUZUKI; POMPEU, 2016), e tem
sido apontada como um dos fatores que podem inibir a desova (VAZZOLER, 1996). De fato,
essa variavel foi responsavel por influenciar significativamente as densidades de ictioplancton
em mais locais, como densidade de ovos no SAM e no SFC, e densidade de larvas no BAM e
SFC. Além disso, a vazdo foi responsavel por influenciar a densidade de ovos no BAM e no
SFI. Finalmente, a pluviosidade influenciou a densidade de ovos no SFC. Essas variaveis
abioticas foram avaliadas em outros estudos como responsaveis por influenciar densidades de
ovos e larvas. Suzuki e Pompeu (2016), por exemplo, concluiram que a transparéncia da agua
e a temperatura foram os principais fatores abiéticos que influenciaram a variagdo temporal da
ocorréncia do ictioplancton em trechos ndo barrados do Rio Grande. Ja em outro estudo no
Rio lvinhema, a densidade de ovos e larvas foi positivamente correlacionada com aumentos
na temperatura e vazdo da agua e negativamente correlacionada com a transparéncia da agua
(REYNALTE-TATAJE etal., 2011).
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5 CONCLUSAO

O presente estudo corrobora informagdes conhecidas acerca dos padrées migratdrios
de peixes no Alto Rio S&o Francisco, tanto com relacdo aos principais gatilhos para desova,

quanto os principais locais de desova de Prochilodus costatus.

O uso de metagendmica aliada a identificacdo morfoldgica evidenciou a ocorréncia de
desova de Vérias outras espécies migradoras e ndo migradoras. A partir dos dados levantados,
outros questionamentos surgiram, por exemplo: o que determina a desova de Pimelodus,

observada ao longo de todo periodo de coleta?

A metagendmica foi uma ferramenta Gtil na identificacdo das espécies de ovos e larvas
de peixes e estudo dos padrdes reprodutivos. Pode ser valiosa também no estudo de espécies
ameacadas de extingdo, em que € necessario saber exatamente onde ocorrem e quais 0S seus

hébitats criticos, como sitios de desova, para o planejamento de a¢des de preservacao.

Definir o Rio Séo Francisco como Rio de Preservacao Permanente, no trecho que vai
da nascente até o reservatério de Trés Marias, incluindo tributarios como Rio Bambui e Rio
Samburd, pode ser uma medida eficaz para protecdo da ictiofauna nativa, pois esta regido é

importante local de desova para varias espécies de peixes desta bacia hidrogréafica.
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