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RESUMO

AlteracGes ambientais provocadas por atividades agropecuérias, barramentos, expansao urbana
e poluicdo figuram entre as principais ameagas a conservacao da ictiofauna no Pais. Na bacia
do rio Doce, por exemplo, 9 de suas 70 espécies encontram-se listadas na portaria MMA
445/2014. O rompimento da barragem de rejeitos de mineracdo de Fundao, ocorrido em 2015,
pode ter ocasionado uma piora no estado de conservacao de algumas dessas espécies, bem como
a inclusdo de outras nas categorias de ameacas. Assim, torna-se imperativo a realizacdo de
estudos e acOes para a conservagao desses peixes. Entre as areas reconhecidas como relevantes
para a conservacdo da ictiofauna do rio Doce destaca-se a bacia do rio Santo Anténio. O
presente trabalho teve como objetivo realizar estudos focados em biologia basica e reprodutiva
para fornecer subsidios a conservacgdo das espécies ameacadas de extin¢do endémicas da bacia
do rio Doce. As coletas foram realizadas no rio Santo Antdnio no Municipio de Ferros — MG.
Foram coletados espécimes de Henochilus wheatlandii, Steindachneridion doceanum e Brycon
opalinus os quais foram encaminhados ao ICMBIio/CEPTA e mantidos em tanques e viveiros
com renovagdo constante de agua. Entre as espécies capturadas, H. wheatlandii foi a mais
abundante com indicativos de possuir uma populacdo saudavel. As demais espécies foram
menos abundantes e possivelmente podem estar em declinio na regido. Os juvenis de H.
wheatlandii se mostram sensiveis a varia¢des de temperatura e a infestacdo por Ichthyophthirius
multifiliis. Por outro lado, os individuos adultos das trés espécies coletadas se adaptaram
rapidamente as condicdes de cativeiro. No presente estudo foram caracterizados aspectos de
diferenciacdo sexual secundaria, motilidade espermatica e analise cromossémica das espécies.
Além disso, foi elaborado uma proposta de unidade de conservacdo para proteger os habitats

necessarios a manutencgdo de quatro espécies ameacadas de extingao.

Palavras-chave: espécies ameacadas, banco genético, unidades de conservacao, endemismo



ABSTRACT

Environmental changes caused by agricultural activities, buses, urban sprawl, and pollution are
among the main threats to ichthyofauna conservation in the country, as an example, 9 out of 70
species of the Doce river basin are listed in MMA 445/2014 ordinance. The Funddo mining
tailings dam rupture of 2015 may have led to aggravation in the conservation status of some of
these species, as well as the inclusion of others in higher threat categories. Thus, it is imperative
to develop studies and actions for these fish conservation. Among the areas of Doce river basin
that are recognized as relevant for ichthyofauna conservation, Santo Antonio river basin takes
a place of highlight. Our work aimed to develop studies focused on species basic reproductive
biology to provide support for the conservation of endangered endemic species of the Doce
river basin. The collections were done in Santo Antdnio river, located in Ferros — MG.
Specimens collected of Henochilus wheatlandii, Steindachneridion doceanum, and Brycon
opalinus were sent to ICMBIio / CEPTA and kept in tanks with constant water renewal. Among
the species captured, H. wheatlandii was the most abundant, with indications of having a
healthy population. The other species were less abundant and possibly may be declining in the
region. The H. wheatlandii juveniles showed to be sensitive to temperature variations and
infestation by Ichthyophthirius multifiliis. On the other hand, the adults of the other three
species adapted quickly to captivity conditions. In our study, we characterized aspects of
secondary sexual dimorphism, sperm motility and chromosomal analysis of the species. In
addition, a conservation unit proposal was developed to protect the habitats needed for the

maintenance of four threatened species.

Key words: endangered species, genetic bank,, conservation units, endemism



1. INTRODUCAO

A ictiofauna de &gua doce da América do Sul é composta por aproximadamente 5.200
espeécies descritas, 0 que a torna a mais diversa da Terra (REIS et al., 2016). Desse nimero,
pelo menos 3.148 ocorrem nos sistemas hidrograficos brasileiros (INSTITUTO CHICO
MENDES DE CONSERVAQAO DA BIODIVERSIDADE, 2018). No entanto, muitas dessas

espécies correm o risco de desaparecem em decorréncia de a¢cbes humanas.

Na avalicdo do estado de conservacdo conduzida pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade foi verificado que 10% das espécies de peixes encontram-se
sobre alguma categoria de ameaca de extingdo (BRASIL, 2014). As alteragbes ambientais
provocadas por atividades agropecudrias, barramentos, expansdo urbana, poluicdo e pesca,
foram relacionados, nessa ordem, como 0s principais vetores de ameaca a conservacao da
ictiofauna (INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE,
2018).

Reduzir ou mitigar esses vetores de ameaca séo tarefas desafiadoras que exigem acoes
politicas, cientificas e educacionais, além da definicdo das melhores estratégias de conservacao,
com componentes in situ, como o estabelecimento de areas protegidas e corredores ecoldgicos,

e ex situ, como o criacdo de bancos genéticos (REIS et al., 2016).
1.1. Bacia do Rio Doce

A bacia do rio Doce estad localizada na regido Sudeste do Brasil com uma &rea de
drenagem de 82.646 Km2, sendo 86% do seu territorio no Estado de Minas Gerais e 14% no
Espirito Santo (Fig. 1). E dividida em trés porcdes: Alto rio Doce, da cabeceira até a foz do Rio
Matipd, Médio rio Doce, da foz do Rio Matip0 até a divisa dos estados MG/ES, e baixo rio
Doce, de Baixo Guandu e Aimorés até a foz no povoado de Regéncia, Linhares/ES (VIEIRA,
2010; SILVA et al., 2013).

O bioma de Mata Atlantica ocupa cerca de 98% da bacia do rio doce e o restante 2%
pertence ao bioma de Cerrado. A vegetacao original da bacia era composta principalmente por
Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrofila Densa, com grandes matas ciliares
(BORGO et al., 1996) atualmente, essa vegetacdo ocupa apenas 7% da area da bacia
(ROMEIRO et al., 2012). Embora tenha sido em grande parte destruida é considerada um dos



25 hotspots mundiais de biodiversidade, abrigando mais de 8.000 espécies endémicas de plantas
vasculares, anfibios, répteis, aves e mamiferos (MYERS et al., 2000).

O Cerrado ocupa cerca de 2% da bacia do rio Doce e destaca-se por uma vegetacdo com
fisionomia e flora tipicas, sendo esta uma unidade ecoldgica caracteristica de zonas tropicais
(PINTO, 1994). A area que o bioma abrange € coberta por cerca de 85% de vegetacdo com
fisionomia de savana e densidades variadas. Além dessa vegetacdo apresenta areas florestadas
de fundo de vale, veredas e manchas de floresta em areas mais elevadas das bacias hidrogréaficas
(PINTO, 1994).

O principal rio da bacia, o Doce, nasce no municipio de Ressaquinha, MG, a 1120 m de
altitude, tem extensdo de 853 quilometros e estende-se por territdrio mineiro e capixaba (Fig.
1). Em Minas Gerais, tem como principais afluentes os rios Xopoto, Casca, Matipd, Cuieté e
Manhuacu, pela margem direita, e 0s rios Piracicaba, Santo Antonio, Corrente Grande e Suagui
Grande, pela margem esquerda. A por¢éo capixaba do rio Doce tem como principais afluentes
o0s rios Pancas, Mutum e S8o Jodo Grande, pela margem esquerda, e Guandu, Santa Joana e
Santa Maria do rio Doce, pela margem direita (VIEIRA, 2010).

A ictiofauna desse sistema hidrogréfico € representada por 71 espécies nativas, sendo 26
Characiformes, trés Cyprinodontiformes, dois Gymnotiformes, nove Perciformes, 30
Siluriformes e um Symbranchiformes, além de 28 espécies exdticas (VIEIRA, 2010). Entre as
espécies nativas, nove sdo listadas como ameacadas de extingdo conforme a portaria MMA
445/2014 (BRASIL, 2014) (Tab. 1).

Tabela 1. Espécies de peixes ameagadas de extingdo com ocorréncia na bacia do Rio Doce. Categorias de ameacas:
VU = Vulnerével; EN = Em perigo; CR = Criticamente em perigo; PEX = Potencialmente extinta.

Espécie Categoria
Brycon dulcis Lima & Vieira EN
Brycon opalinus (Cuvier, 1819) VU
Henochilus wheatlandii Garman 1890 CR
Hypomasticus thayeri (Borodin 1929) EN
Pareiorhaphis nasuta Pereira, Vieira & Reis 2007 CR
Pareiorhaphis scutula Pereira, Vieira & Reis 2010 EN
Potamarius grandoculis (Steindachner 1877) CR (PEX)
Prochilodus vimboides Kner 1859 VU
Steindachneridion doceanum (Eigenmann & Eigenmann 1889) CR




1.2. Bacia do Rio Santo Antbnio

A bacia hidrografica do rio Santo Antonio, com éarea de 10.603,95 km?, faz parte do
sistema hidrografico do Rio Doce (Fig. 1). Sua nascente esta localizada na Serra do Espinhaco
no Municipio de Concei¢do do Mato Dentro - MG. O rio Santo Antbnio apresenta quatro
principais tributarios, em sua margem esquerda o rio do Peixe e rio Guanhdes, e na margem
direita o rio do Tanque e o rio Preto do Itambé, sendo drenada por outros rios de pequeno porte
(CBH - SANTO ANTONIO, 2019).
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Figura 1. Remanescentes de vegetacdo nativa na bacia hidrografica do rio Santo Antonio; observa-se os biomas
Cerrado e Mata Atlantica, cerrado com dominancia na Serra do Espinhago e proximo as nascentes dos rios Preto
do Itambé e Tanque. O bioma de Mata Atlantica apresenta distribuido em fragmentos em diversas partes da bacia
hidrogréafica. Fonte: MMA, 2019.

A bacia do rio Santo Antdnio esta inserida nos biomas Mata Atlantica e Cerrado, em razdo
da expansdo agropecuaria a area da vegetagdo nativa de Mata Atlantica foi reduzida a menos
de 40% do original e a area de Cerrado a cerca de 56% (Fig. 1). Além da reducdo de area
verifica-se que a vegetacao nativa foi severamente fragmentada, o que intensifica a degradacéo
e consequente reducdo de biodiversidade. Na area da bacia predomina as fitofisionomias de

Floresta Estacional Semidecidual e Savana em contato com Floresta Estacional (Fig. 2).
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Figura 2. Tipos de vegetacOes na bacia do rio Santo Ant6énio: Dominio de Floresta Estacional Semidecidual com
presenca de Pecudria; Savana/Floresta Estacional em contato com Pecuaria; Savana Gramineo-Lenhosa sem
floresta-de-galeria; Gramineo-Lenhosa com floresta-de-galeria e Reflorestamentos em Floresta Estacional
Semidecidual. Fonte: Radam Brasil.

1.3. Ictiofauna

A bacia do rio Santo Anténio representa menos de 13% da area de drenagem da bacia do
rio Doce, mas abriga 90% das espécies de ocorréncia na por¢do mineira da bacia do rio Doce
(VIEIRA, 2006), tornando-a prioritaria para a conservacao da ictiofauna (DRUMMOND et al.,
2005; VIEIRA, 2010). Além disso, abriga espécies endémica e ameacadas de extingdo como:
Henochilus wheatlandii, Hypomasticus thayeri, Steindachneridion doceanum, e Brycon
opalinus (VIEIRA, 2006; INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVA(;AO DA
BIODIVERSIDADE, 2018)

Henochilus wheatlandii Garman, 1890

Conhecido popularmente como andira, o H. wheatlandii (Fig. 3 ) € o Unico representante
do género Henochilus da Familia Bryconidae, subfamilia Bryconinae e podem medir
aproximadamente até 40 cm de comprimento total (LIMA, 2003). Sdo peixes reofilicos
endémicos da bacia do rio Santo Ant6nio que se encontram criticamente em perigo de extingao.

Ocorrem em trechos de corredeiras da por¢do media do rio Santo Anténio em sua calha central,
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e alguns de seus principais afluentes, como o rio do Peixe, rio do Tanque e rio Preto do Itambé
(VIEIRA, 2006).

Espécie caracterizada como onivora generalista, com diferentes alteracBes na denti¢cdo
durante o seu desenvolvimento até a fase adulta. Exemplares em fase juvenil possuem dentes
com muitas cuspides pontiagudas, trato digestorio comprido medindo quase o tamanho do
comprimento padrdo e dieta baseada inicialmente em larvas de Chironomidae. Posteriormente,
com o aumento do tamanho consequentemente o trato digestorio altera e seu comprimento
medindo duas vezes mais que o comprimento padréo, alterando a dieta inicialmente para
fragmentos de macrdfitas riparias semi-submersas (CASTRO et al., 2004). Na fase adulta seus
dentes sdo espatulados com grande cuspide mediana arredondada distalmente, trato digestério
entorno de trés vezes maior que comprimento padréo e a dieta sendo constituida por sementes,
flores e fragmentos de folhas e caules de podosteméceas (CASTRO et al., 2004). Por serem
espécies com essas peculiaridades alimentares, a remocéo da vegetacao riparia, 0 assoreamento
e a poluicdo por efluentes doméstico ameacam a sobrevivéncia dessa espécie (VIEIRA, F.;
CASTRO, R.M.C. & ALVES, 2008; INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO
DA BIODIVERSIDADE, 2018).

Figura 3. Exemplar de H. wheatlandii coletado no rio Santo Antdnio dentro do perimetro urbano, municipio de
Ferros - Minas Gerais. Barra de escala: 1 cm. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.

Outro importante vetor de ameaca ao H. wheatlandii séo as barragens de hidrelétricas que
afetam diretamente a dinamica do rio, formando grandes reservatorios e descaracterizando o
habitat necessario a sobrevivéncia da espécie. Os reservatdrios ainda propiciam a dominancia
de espécies exaticas ou aldctones e espécies de ambientes Iénticos, 0 que altera as relacbes
ecologicas entre as espécies, com consequente reducdo de diversidade (VIEIRA; DOS
SANTOS POMPEU, 2001). Na bacia do rio Santo Antonio ha atualmente em operagéo trés
pequenas centrais hidrelétricas (PCHSs), ao longo do rio Guanhdes, uma UHE no rio do Tanque
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e duas UHEs no rio Santo Antbnio (Fig. 4). Também h& pelo menos outros 16 projetos de
barramentos para geracdo de energia previsto para a bacia do rio Santo Antonio (Fig. 4), cuja
implantacdo pode acarretar a perda de biodiversidade, especialmente das espécies que ja se

encontram em risco de extincdo (Fig. 4).
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Figura 4. Mapa representando os projetos de pequenas centrais hidrelétricas (PCH) e usinas hidrelétricas (UHE)
em diferentes etapas de licenciamento ambiental. O rio Santo Antdnio possui duas UHE em operag&o: Porto Estrela
e Salto Grande; trés DRS: Ouro Fino, Sete Cachoeiras e Ferradura; duas com Projeto Basico Aceito (PB): Ferros
e Porcos; e uma Construcdo ndo iniciada: Sumidouro. O rio Guanhdes possui trés PCH em Operacéo: Funil, Dores
de Guanh@es e Senhora do Porto; e uma Construgio com Outorga: Jacaré. O rio do Tanque possui uma UHE em
Operacdo: Dona Rita; e duas com Eixo Inventariado: Sapé e Cabeca de Boi. O rio do Peixe possui trés com Eixo
Inventariado: Santa Rita (km 14,8), Axupé (km 26,2) e S&o Jodo; duas com a Constru¢do ndo iniciada: Brejaluba e
Monjolo. Fonte: ANEEL, 2018.

Hypomasticus thayeri (Borodin, 1929)

Conhecido popularmente como timburé, o H. thayeri (Fig. 5) € uma das quatro espécies
de Anastomidae presentes na lista oficial de espécies da fauna brasileira ameacada de extingédo
(BRASIL, 2014). Apresenta area de ocorréncia nas bacias dos rios Paraiba do Sul, Doce,
Itapemirim, Benevente e Santa Maria da Vitdria, em trés estados: Sdo Paulo, Minas Gerais e
Espirito Santo (BORODIN, 1929; VIEIRA, F.; BIRINDELLI, 2008; VIEIRA; GASPARINI;
MACIEIRA, 2014). E uma espécie dificil de ser encontrada, exceto em trechos livres de

barramentos hidrelétricos do médio-alto rio Santo Antdnio no estado de Minas Gerais (VIEIRA,
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2006; VIEIRA, F.; BIRINDELLLI, 2008); e no rio Pardo, afluente do rio Itaperimirim no estado
do Espirito Santo (VIEIRA, F.; BIRINDELLI, 2008; VIEIRA; GASPARINI; MACIEIRA,
2014). Na bacia do rio Santo Antdnio ocorre também no rio Preto do Itambé em trechos

encachoeirados, com fundos rochosos e com vegetacao riparia.

A dieta de H. thayeri é basicamente composta por invertebrados aquaticos, invertebrados
terrestres, algas e sedimentos. E uma espécie porte médio as fémeas sendo ligeiramente maiores
que os machos medindo aproximadamente 26 cm de comprimento total (VIEIRA, 2006). A
reproducdo da espécie ocorre nos meses chuvosos entre novembro e dezembro, periodo que s&o
coletados espécimes com as gbnadas em desenvolvimento avangando (VIEIRA; GASPARINI;
MACIEIRA, 2014).

Os principais vetores de ameacas a H. thayeri estdo relacionados a descaracterizacdo dos
ambientes pela urbanizacdo, exploracdo agropecuaria e construcdo de barragens para geracao
de energia. Na bacia do rio Santo Antbnio as principais ameacas estdo relacionadas aos
barramentos (VIEIRA, F.; BIRINDELLI, 2008), e caso todos 0s empreendimentos previstos

para a regido sejam implementados a espécie podera desaparecer na bacia.

Foto: Tiago Casarim Pessali

Figura 5. Hypomasticus thayeri. Fonte: Livro Vermelho da Fauna Ameacada de Extin¢do Volume VI, 2018.

Steindachneridion doceanum (Eigenmann & Eigenmann, 1889)

Steindachneridion doceanum, cujo denominagdo popular é surubim-do-doce (Fig. 6),
pertence a ordem Siluriformes, familia Pimelodidae. Sdo peixes com habitos noturnos e habitats
especificos, ocorrendo em locais de maior profundidade com fortes corredeiras e fundos
rochosos (GARAVELLO, 2005; VIEIRA, 2006). De acordo com (GARAVELLO, 2005) foi
observado individuos com 42 cm de comprimento total e (VIEIRA, 2006) observou individuos
com até 17 kg, porém ndo foi mencionado o comprimento total. O habito alimentar é
predominantemente ictiéfago, ou seja, alimentam-se principalmente de peixes de pequeno e
médio porte (GARAVELLO, 2005; VIEIRA, 2006). Apresenta distribuicdo na bacia do rio
Doce (GARAVELLO, 2005; LUNDBERG, 2003; VIEIRA, F.; CASTRO, R.M.C. & ALVES,
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2008; VIEIRA, 2006) e possivelmente na bacia do rio Mucuri (VIEIRA, F.; DOS SANTOS
POMPEU; GARAVELLO, J. C. 2008). Informacdes de distribuicdo do S. doceanum na bacia
do rio Doce se resumem apenas em trés localidades, todas em Minas Gerais: médio rio Santo

Antobnio, rio Piranga e no baixo rio Manhuacu (VIEIRA, 2006).

Encontra-se atualmente, na lista de espécies da fauna brasileira ameacada de extin¢do
com a categoria (CR) criticamente em perigo (ICMBIO, 2018). As principais ameacas s&o
semelhantes as encontradas por todas as espécies de peixes de ambientes I6ticos, sendo a
descaracterizacdo da vegetacdo riparia, que causa o0 assoreamento de trechos que estas espécies
habitam e a reducdo de alimento para outras espécies de peixes menores, principal fonte
alimentar do S. doceanum. Outras ameacas sdo as construcdes barramentos hidrelétricos que
alteram a dindmica fluvial e descaracteriza as habitats necesséarios a espécie (VIEIRA, 2006).
Da mesma forma a introducdo de espécies exoticas e aloctones, tendo como exemplo o hibrido
de Pseudoplatystoma corruscans x P. fasciatum, que sdo espécies de surubim de grande porte
e alimentam-se dos mesmos recursos alimentares do surubim-do-doce, ameacam a
sobrevivéncia da espécie (VIEIRA, 2006; INSTITUTO CHICO MENDES DE
CONSERVAQAO DA BIODIVERSIDADE, 2018).

Figura 6. Exemplar de Steindachneridion doceanum, coletado no rio Santo Anténio, municipio de Ferros - Minas
Gerais. Barra de escala: 1 cm. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.

Brycon opalinus (Cuvier, 1819)

Brycon opalinus, conhecida popularmente como piabanha (Fig. 7) consta na lista da fauna
ameacada de extin¢do na categoria vulneravel (VU) junto com outras sete espécies do género
Brycon, é uma espécie de peixe da ordem (Characiformes) e familia (Bryconidae) (INSTITUTO
CHICO MENDES DE CONSERVA(;AO DA BIODIVERSIDADE, 2018). A Brycon opalinus
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apresenta comprimento médio dos machos de 17,2 a 28,3 cm e as fémeas de 17,8 a 35,8 cm
(GOMIERO et al., 2007).

Os espécimes do género Brycon sdo caracteristicamente diurnos e possuem habito
alimentar onivoro, ocorrendo geralmente em corredeiras abaixo de arvores frutiferas, algumas
do género Ficus, que margeiam ou que entram em contado com a agua do rio, tornando-0s um
dos grandes dispersores de sementes (PRANCE; GOULDING, 1981; HORN, 1997; BANACK;
HORN; GAWLICKA, 2002; DREWE et al., 2004).

A espécie apresenta distribuicdo geografica nas bacias dos rios Paraiba do Sul e Doce,
ocorrendo em drenagens pouco antropizadas proxima as cabeceiras com trechos
encachoeirados e vegetagdo riparia preservada (OYAKAWA et al., 2011). Porém, esté restrita

a alguns tributarios mais preservados, com pouca descaraterizacdo do ambiente (LIMA, 2003).

Figura 7. Exemplar de Brycon. cf. opalinus, coletado no rio do Tanque préximo ao rio Santo Antdnio, municipio
de Ferros — Minas Gerais. Barra de escala: 1 cm. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.

Os ambientes riparios sdo importantes para a dindmica e manutencéo dessa espécie em
razao do seu habito alimentar onivoro dependente de frutos, sementes, invertebrados e pequenos
vertebrados que habitam a vegetacdo (VIEIRA, 2006; GOMIERO; MANZATTO; BRAGA,
2008). Assim, o principal vetor de ameaca a B. opalinus esta ligado a descaraterizacdo dessa
vegetacdo riparia, além dos barramentos, assoreamento e polui¢do (HILSDORF; PETRERE JR,
2002; INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE, 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Identificar um conjunto de estratégias de conservacao para peixes ameagados de extin¢ao

da bacia do rio Santo Antonio, Minas Gerais.

2.2. Objetivos especificos

e Coletar quatro espécies de peixes ameacadas de extin¢do da bacia do rio Santo
Antbnio, Henochilus wheatlandii, Steindachneridion doceanum, Brycon opalinus e
Hypomasticus thayeri.

e Formar um banco genético “ex situ” de espécies de peixes ameagadas da bacia
do rio Santo Anténio, Henochilus wheatlandii, Steindachneridion doceanum, Brycon
opalinus e Hypomasticus thayeri.

e Realizar estudos da biologia reprodutiva bésica das espécies Henochilus
wheatlandii, Steindachneridion doceanum.

e Propor estratégias de conservacdo incluindo a delimitacdo de Unidade de
Conservacao Fluvial para o rio Santo Antonio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Expedicdes de coleta

Foram realizadas cinco expedi¢Oes de coleta, perfazendo-se um esfor¢co amostral de 83
dias, sendo 15 dias (novembro/dezembro/2017), quatro dias (fevereiro de 2018) 20 dias (junho
e julho/2018), 29 dias (setembro/outubro de 2018) e 15 dias (novembro de 2018).

3.2 Locais de coleta

Os locais de coleta foram selecionados considerando a distribuicdo das espécies alvo,
segundo Vieira (2006) (Fig. 8). As coletas foram realizadas no rio Santo Antonio, rio do

Tanque, rio do Peixe e rio Preto do Itambé (Fig. 8 e 9) e conforme a tabela 2.
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(piabanha) e H. thayeri (timburé), segundo Vieira, 2006. Locais de amostragem: (1) confluéncia rio do Tanque
com rio Santo Antdnio; (2) Rio do Tanque; (3) perimetro urbano de Ferros — MG; (4) confluéncia rio do Peixe;
(5) confluéncia rio Preto do Itambé; (6) Rio Preto do Itambé. Fonte: ICMBIio/CEPTA, 2019.
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Figura 9. (1) confluéncia rio do Tanque com rio Santo Antdnio; (2) Rio do Tanque; (3) ponto de coleta dentro do
Municipio de Ferros - MG; (4) confluéncia rio do Peixe com rio Santo Antdnio; (5) confluéncia rio Preto do Itambé
com rio Santo Ant6nio; (6) Rio Preto do Itambé. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.

Tabela 2. Coordenadas UTM dos locais de amostragem no rio Santo Antonio e seus tributarios. Datum SIRGAS

2000, fuso 23 S.

Ponto X y
1. Confluéncia rio do Tanque com rio Santo Anténio 715308,77 7869757,27
2. Rio Tanque 711172,8 7866339,67
3. Perimetro urbano do Municipio de Ferros 708976,75 7870436,11
4. Confluéncia do rio do Peixe 698364 7872205,92
5. Confluéncia rio Preto do Itambé 693466,39 7870232,41
6. Rio Preto do Itambé 692929,51 7868883,07
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3.3 Coleta e Transporte

Todos os procedimentos de coletas e transportes foram realizados de acordo com a licenca
de coleta previamente obtida junto ao ICMBIo0 (Sisbio # 60308-2). As coletas foram realizadas
utilizando tarrafas com malhas variando de 2 a 4 cm entre nds oposto, redes de arrasto com
malhas de 0,5 cm e varas de fibra de carbono equipadas com carretilha, molinetes, linhas e
anzois de diferentes tamanhos.

Para a coleta de H. wheatlandii, B. opalinus e H. thayeri foram realizadas coletas no
periodo diurno, com a utilizacdo de todos os apetrechos supracitados (Fig. 10). Ja para a
obtencdo de S. doceanum foram realizadas coletas nos periodos de 17 has 22 he das 4 h as 8

h, sempre com 20 anzois de espera e varas com molinete, iscados com larvas de insetos,

minhocas e pequenos peixes (Fig. 10).

- _— 2
3

R 2 8 - - = o Iy L } p -
Figura 10. A) Uso de tarrafa; B) Coleta no perimetro urbano utilizando vara de fibra com molinete e anzéis; C)
Verificacdo de redes de emalhar; D) Armando varas de espera ao amanhecer; E) Fase larval de Megaléptero,
principal isca utilizada durante as coletas; F) Fase larval de Megaléptero conhecido popularmente por lacraia.

Ap0s a coleta os peixes foram transportados e mantidos em piscina inflavel circular com
capacidade de 1,4 m3, com renovacdo de agua constante (Fig. 11 A, B). Neste periodo de
aclimatacdo foi fornecido alimento artificial extrusado para peixes onivoros (36% PB e 4800
kcal kgt, NEOVIA®) com granulometria de 2,6 mm, pequenos peixes e minhocas duas a trés

vezes no dia. Para o tratamento profilatico foi adicionada a &gua oxitetraciclina na concentragdo
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de 3,5 mg/L e sal mineral na concentracdo de 0,3 g/L por um periodo de 10 dias. Ao final da
expedicdo, os peixes foram transportados para ao Centro Nacional de Pesquisa e Conservagao
da Biodiversidade Aquatica Continental, ICMBIo/CEPTA, localizado em Pirassununga, Sao
Paulo. Para o transporte os peixes foram acondicionados em tanque com capacidade de 1 m3 de

agua com oxigenacao constante (Fig. 11 C).

Foto: Mayara Gama — TV Univale

Foto: Hatus O. Siqueira

Figura 11. A) Piscina circular inflavel destinada para aclimatacdo dos peixes; B) Peixes coletados e
acondicionados em piscina inflavel para aclimatagdo; C) Tanque de transporte de peixes com oxigenagao.

3.4 Sistema de quarentena e Tanques de Alvenaria

No ICMBIio/CEPTA os peixes foram primeiramente mantidos em tanques artificiais com
capacidade de 3,5 m3 em sistema fechado de recirculacdo de 4gua e controle de temperatura
ajustada para 26° C e fotoperiodo de 11 horas/dia (Fig. 12 A). Ap6s o periodo de quarentena e
adaptacéo os peixes foram transferidos para tanques de alvenaria com 8 m? de lamina d’agua e
capacidade de 96 m3, com renovagdo constante de &gua (Fig. 12 B). Esses tanques foram
previamente secos e expostos ao sol por um periodo de dez dias e tratados com cal virgem (de

100 g a 150 g por m?) para a desinfeccao.
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Figura 12. A) Sistema recirculagdo de agua utilizado para realizar a quarentena dos peixes coletads; B) Tanque
de alvenaria empregado para a acondicionar os peixes da bacia do Rio Doce. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.

3.5 Alimentacao

Para os peixes onivoros foi fornecida duas vezes ao dia ragdo balanceada extrusada com
granulometria de 2,6 mm, 36% de proteina bruta e valor energético de 4800 kcal kg-1
(NEOVIA®) (Fig. 13 A). Para o0 S. doceanum, que é uma espécie carnivora, foi fornecida racéo
de fundo com 55% de proteina bruta e valor energético de 810 kcal kg-1 (NEOVIA®) (Fig. 13

peixes carnivoros de fundo. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.
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3.6 Estudos da biologia reprodutiva bésica

Por se tratar de estudos desenvolvidos em espécies de peixes ameagadas de extingéo,
foram utilizados somente procedimentos ndo letais (ex: ultrassonografia, cultivo celular, etc.),
tentando-se obter o maximo de informacdes sem que fosse necessaria a eutanasia dos animais.
Procedimentos que envolvem o sacrificio dos animais foram conduzidos apenas a partir de

animais que vieram a obito.

3.6.1. Avaliacdo de caracteristicas sexuais secundarias de H. wheatlandii

Para evidenciar as espiculas sexuais de H. wheatlandii foi realizada a diafanizacéo de
nadadeiras anais de 19 exemplares. Foi utilizada a metodologia descrita por Pothoff (1984) com
adaptacdes. Apos a coleta as nadadeiras foram fixadas em formol a 10% por 24 horas, mantidas
em agua destilada por 48 horas e mantidas em solucdo corante de Azul de Alcian (10 mg de
azul de alcian, 20 ml de &cido acético e 80 ml de etanol 95%), por 48 horas. Posteriormente, as
amostras foram inseridas em solucéo de Borato saturada (30 ml solu¢do borato, 70 ml de &gua
destilada e 1 g de tripsina) por 24 horas. Na ultima etapa da diafanizacéo os ossos foram corados
com corante Alizarina (0,5% KOH em solucdo de vermelho de alizarina) por 24 horas. As
nadadeiras ja diafanizadas foram preservadas em solucfes crescentes de glicerina (Glicerina
25%, 50%, 75% e 100%, diluidas em KOH 0,5%) por 24 horas e em seguidas mantidas em

Glicerina + Timol.

3.6.2. Avaliacdo de caracteristicas sexuais secundarias de S. doceanum

Foram observados em espécimes de S. doceanum caracteristicas sexuais secundarias que
permitem a diferenciacdo de machos e fémeas, através da visualizacdo dos 6rgaos sexuais, para
isso foram observados oito exemplares, sendo trés fémeas e cinco machos. Além de
observacdes externas utilizamos aparelho de ultrassom digital (Esaote S. p.a., Mylab 30 Vet,
Genova, Italia) com transdutor linear multifrequencial fixado na frequéncia de 7,5 e 60mm de

largura de campo de feixe (Fig. 14 A, B), todas as imagens foram gravadas em fotos e videos.

21



Figura 14. A) Ultrassom digital Esaote S. p.a., Mylab 30 Vet, Genova, Italia; B) Realizacdo de exame de
ultrassom com transdutor linear multifrequencial em S. doceanum. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.

3.6.3. Caracterizacédo do sémen de H. wheatlandii

Dois machos selecionados receberam dose Unica de 2,0 mg Extrato Bruto de Hipdfise de
Carpa/kg de peixe. Apds 8 horas da inducdo hormonal os peixes foram anestesiados em solucao
de eugenol na concentracdo de 70 mg/L de acordo com Junior et al., 2014. O sémen foi
extrusado através de massagem abdominal no sentido céfalo-caudal e coletado em tubo tipo
falcon de 15 ml. Posteriormente, o sémen foi diluido 1000x nas seguintes solucdes
imobilizadoras de espermatozoides: Ringer Modificada (128,3 mM NacCl, 23,6 mM KClI, 3,6
mM CaCl2, 2,1 mM MgCI2) (YASUI et al., 2014); Solugédo de DPBS — (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline, Sigma #SLBP5282V); e Solugdo de MEM — (Minimum Essential Medium
Eagle, Sigma #:021M8316). As solugdes foram analisadas para verificar auséncia ou presenca
de espermatozoides ativados (mdveis). A solu¢cdo DPBS apresentou a melhor eficiéncia na
imobilizacéo dos espermatozoides e assim foi escolhida para os demais experimentos.

Para a medida da concentracdao, o sémen foi diluido em solucdo fixadora de formalina
tamponada (1mL formalina; 5g NaHCOz em 100 mL H20). Em uma dilui¢do de 200x (5:995),
em seguida adicionado em cAmara de Neubauer (Fig. 15).
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Figura 15. Visdo da cdmara de Neubauer, para contagem de sémen. Sdo contabilizados apenas os espermatozoides
presentes nos quadrantes externos e 0 quadrante central (numerados na imagem de 1 a 5). Fonte: Braukaiser.

O célculo da concentragdo foi realizado de acordo com a seguinte equag&o:

namero total de células x 25* x 100.000 x dilui¢cdo**

*namero total de células = total de espermatozdides nos cinco quadrantes

**dilui¢do = diluicdo utilizada 200x

Para a analise da motilidade a concentracdo da suspenséo celular foi ajustada para 3,6 x
108 células mL L. Posteriormente, 1,0 pL dessa suspensao foi transferido para uma cAmara de
Makler (Sefi - Medical Instrument Itd. Haifa, Israel), onde 0,1% de BSA (albumina bovina
sérica) foi previamente aplicada, e logo apos, a motilidade foi ativada adicionando-se 9 uL de
agua destilada. As amostras foram observadas em microscopio optico (Eclipse Ci, Nikon®,
Japdo) e sequéncias de videos capturadas por uma camera tipo CCD (Nikon DS-F1, Tokyo,
Japdo) e o software Nis-Ar Elements (Nikon, Tokyo, Jap&o). As anélises de motilidade foram

realizadas através do aplicativo CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) instalado no
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software imageJ® e adaptado para a espécie (Wilson-Leedy & Ingermann, 2007), sendo
verificado os seguintes pardmetros: motilidade esperméatica (MOT), velocidade curvilinea
(VCL), velocidade média de percurso (VAP) e velocidade de linha reta (VSL). Além disso, o
tempo de motilidade, quando apenas 5% dos espermatozoides estdo mdveis desde a ativacgéo,

foi determinado pelo método subjetivo.

3.6.4. Caracterizacao cariotipica de H. wheatlandii

Amostras de nadadeira caudal de trés individuos de H. wheatlandii foram coletadas para
realizar os cultivos celulares. Apos a coleta com material cirdrgico, as nadadeiras foram
transferidas para solucdo de Ringer suplementada com antibiotico e antimicotico. Em seguida
as mostras foram transferidas para placas de cultivo celular de 35 mm contendo 1500 pL de
meio de cultivo celular. O meio de cultivo utilizado foi Dulbecco’s Modified Eagle Medium -
DMEM alta glicose Gibco #11995-065, suplementado com 10% de soro fetal bovino Gibco
#12657-029, 2 mM de glutamina Sigma #G7513), 1 mM de piruvato Sigma #S8636, MEM
vitaminas Sigma #M6895, MEM aminoéacidos ndo essenciais Sigma #M7147 e solucdo de
antibidtico e antimicotico Sigma #A5955. As amostras de caudas foram trituradas com auxilio
de bisturi em pedacos de aproximadamente 1 mm, estas placas foram submetidas a uma nova
tripsinizacdo onde as amostras obtidas foram criopreservadas utilizando o meio de cultivo
acrescido de 10% de dimetilsulféxido (DMSO) Sigma #D4540e 20% de soro fetal bovino
(Gibco #12657-029), em aliquotas. Essas placas foram acondicionadas em uma incubadora em
5% de COz2, na temperatura de 30°C, em atmosfera com 100% de umidade. Foi realizada a troca
total de meio a cada 3 dias e ap0s as células atingirem 90% de confluéncia foram submetidas a
tripsinizacdo para transferéncia em placas de cultivo de 60 mm com 3 mL de meio de cultivo.
Apos atingirem confluéncia, a células foram tripsinizadas, centrifugadas e suspensas em
solucdo de criopreservacao e aliquotas em criotubos. As amostras foram criopreservadas a -
80°C, em CoolCell®LX (Biocision) e depois armazenadas em nitrogénio liquido — 180°C.

Para as analises de citogenética, os cultivos celulares foram realizados até atingirem 80%
de confluéncia e neste estagio, as celulas foram tratadas com colchicina a 0,0016% e em seguida
submetidas a tripsinizacdo. As amostras foram transferidas para tubos de centrifuga de 15 mL
e centrifugadas a 300 x g por 10 minutos. Os peletes obtidos foram homogeneizados em 5 mL
de solucdo de KCl a 0,075 M e incubados a 37°C por 30 minutos. Em seguida foram adicionadas
cerca de 10 gotas de fixador Carnoy (3:1 alcool metilico e acido acético) e centrifugados a 500

X g por 10 minutos. O material sobrenadante foi descartado e os peletes foram suspensos em 5
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mL de fixador. O Gltimo passo foi repetido por mais duas vezes. Ap6s a ultima centrifugacdo
as amostras foram homogeneizadas em 1,5 mL de fixador Carnoy e transferidas para
microtubos para serem armazenadas em Freezer -20C°. Cerca de 60 pL de cada amostra foi
pingada sobre laminas devidamente limpas e com uma fina camada de fixador a temperatura de
aproximadamente 60°C, em seguida estas laminas foram coradas com Giemsa a 1% por 10
minutos e analisadas em microscopio Optico. As melhores metafases foram capturadas com
auxilio de uma camera CCD (Ds-F1, Nikon, Toquio, Japdo) acopladas em microscépio optico

(Nikon Ni, Toquio, Japéo).
3.7 Informacdes geograficas e delimitacéo de area de protecéo

As coordenadas UTM dos pontos de amostragem foram obtidas por meio do aparelho de
GPS marca Garmin, modelo Etrex. A elaboracdo dos mapas e o processamento de dados
espaciais seguiram técnicas usuais de sistema de informagdo geografica no programa QGIS
2.18.20, QGIS 3.6.1, Google Earth 7.3.2.5491 e GPS TrackMaker 13.9.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na expedicdo de novembro/2017 foram coletados 44 espécimes de H. wheatlandii, no
ponto 01, proximos as confluéncias do rio do Tanque com o rio Santo Antonio (Fig. 16 1).
Encontramos algumas dificuldades durante esse periodo na regido de Ferros — MG. Tais como:
fortes chuvas que ocasionaram a obstrucéo da estrada de acesso ao ponto de coleta; auséncia de
energia em um periodo de sete dias dificultando adaptacéo dos peixes na piscina inflavel. Além
disso, durante o periodo chuvoso o rio estava com o nivel alto e aguas turvas, reduzindo os
pontos de coleta, sendo possivel coletar somente em um riacho que estava recebendo dgua do
rio Santo Antdnio, que estava com a agua mais limpa. No més de fevereiro/2018 ndo foi
realizada coleta de nenhum espécime devido ao periodo chuvoso, impossibilitando o acesso aos

pontos de coleta.

Em junho e julho/2018 foram coletados 25 espécimes de H. wheatlandii, sendo dois no
ponto 5 (Fig. 16 5) e um no ponto 6 no rio Preto do Itambé com o rio Santo Anténio (Fig. 16 6)
quatro no ponto 4 na confluéncia do rio do Peixe com o rio Santo Antonio (Fig. 16 4), 13 no
ponto 3 dentro do perimetro urbano (Fig. 16 3) e cinco no ponto 2, rio do Tanque (Fig. 16 2).
Esses meses foram os melhores para as coletas, com a auséncia de chuva, o que facilitou a

locomocdo, temperaturas mais altas e migracao de peixes.

No més de setembro/2018 foram coletados o total de 13 exemplares de H. wheatlandii,
todos adultos no ponto 3 (Fig. 16 3), e um exemplar de S. doceanum no ponto 1 (Fig. 16 1). Em
novembro de 2018 foram coletados 07 espécimes de S. doceanum no ponto 1, préximo a
confluéncia do rio Tangque com o rio Santo Antonio, em pocdes fundos com corredeira (Fig. 16
1).

Foi coletado apenas um espécime de B. cf. opalinus. O local da coleta, localizado no rio
Tanque, proximo ao rio Santo Antbnio, apresenta corredeiras e vegetacao riparia conservada
em uma de suas margens, formando macigos florestais densos e com pastagem de gramineas

exoticas na outra margem (Fig. 16 2).
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Figura 16. (1) confluéncia rio do Tanque com rio Santo Anténio; (2) Rio do Tanque; (3) ponto de coleta dentro
do Municipio de Ferros - MG; (4) confluéncia rio do Peixe com rio Santo Antonio; (5) confluéncia rio Preto do
Itambé com rio Santo Antdnio; (6) Rio Preto do Itambé. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.

Embora haja registros do H. thayeri nos locais amostrados nenhum exemplar foi coletado

durante as expedicGes. Entretanto, foi coletada uma espécie do mesmo género, H. mormyrops.

Exemplares de S. doceanum, H. wheatlandii € H. mormyrops foram identificados e
depositados no Laboratério de Ictiologia da Universidade de S&o Paulo de Ribeirdo Preto/SP —
LIRP/USP, credenciado pelo Ministério do Meio Ambiente como Fiel Depositaria de Amostras
do Patrimdnio Genético. O mesmo procedimento ainda nao foi realizado para B. cf. opalinus,

pois foi coletado somete um exemplar.
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4.1. Domesticagdo e formacao do banco genético ex situ

Os 44 espécimes de H. wheatlandii provenientes da primeira coleta (novembro/2017)
eram todos juvenis com comprimento padrdo variando de 7 cm a 13 cm. Assim, ap6s a
quarentena em sistema fechado de circulacdo de agua foram transferidos para um tanque de
alvenaria com capacidade de 96 m3 para se desenvolverem e atingirem a maturidade sexual.
Nos primeiros meses a adaptacao se deu de modo satisfatdrio. Entretanto, durante o inicio do
verdo, com as constantes variagdes de temperatura, 0S peixes comecaram a apresentar
enfermidades. Analises indicaram infestacdo pelo protozoario Ichthyophthirius multifiliis,
comum em peixes. Assim, foi administrado o Masoten® como substéncia antiprotozoarios, e
Sal mineral para agdo fungicida, para evitar infestagdes secundérias por fungos. Entretanto, o
tratamento ndo se mostrou eficaz, e ap6s 5 dias, 7 espécimes morreram em decorréncia da
infestacdo pelo protozoario e por infestaces secundarias por fungos e bactérias. As mortes dos
espécimes de H. wheatlandii andir4 ndo puderam ser evitada por serem individuos juvenis
selvagens com baixa resisténcia ao ambiente artificial, além de oscilacbes diarias na
temperatura nos tanques, com periodos de alta temperatura durante o dia e baixas temperaturas
durante a noite.

Nas expedicOes de junho/2018 e setembro/2018 foram coletados o total de 38 exemplares
de H. wheatlandii, todos adultos. Apds passarem por todo procedimento de quarentena e
adaptacdo os peixes foram alocados em tanque de alvenaria com capacidade de 96 m?3 para
formacdo do banco genético. AvaliacBes periddicas estdo sendo realizadas para averiguar
sanidade dos exemplares e o desenvolvimento em tanque. Até 0 momento 0s peixes tém
apresentado condi¢es satisfatérias de satde e desenvolvimento.

Na expedicdo realizada em setembro de 2018 foi coletado um exemplar de S. doceanum.
Em razdo da raridade da espécie, esse individuo foi mantido em sistema de circulacdo de dgua
fechado com temperatura e fotoperiodo controlado.

Na expedicgéo realizada em novembro de 2018 foram coletados oito exemplares de S.
doceanum, com a utilizacdo de vara e anzol. Entretanto, quatro individuos morrem logo apos a
coleta, dois individuos morreram na piscina inflavel circular e um individuo morreu durante a
guarentena no ICMBIio/CEPTA. Analises indicaram que 0s espécimes nao resistiram aos
procedimentos normais de coleta em funcdo de ferimentos causados por anzois, estresse apos

coleta e ao transporte.
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4.2. Biologia reprodutiva basica de H. wheatlandii

Os exemplares machos de H. wheatlandii em estdgio de maturacdo avancado
apresentaram espiculas na nadadeira anal (Fig. 17). A ocorréncia de espiculas em nadadeiras
tem sido relatada em algumas espécies de Characiformes tais como Salminus brasiliensis
(MORAIS FILHO; SCHUBART, 1955; LIMA; VAL-SELLA; TORQUATO, 1986), Salminus
hilarii (ANDRADE et al., 2004) e Astyanax bimaculatus (ANDRADE; MENIN; RIBEIRO,
1984). A presenca de espiculas é considerada como caracteristica sexual secundaria temporaria,
que aparece em diversas espécies de peixes (IHERING; AZEVEDO, 1936), Salminus
maxillosus (MORAIS FILHO; SCHUBART, 1955; LIMA; VAL-SELLA; TORQUATO,
1986) somente no periodo de reproducéo e apenas nos machos, apesar de ja ter sido observada
em algumas fémeas (IHERING; AZEVEDO, 1936). Tais caracteristicas permite diferenciar
machos e fémeas para escolha de futuras matrizes do banco genético (ex situ in vivo) que serdo

utilizadas na reproducéo artificial e trabalhos de biotecnologias.
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Figura 17. A) Diafanizagdo de nadadeira anal de Macho de H. wheatlandii com presenga de espiculas na nadadeira
anal, setas indicando as espiculas; B) Diafanizagdo de nadadeira anal de Fémea de H. wheatlandii sem a presenca
de espiculas na nadadeira anal. Escala dos peixes: 1 cm. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.
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4.3. Anélises espermaticas

Para a analise dos pardmetros espermaticos foram utilizados os valores percentuais
médios da motilidade espermatica (MOT%), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média
de percurso (VAP) e velocidade em linha reta (VLR). As analises de tais parametros foram

feitas em duplicata, e estdo descritas na tabela 3 apresentada abaixo:

Tabela 3. Valores médios obtidos dos parametros espermaticos médios de H. wheatlandii.

MOT (%) VCL (um/s) VAP (um/s) VLR (um/s)

Andira
60,53 + 0,07 81,72+ 7,05 68,76 + 1,18 48,62 + 8,05

Além dos parametros espermaticos também foi calculado a concentracdo espermatica
que teve como resultado médio o valor de 2,25 x 108 + 7,5 x 107 espermatozoides/mL.

Apds a andlise dos parametros espermaticos realizadas através do método CASA
(Computer-Assisted Sperm Analysis) por meio do método desenvolvido por Wilson-Leedy e
Ingermann (2007), foi criada uma sequéncia de imagens com as quais é possivel gerar, por meio
do plugin CASA uma imagem que descreve a trajetoria dos espermatozoides durante as analises

dos dois exemplares de H. wheatlandii (Fig. 18 e 19).
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Figura 18. Imagem gerada pelo plugin CASA descrevendo a trajetéria dos espermatozoides de H. wheatlandii,

exemplar 1.
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Figura 19. Imagem gerada pelo plugin CASA descrevendo a trajetéria dos espermatozoides de H. wheatlandii,

exemplar 2.

O conhecimento dos pardmetros espermaticos é fundamental para a rotina de reproducgéo
artificial em peixe (SOLIS-MURGAS et al., 2011). Neste aspecto, um dos primeiros passos €
conhecer a concentracao espermatica, a qual é importante para adequar a quantidade de material
para a fertilizacdo e para o célculo da dose inseminante (PEREIRA-SANTOS et al., 2017). Nas
condicBes dos presente estudo, a concentracao espermatica obtida foi menor do que o observado
para Brycon vermelha com concentragéo de 4.34 £ 0.75 x 1010 (FAUSTINO et al., 2015),
espécie filogeneticamente relacionada a H. wheatlandii. A concentracdo pode variar de acordo
com a espécie e ainda dependendo da idade e a época de coleta (SILVA et al., 2009).

E relacdo a motilidade espermatica, os valores sdo inferiores ao relatado para outras
espécies (FAUSTINO et al., 2015). Tal resultado pode ser devido aos machos nao estarem aptos
a reproducdo no momento da analise ou ainda inadequacéo da solucdo utilizada, o que devera
ser investigado em futuros estudos. Por outro lado, foi possivel fazer a analise de motilidade
pelo software CASA utilizando o plugin imageJ, mesmo procedimento empregado para o
Rhamdia quelen (SANCHES et al., 2010), o que, além de possibilitar mais analises, aumenta a

objetividade e a confiabilidade dos resultados.
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4.4. Caracterizacdo cariotipica de H. wheatlandii a partir de cultivo celular

A metodologia de cultivo celular mostrou-se eficiente para a obtencdo de células
metafisica de H. wheatlandii. Os dados obtidos demonstraram um nimero diploide modal de
2n = 50 cromossomos, com a seguinte férmula cariotipica 26m+12sm+12st (Fig. 20), o que
corrobora os estudos realizados por Silva et al., 2012, que avaliaram exemplares H. wheatlandii

coletados no municipio de Ferros — MG, por meio de Citogenética Classica.
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Figura 20. Cari6tipo de H. wheatlandii obtidas a partir de cultivo celular. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.

Com essa técnica de cultivo celular é possivel obter metafases de alta qualidade e
cromossomos com boa morfologia (AMEMIYA et al., 1984). Desta forma, se mostra como
uma alternativa para obtencdo de cromossomos mitéticos para a caracterizagao do caridtipo de

espécies ameacadas de extin¢do sem a que haja a necessidade de eutanasiar os animais.
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4.5. Biologia reprodutiva basica de S. doceanum

Avaliando as caracteristicas sexuais secundarias externas de S. doceanum foi possivel
diferenciar machos e fémeas. Os machos apresentam papila urogenital externa alongada e
ventre delgado. Por outro lado, as fémeas apresentam papila urogenital curta e avermelhada e
ventre abaulado (Fig. 21). Tais caracteristicas sdo comuns em fémeas de peixes da ordem dos
siluriformes durante a estacéo reprodutiva (ARASHIRO et al., 2018). A utilizagdo de ultrassom
digital mostrou-se eficiente para a identificacdo dos ovarios (Fig. 22) e consequentemente para
a confirmacdo de sexagem por caracteres externos, sendo uma importante ferramenta nédo
invasiva para a utilizacdo em espécies de peixes ameacados de extingéo.

Para peixes a ultrassonografia € uma técnica pouco utilizada, mas muito importante por
ndo ser invasiva principalmente quando tratamos de espécies ameacadas de extin¢do. Em peixes
a ultrassonografia é utilizada para avaliar caracteristicas de carcaca (PERAZZA et al., 2017), e
principalmente para avaliar caracteristicas reprodutivas como o desenvolvimento gonadal
(EVANS et al., 2004; BRYAN et al., 2007; DU COLOMBIER et al., 2015; CHIOTTI et al.,
2016; NAEVE et al., 2018) e até mesmo realizar sexagem (COLOMBO et al., 2004;
(NEWMAN et al., 2008; KOHN et al., 2013) ja que nem todas as espécies é possivel realizar a

sexagem através de caracteristicas externas.

Figura 21. A) Macho de S. doceanum com papila urogenital externa; B) Fémea de S. doceanum sem a presenca
de papila urogenital externa. Setas indicando a papila. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.
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Figura 22. Setas indicando ovarios desenvolvidos em fémea de S. doceanum. Fonte: Hatus O. Siqueira, 2018.
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4.6. Delimitacdo de &rea de protecéo

A bacia do rio Santo Anténio abriga 90% das espécies de peixes de ocorréncia em toda a
bacia do rio Doce, 0 que a torna relevante para a conservacao dessa fauna. Atualmente, 46% da
area da bacia rio Santo Anténio encontra-se protegida por unidades de conservacao. Entretanto,
somente 46.848 ha, ou 4,4% da area dessa bacia, encontram-se no interior de unidades de
conservagdo de protecéo integral (Fig. 23). Além disso, nenhuma das unidades de conservagao
da bacia foi criada com o objetivo especifico de proteger a ictiofauna.

Os principais vetores de ameacas aos peixes da regido estdo relacionados a barramentos
para geracdo de energia elétrica, uso inadequado do solo, polui¢do e introducdo de espécies
(INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVAQAO DA BIODIVERSIDADE, 2018).
Nesse sentido, a protecdo de H. wheatlandii, S. doceanum, B. opalinus e H. thayeri envolve a
protecdo de seus ambientes de barramentos, a ndo remocdo de vegetacdo riparia e nao
lancamento de poluentes, além de acBes de controle e prevencdo de introducdo de espécies
exoticas e o estabelecimento de banco genético ex situ.

A protecdo dos ambientes pode ser atingida por meio da criagdo de uma unidade de
conservacao que tenha como objetivo proteger as principais areas de ocorréncia das espécies
em questdo, incluindo as areas de vegetacdo riparia necessarias a manutencdo da qualidade
ambiental. Assim, considerando a distribuicdo das espécies, as necessidades ecoldgicas de cada
uma delas, e os projetos de barramentos em operacéo e previstos, foi definida uma proposta de

delimitacdo de unidade de conservacao (Fig. 23).
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Figura 23. Bacia do Rio Santo Antonio. Unidades de conservagdo atuais de Uso Sustentavel e Protecdo Integral e
proposta de uma nova unidade de conservacao ao longo do Rio Santo Ant6nio. Fonte: ICMBIio/CEPTA, 2019.

Foi delimitada uma area de 2.842,022 ha ao longo dos rios Santo Ant6nio e Preto do
Itambé. Além da lamina d"agua que corresponde a 1.052,21 ha, a proposta também abrange 50
m nas margens para a protecdo da vegetacdo riparia, com area de 1.789,81 ha. Os 50 m de
margem foram definidos por ser uma extensao razoavel para garantir a protecdo do ambiente
aquatico contra assoreamento e poluicao, além de interferir o minimo possivel nas propriedades
rurais ocupadas a décadas e que nao estdo relacionadas aos principais vetores de ameaca. Além
disso, cerca de 70% da area seca estd declarada como area de preservacdo permanente no
Cadastro Ambiental Rural — CAR (http://www.car.gov.br), ou seja, sdo areas preservadas ou
em regeneracdo que ndo podem ser utilizadas.

Na delimitacdo da proposta de UC foi incluido um trecho do rio Preto do Itambé por ser
local de ocorréncia de H. wheatlandii, B. opalinus e H. thayeri e por apresentar &guas com
caracteristicas distintas das dguas do rio Santo Anténio, conferindo maior diversidade a area
proposta. (VIEIRA, 2006).

A Lei 9.985/2000 que define o Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo (SNUC)
categoriza as UCs em dois grupos, as de protecdo integral e as de uso sustentaveis (BRASIL,

2000). As UCs de protegdo integral sdo criadas para proteger o patrimdnio natural, sendo
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permitido apenas o0 uso indireto dos seus recursos naturais. Ja as UCs de uso sustentavel séo

criadas para compatibilizar o uso dos recursos naturais com sua preservagao.

Tendo em vista 0s vetores de ameaca as quatro espécies de peixes em questdo, verifica-
se que a manutencdo dos ambientes necessarios seria garantida de forma mais satisfatéria com
a criacdo de uma UC de protecdo integral. A categoria da UC poderia ser um Refugio de Vida
Silvestre, uma vez que essa categoria garante a protecdo necessaria as especies e pode ser
constituida por areas particulares.
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5. CONSIDERACAO GERAIS

O presente estudo possui 0s registros mais recentes da ocorréncia de trés espécies de
peixes ameacadas de extin¢do da bacia do rio Santo Antdnio. Entre as espécies capturadas, H.
wheatlandii foi a mais abundante. Apesar de estar ameacada de extin¢cdo em razdo de sua
distribuicéo restrita e pela possibilidade da implantacio de novos barramentos, aparenta ter uma
populacdo saudavel, uma vez que foram coletados exemplares em diferentes fases de

desenvolvimento.

As demais espécies objeto do presente estudo foram menos abundantes e mesmo com um
intenso esforgo de captura foram coletados apenas 08 exemplares de S. doceanum, 01 de B. cf.
opalinus e nenhum de H. thayeri. Esses resultados indicam que as populacGes dessas espécies
podem estar em declinio na regido e que devem ser adotadas medidas urgentes para que sejam
preservadas.

Os juvenis de H. wheatlandii em cativeiro se mostram extremamente sensiveis as
variacdes de temperatura e a infestacdo pelo protozoario Ichthyophthirius multifiliis. Por outro
lado, os individuos adultos se adaptaram rapidamente as condi¢Ges de cativeiro e na proxima
estacdo reprodutiva ja estardo aptos a serem induzidos a reproducdo. Os exemplares de S.
doceanum e B. cf. opalinus também se adaptaram as condicGes de cativeiro, onde sdo

alimentados com racéo.

Os estudos de biologia béasica fornecem informacdes indispensaveis para a implantacdo
de banco genético das espécies (ex situ). No presente trabalho foram caracterizados aspectos de
diferenciacdo sexual secundaria, mobilidade espermatica e cromossémica. Além disso, outros
trabalhos vao ser realizados com os exemplares que estdo em cativeiro, enfrentamos diversas
dificuldades nas coletas de dados devido a localidade de coleta e por se tratar de espécies
endémicas e ameacadas extingdo. Os individuos presentes no banco genético ex situ e 0s
materiais que foram coletados e né&o tiveram tempo de serem processados irdo proporcionar o
avanco na coleta de dados destas espécies e agregar ainda mais acervo cientifico de espécies
tdo peculiares e ameacadas de exting¢éo da bacia do rio Doce.

A conservagdo in situ das espécies em questdo envolve, entre outas acOes, a criacdo de
areas protegidas. Nesse sentido, foi apresentada uma proposta de UC com potencial de proteger

os habitats requeridos pelas espécies sem afetar o desenvolvimento econémico da regido.
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