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Estrutura da Dissertagéo

A presente dissertacdo encontra-se dividida em dois capitulos, conforme

descritos a seguir.

O capitulo 1 consiste de um estudo sobre a variabilidade morfol6gica e genética
encontrada em populagdes de Phalloceros uai Lucinda, 2008 das drenagens do alto
rio Doce e alto S&o Francisco, MG, regido reconhecida como Quadrilatero Ferrifero.
Neste capitulo, analisamos os fendétipos encontrados em diferentes populacdes e
discutimos hipdteses que buscam explicar como ocorre a manutencao dos padrbes

de coloracéo.

O capitulo 2 consiste de um estudo de historia natural, com foco no uso de itens
alimentares e caracteristicas reprodutivas das populacdes de Phalloceros uai Lucinda,
2008 da regido do Quadrilatero Ferrifero. Neste capitulo, analisamos a frequéncia
ocorréncia para os itens alimentares utilizados entre populacdes, além de avaliacéo

da superfetacdo para a espécie.
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Capitulo 1 — Variabilidade morfolégica e genética em
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Sao Francisco, MG.



Resumo

O género Phalloceros Eigenmann, 1907 € um dos 27 descritos e validos da
familia Poeciliidae, sendo representado por 22 espécies de pequeno porte distribuidas
na Ameérica do Sul. Para descricdo da totalidade das espécies foram empregados
exclusivamente dados morfolégicos. Entretanto, com o avanco de técnicas
moleculares a validade de algumas passou a ser questionada. Dentre as espécies,
Phalloceros uai Lucinda, 2008 é diagnosticado autapomorficamente por uma mancha
lateral grande e quadrada na lateral do corpo em exemplares maiores e com
distribuicdo restrita a uma Unica localidade no rio das Velhas, bacio do rio Sao
Francisco. Trabalhos posteriores ampliaram a distribuicdo na drenagem do rio das
Velhas e em sub-bacias adjacentes, rios Piracicaba e Santo Antbnio, ambos
pertencentes a bacia do rio Doce. Frente as divergéncias no conhecimento atual
acerca da distribuicdo geogréfica e reconhecimento morfolégico e genético adequado
da espécie, o objetivo principal desse trabalho foi avaliar através da taxonomia
integrativa, o real status dos exemplares identificados como P. uai nas drenagens
superiores dos rios Doce e S&o Francisco. Os exemplares foram obtidos entre 2020-
2021 de quatro pontos distribuidos no alto rio Doce e no alto rio S&o Francisco. As
analises morfolégicas compreenderam a medicdo do comprimento total e padréo,
altura e comprimento do gonopdédio e analise visual de estruturas 6sseas pelo método
de diafanizacdo. As andlises moleculares foram realizadas a partir da técnica de DNA
barcoding utilizando gene mitocondrial COIl. Foram coletados 1622 exemplares, sendo
997 fémeas, 479 machos e 186 juvenis. Desses peixes foram registrados seis
morfotipos com relacdo ao padrdao de manchas. O comprimento total dos peixes variou
de 8,21 — 48,60 mm, o padrao de 6,67 — 42,17 mm, enquanto a altura teve variacao
de 0,87 — 11,47 mm. O comprimento do gonopddio relaciona positivamente com o
comprimento total, sendo que para o aumento de um milimetro no comprimento total
do exemplar, é esperado um acréscimo de 0,36 milimetros no comprimento do
gonopodio. Foram observadas diferengas significativas nos valores médios dos
comprimentos do gonopdédio, porém ndo foram evidenciadas diferencas estruturais
dos gonopddios entre exemplares de diferentes morfotipos e populagbes. As
sequéncias genéticas de Phalloceros apresentaram aproximacédo de menos de 2%
entre sequéncias de P. uai e mais de 2% entre seus congéneres. A arvore filogenética

resultou em um grupo monofilético com suporte de bootstrap de 0,9993 contendo



todas as sequéncias da espécie. A distribuicdo de P. uai abrange as bacias do rio Séo
Francisco (rio das Velhas e Paraopeba) e do rio Doce (rio Santo Anténio e Piracicaba).
Os levantamentos apresentaram espécimes com morfotipos divergentes da diagnose
original pelo nimero e disposicdo de manchas laterais, apesar disso 0 mais frequente
esta de acordo com a descricdo original. Morfologicamente, as populagdes néo
apresentaram discrepancias da diagnose original. Dados moleculares indicaram que
as populacdes apresentaram distancia genética menor que 2%, ou seja, pertencem a
uma mesma especie. A arvore filogenética apresentou o grupo de P. uai como
monofilético e bem suportado. Em conclusdo, as populacdes ndo apresentaram
diferengas morfolégicas e moleculares suficientes para serem consideradas espécies
diferentes, se enquadrando na diagnose de P. uai, apesar de divergirem parcialmente
da autapomorfia representada por uma mancha lateral grande e quadrada na lateral

do corpo.

Palavras-chaves: Distribuicdo; diagnose; fenotipo; morfotipos; taxonomia integrativa.



Abstract

The genus Phalloceros Eigenmann, 1907 is one of the 27 valid and described
of the Poecillidae family, being represented by 22 small size species distributed in
South America. For the of the totality of the species, only morphological data were
used. However, with the advancement of molecular techniques, the validity of some
has been questioned. Among the species, Phalloceros uai, Lucinda, 2008 is diagnosed
autapomorphically by a large lateral square spot in larger specimens and was
described for a single locality in the Velhas river. Later works extended its record in the
basin, while others extended it to other adjacent sub-basins, Piracicaba and Santo
Antonio rivers, bot belonging to the Doce river basin. In view of the divergences in
current knowledge about the geographic distribution, adequate morphological and
genetic recognition of the species, the main objective of this paper is to evaluate,
through integrative taxonomy, the real status of specimens identified as P. uai from the
upper Doce river and Sao Francisco river basins. The specimens were obtained
between 2020-2021 from four points distributed in the upper Doce river and Séo
Francisco river basins. The morphological analyzes comprised the measurement of
total and standard length, height and length of the gonopodium and visual analysis of
bone structures by the diaphanization method. Molecular analyzes were performed
using the DNA barcoding technique using the COI mitochondrial gene. A total of 1622
specimens were collected, 997 females, 479 males and 186 juveniles. Of these fish,
six morphotypes were recorded in relation to the pattern of spots. The total length of
fish ranged from 8,21 — 48,60 mm, standard from 6,67 — 42,17 mm, while the height
varied from 0,87 — 11,47 mm. The length of the gonopodium is positively related to the
total length, and for an increase of one millimeter in the total length of the specimen, is
expected an increase of 0,36 milimeters in the length of the gonopodium. Significant
differences were observed in the mean values of gonopodium lengths, however no
structural differences in the gonopodium were observed between specimens of
different morphotypes and populations. The genetic sequences of Phalloceros showed
approximation of less than 2% among sequences of P. uai and more than 2% among
their congeners. The phylogenetic tree resulted in a monophyletic group with bootstrap
support of 0,9993 containing all sequences of the species. The distribuition of P. uai
covers the basins of the Sao Francisco river (das Velhas and Paraopeba rivers) and

the Doce river (Santo Antbnio and Piracicaba rivers). The surveys showed specimens



with different morphotypes comparing to the original diagnosis by the number and
disposition of lateral spots, although the most frequent one is in accordance with the
original description. Morphologically, the populations showed no discrepancies from
the original diagnosis. Molecular data indicated that the populations had a genetic
distance of less than 2%, that is, they belong to the same species. The phylogenetic
tree showed P. uai as monophyletic and well supported. In conclusion, the populations
did not show enough morphological and molecular differences to be considered
different species, fitting the diagnosis of P. uai, despite partially differing from the

autapomorphy represented by a large and square lateral spot.

Keywords: Distribution; diagnosis; phenotype; morphotypes; integrative taxonomy.
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1 - INTRODUCAO

A ordem Cyprinodontiformes é composta por 14 familias, 143 géneros e cerca
de 1430 espécies de maioria dulcicola (Parenti, 2005; Nelson et al., 2016; Van der
Laan & Fricke, 2022). Poeciliidae é a terceira familia mais diversa da ordem, incluindo
trés subfamilias, 27 géneros e 275 espécies vélidas (Van der Laan & Fricke, 2022).
Poecilideos séo conhecidos popularmente como livebeares, guppy, guppies, lebistes
e barrigudinhos. Suas principais caracteristicas diagnésticas sdo a boca voltada para
cima, cabeca revestida de escamas, dimorfismo sexual acentuado e nadadeira anal
dos machos modificada em um érgéo copulador denominado gonopddio, estrutura

gue permite a fecundacao interna e a viviparidade (Nelson et al., 2016).

Poecilideos possuem uma histéria taxonémica confusa, sendo que em meados
dos anos 1850 eram conhecidos apenas trés géneros para a América do Sul, Poecilia
Bloch & Schneider, 1801, Heterandria Agassiz, 1853 e Girardinus Poey, 1854
(Lucinda, 2008). Garman (1895) realizou um dos primeiros trabalhos de sisteméatica
do grupo e sinonimizou duas espécies Girardinus caudimaculatus (Hensel, 1868) e
Girardinus januarius (Hensel, 1868). Posteriormente, Eigenmann (1907) realizou um
novo estudo separando essas espécies e descrevendo dois novos géneros:
Phalloceros, para o qual foi realocado G. caudimaculatus, e Phalloptychus para o qual

foi realocado G. januarius, ambos os géneros permanecendo monotipicos.

O género Phalloceros Eigenmann, 1907 € um dos 27 descritos e validos da
familia Poeciliidae, sendo representado por espécies de pequeno porte e com
distribuicdo nas bacias hidrogréaficas do sul e sudeste da América do Sul (Nelson et
al., 2016). O género permaneceu monotipico, tendo P. caudimaculatus como Unica
espécie reconhecida durante 100 anos. O monofiletismo e a resolucao taxondmica do
género foram estabelecidos com base exclusivamente em caracteres morfoldgicos,
incluindo estrutura do gonopddio e papila urogenital feminina, osteologia, padrées de
coloracdo, contagem de raios e morfometria simples (Lucinda, 2003; 2008). Apos a
revisdo taxondmica e a descricdo de 21 espécies novas e redescricdo de P.
caudimaculatus (Lucinda, 2008), o género passou ser 0 mais especioso da familia
Poecilidae na América do Sul, sendo que nenhuma nova espécie foi descrita desde
entdo (Thomaz et al., 2019).



Lucinda (2003, 2008) empregou exclusivamente dados morfologicos para a
descricdo das espécies, entretanto, com o uso posterior de técnicas moleculares,
problemas para o reconhecimento de algumas espécies passaram a ser relatados.
Dessa forma, apesar da relativa estabilidade taxonémica por quase duas décadas,
espécies cripticas podem estar presentes em um complexo, como descrito para
Phalloceros harpagos Lucinda, 2008 (Oliveira, 2017). Por outro lado, analises
integrativas morfolégicas e moleculares de trés espécies que compdem o “grupo
sinistro” (sensu Souto-Santos et al. 2022), Phalloceros aspilos Lucinda, 2008;
Phalloceros leptokeras Lucinda, 2008 e Phalloceros tupinamba Lucinda, 2008, ndo
foram suficientes para diagnose adequada das mesmas, sendo proposto P. leptokeras

como o nome valido da espécie

Phalloceros uai Lucinda, 2008 foi primeiramente diagnosticado como
Phalloceros sp. n. P (Lucinda, 2003), e posteriormente descrito com distribuicéo
conhecida em somente uma localidade na bacia do rio das Velhas (Lucinda, 2008). A
espécie foi diagnosticada autapomorficamente por uma mancha lateral grande e
quadrada em espécimes maiores, e adicionalmente pela papila urogenital feminina
curvada para a direita e localizada lateralmente, borda da abertura anal em contato
com o primeiro raio da nadadeira anal (ou muito proximo), presenca de um gancho
esquerdo no gonopoddio, apéndice gonopodial assimétrico, sendo o direito mais largo

do que o esquerdo (Lucinda, 2008).

Embora a distribui¢é@o original conhecida de P. uai fosse limitada a uma Unica
localidade no rio das Velhas, trabalhos posteriores ampliaram os registros na bacia
(Alves et al., 2008; Leal et al., 2011; Moreira et al., 2015). Adicionalmente, exemplares
das drenagens do rio Piracicaba (Vieira et al., 2015), e do rio Santo Anténio (Santos
& Britto, 2021), ambas pertencentes a bacia do rio Doce, também foram reconhecidos
como pertencentes a espécie, o que levou os ultimos autores citados a indicarem que
a distribuicdo em bacias adjacentes aquela da localidade tipo deveria ser melhor
investigada. No que se refere a identificacdo morfolégica de exemplares, Thomaz et
al. (2019) levantaram questionamentos se o padrdo de mancha lateral descrito para
P. uai constitui uma autapomorfia, relatando exemplares sem esse carater na bacia
do rio Sdo Francisco. Amaral et al. (2015) também encontraram uma pequena
distancia genética de 0,8% entre exemplares de Phalloceros anisophallos Lucinda,

2008 da llha Grande e Parati (RJ) e P. uai, sugerindo que possam ser sinbnimos.



Frente as divergéncias no conhecimento atual acerca da distribui¢cdo geografica
e reconhecimento morfolégico e genético adequado da espécie, o objetivo desse
trabalho foi avaliar através da taxonomia integrativa, o real status dos exemplares
identificados como P. uai das bacias do alto rio Doce (sub bacia do Piracicaba) e Séao

Francisco (sub bacias dos rios Paraopeba e das Velhas).



2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

Os exemplares analisados sédo provenientes do alto rio Doce (sub bacia do rio
Piracicaba), e alto rio Sdo Francisco (sub bacias dos rios Paraopeba e das Velhas)
(Figura 1; Tabela 1), ambas drenando a regido conhecida como Quadrilatero Ferrifero.
O termo Quadrilatero Ferrifero se refere a uma base geologica (Dorr 1, 1969; Silva,
2007; Machado, 2009) localizada na porcédo centro-sudeste do estado de Minas
Gerais com uma area aproximada de 7.200 kmz (Silva, 2007) e sendo drenada por

cursos d’agua formadores das bacias do rio Sao Francisco e rio Doce (Vieira et, 2015).

Parte do material examinado faz parte da colecdo de peixes do Centro de
Colecdes Taxondmicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CCT-UFMG),
enquanto exemplares adicionais para analises moleculares e de padrédo de coloracao
foram obtidos entre 2020 e 2021. Exemplares testemunhos encontram-se depositados

na colecéo ictiolégica da Universidade Federal de Minas Gerais (CCT-UFMG).
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Figura 1: Mapa indicando os locais de amostragem das popula¢gfes de Phalloceros nas drenagens do
alto rio Doce e S0 Francisco, MG.



Tabela 1. Pontos amostrais utilizados para coletas de Phalloceros Eigenmann, 1907 com
coordenadas geograficas.

Cddigo da
Localidade

Altitude
(m)

Drenagem Distrito/Municipio Latitude S  Longitude O Data

Ponto 1

Ponto 2

Ponto 3

Ponto 4

Cérrego
Congonhas,
afluente
margem
direita do
rio
Piracicaba
Ribeirdo
Caraca,
afluente do
rio Baréo
de Cocais
ou Sdo Brumal, Santa

Jodo, sub Bérbarr;\ 19°58'53.40" 43°27'15.27" 739 10/2018
drenagem 08/2019
do rio Santa

Barbara

(bacia do

rio

Piracicaba)

Rio Manso,

afluente da

rensa:qu?::;]a Brumadinho 20°09'0.98" 44°1353.59" 732 gggggi
do rio

Paraopeba

Corrego do

Jaque,

afluente da

margem

esquerda Lagoa Santa 19°34'28.58" 43°55'28.64" 657 06/2021
do rio das

Velhas

(Localidade

tipo)

Santa Rita

~ . 20°11'28.28" 43°24'45.82" 808 10/2018
Durao, Mariana

08/2019

Os exemplares foram obtidos durante estudos para licenciamento ambiental,

cujas licencas de captura foram expedidas pelo Instituto Estadual de Florestas (IEF-

MG). As capturas foram feitas utilizando-se peneiras em formato de meia lua

revestidas com tela de nailon e malha de dois milimetros.

ApoOs a captura, os exemplares foram imersos em solu¢do hidro alcodlica

contendo 6leo de cravo comercial para completa anestesia e eutanasia, conforme

procedimentos descritos em Lucena et al. (2013). Uma parte dos exemplares foi fixada

em alcool 90° GL para os estudos moleculares e os demais em formalina 10% para



os estudos morfoldgicos. Em laboratério, todos os peixes fixados em formalina foram
lavados em &gua corrente e mantidos em alcool 70° GL. Todos os exemplares
capturados foram identificados taxonomicamente, com auxilio de um microscopio
estereoscopio Zeiss™ Stemi DV4, separados como adultos (machos e fémeas), e
juvenis. Foram considerados jovens todos animais menores que o menor macho com
gonopddio desenvolvido. Por fim, foram separados por morfotipos baseados no

namero de manchas laterais conforme padrao apresentado na Figura 2.
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Figura 2: Desenho esquemético dos morfotipos de Phalloceros uai Lucinda, 2008 das drenagens do
alto rio Doce e Sdo Francisco, MG, evidenciando a variagdo no numero de manchas laterais de cada
lado de um mesmo exemplar.

2.2 Anélises morfoldgicas
Todos os peixes tiveram os comprimentos total e padréo, altura (medida na
origem da nadadeira pélvica) e comprimento do gonopddio nos machos medidos com

auxilio de um paquimetro digital 150 mm MTX® com resolucao de 0,01 mm.

A normalidade dos dados foi testada a partir do teste de Shapiro-Wilk. O
comprimento do gonopadio foi analisado em fungéo da localidade através do teste de

Krustral-Wallis e teste de Nemenyi (Nemenyi, 1963). Andlise de correlacdo de



Pearson foi usada para determinar a relagdo entre o tamanho do gonopddio com o

crescimento do exemplar. Todas andlises foram executadas através do software R™.

Para andlise de estruturas 6sseas, foram diafanizados vinte e dois exemplares
adultos, dezenove machos e trés fémeas, conforme o método proposto por Taylor &
Van Dike (1985). Primeiramente, os exemplares foram imersos em uma solugéo de
20 partes peroxido de hidrogénio (3%) com 80 partes de hidroxido de potassio (mistura
de 1% de hidroxido de potassio (KOH 6%) em agua destilada) com seus 6rgaos
internos expostos em presencga de luz por uma hora. Em seguida, todo material foi
imerso em uma solucao de hidroxido de potassio com 2 gotas de Alizarin Red S por 5
horas. Por fim, os exemplares foram eviscerados, retiradas as escamas, olhos e outras
estruturas que nao seriam objeto de estudo e foram imersos em uma solucao de 30
partes tripsina (0,45 gramas de tripsina com 400ml de agua destilada para cada 60
gramas de material) e 70 partes dgua destilada. Essa ultima solugéo foi trocada
regularmente até a musculatura ficar transparente permitindo a visualizacdo das

estruturas ésseas.

Apés a diafanizagcdo, o gonopodio foi fotografado em microscépio
estereoscopico Leica™ M205 A. A nomenclatura das estruturas do gonopdédio seguiu
o trabalho de Rosen & Gordon (1953) e as modificacdes propostas por Lucinda & Reis
(2005).

2.3 Analises moleculares
A extracdo, amplificacdo e sequenciamento do DNA foram realizadas pela

empresa EcoMol Consultoria© em Piracicaba, S&o Paulo.

Dezesseis espécimes (Tabela 2), foram utilizados para as analises
moleculares. O DNA foi extraido a partir da por¢éo posterior de cada peixe por meio
do kit comercial DNeasy Blood & Tissue, da empresa Qiagen™, seguindo as

instrucdes do fabricante.

Posteriormente, a qualidade do DNA foi avaliada a partir da relacdo de
absorbéancia 260/280 nm e da concentracao (ng/pL) utilizando um espectrofotdmetro
NanoDrop 2000, Thermo Scientific™ (Tabela 2). Todas as amostras foram

normalizadas para uma concentracdo de 50 ng/pL.



Tabela 2: Exemplares usados nas andlises moleculares indicando o nimero da amostra,
morfotipo relacionado ao nimero de manchas laterais, sexo, localidade, concentracao (ng/uL)
e absorbancia 260/290 nm (A260/A280). N° = nimero. M = macho. F = fémea.

N° da Fendtipo Sexo Localidade Concentracdo  A260/A280
amostra
El 1x1 M Ponto 4 213 1,94
E2 1x1 M Ponto 4 271 1,94
E3 1x1 M Ponto 4 339 1,95
E4 1x1 M Ponto 1 638 1,95
E5 1x1 M Ponto 1 563 1,95
E6 1x2 M Ponto 1 410 1,96
E7 2X2 F Ponto 1 306 1,95
ES8 2x3 M Ponto 1 93 1,95
E9 1x2 M Ponto 1 207 1,95
E10 1x1 M Ponto 1 328 1,93
El1 2x2 M Ponto 1 187 1,95
E12 1x2 M Ponto 1 498 1,97
E13 1x1 F Ponto 3 843 2,00
El14 2x2 F Ponto 3 579 1,98
E15 1x1 M Ponto 2 544 1,93
E16 1x1 F Ponto 2 453 1,95

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene mitocondrial Citocromo ¢
Oxidase Subnidade | (COI) foi realizada utillizando o primer H7152 5
CACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA 3 forward e L6448-F1 5
TCAACCAACCACAAAGACATTCGGCAC 3’ reverse, ambos dessanilizados,
liofilizados, sem marcacao da marca Integrated DNA Technologies© (IDT) (lvanova et
al., 2007; Oliveira, 2017). As amplificacdes foram realizadas em um volume de 15 pL
de reacao, contendo: 2 pL de DNA a 50 ng/uL, 7,5 uL de PCRBio Ultramix da marca
PCRBiosystem, 1 uL de cada primer diluido a 10 pmol/uL e 3,5 pL de agua ultrapura,

de acordo com lvanova et al. (2007).

Os parametros utilizados na PCR foram desnaturacéo a 94°C por dois minutos,
seguido de 35 ciclos de anelamento a 94°C por 30 segundos, mais 35 a 52°C por 40
segundos, extensdo da cadeia a 72°C por um minuto, e, por fim, a extensao final
ocorreu a 72°C por 10 minutos (lvanova et al., 2007). Os produtos amplificados foram

aplicados em gel de agarose 1,5%.

Ap6s a amplificacdo, os produtos da PCR foram purificados com beads
magnéticas Agencourt AMPure XP, da marca BECKMAN COULTER®. Esses
produtos passaram pela reacdo de sequenciamento bidirecional, realizada com o kit
BigDie Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit da marca Applied Biosystems®. Os
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produtos do sequenciamento foram purificados por precipitagdo com
Etanol/EDTA/Acetato de Sodio, de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante.
O seguenciamento automatico por eletroforese capilar no equipamento ABI3730xI

Genetic Analyzer da marca Applied Biosystems® foi realizado.

As sequéncias foram editadas manualmente utilizando o programa BioEdit©,
através do qual foi avaliada a qualidade do sequenciamento e foram excluidas as

regides dos primers. Estas foram depositadas no Genbank e no BOLD Systems.

Foram acessadas e avaliadas todas as sequéncias do género Phalloceros
disponiveis nos bancos de dados Genbank e BOLD Systems. Foram retiradas as que
apresentavam menos de 600 pb, pela baixa qualidade do sequenciamento, as
advindas de aquarios, para evitar erros de identificacdes, e as da espécie Phalloceros
harpagos, pois a espécie apresenta muitos problemas taxonémicos, podendo ser um

complexo de espécies conforme indicado por Oliveira (2017).

Todas as sequéncias foram alinhadas através do Muscle (Edgar, 2004) sob os
parametros padroes do MEGA X (Molecular Evolucionary Genetics Analysis) (Kumar
et al., 2018). O calculo das distancias genéticas das sequéncias de Phalloceros foi
realizado com o programa MEGA X sob os parametros do modelo Kimura 2-
parametros (K2P) (Kimura, 1980). A arvore filogenética foi realizada no programa
MEGA X a partir do método estatistico de maxima verossimilhanca (MV), utilizando os
parametros padréo do software e o modelo K2P. Para a arvore foi realizado o teste de

bootstrap (Felsenstein, 1985), utilizando 10000 réplicas, para o suporte dos grupos.
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3 - RESULTADOS

No total foram avaliados 1622 exemplares, dos quais 1587 se mostraram
adequados as analises de morfometria, enquanto os demais foram excluidos por
estarem danificados ou utilizados para a diafanizacdo e as analises moleculares. O
maior nimero de exemplares coletados foi da populacdo do ponto 1 (933 ex.) e 0
menor, da localidade tipo (ponto 4 — 35 ex.) (Tabela 3).

Dentre os animais analisados, 997 (60,23%) foram identificados como fémeas,
479 (29,53%) como machos e 186 (11,47%) como juvenis. Em todas as populacoes,
exceto no rio Santa Barbara (ponto 2), o numero de fémeas coletado foi maior do que

0 de machos e juvenis (Tabela 3).

Tabela 3: Numero de exemplares separados por sexo em cada uma das populacdes de
Phalloceros Eigenmann, 1907 das drenagens do alto rio Doce e Séo Francisco, MG.

Codl_go da Machos Fémeas Juvenis
localidade
Ponto 1 282 563 88
Ponto 2 30 16 1
Ponto 3 156 399 92
Ponto 4 11 19 5
Total 479 997 186

Dos 1622 exemplares, foram registrados seis morfotipos com relacdo as
manchas laterais (1x1, 1x2, 1x3, 2x2, 2x3 e 3x3) (Figuras 3 e 4; Tabela 4). Em todas
as populacdes, exceto a localidade tipo, foram encontrados animais diferindo da
descricdo original, ou seja, com numero de manchas superior ao da descri¢ao original
(Tabela 4). O morfotipo com trés manchas de cada lado foi 0 menos frequente e
restrito ao ponto 1. A assimetria no niumero de manchas entre os lados foi comum nas

populacoes.

O comprimento total variou de 8,21 — 48,60 mm, o padréo de 6,67 — 42,17 mm,
enguanto a altura teve variacdo de 0,87 — 11,47 mm. As fémeas alcangcaram maiores
tamanhos e alturas que os machos. Foi registrada maior amplitude de variagdo na
altura das fémeas, visto que ocorre a dilatagdo do abdémen quando estdo gravidas
(Tabela 5).
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Figura 3: Vista lateral do lado esquerdo de exemplares machos adultos de Phalloceros uai Lucinda,
2008. Morfotipos com uma e duas manchas laterais coletados do ponto 3, morfotipo com trés manchas
laterais coletado do ponto 1. Escala em milimetros.
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Figura 4: Vista lateral de exemplares fémeas adultas de Phalloceros uai Lucinda, 2008. Morfotipos com
uma e duas manchas laterais coletados do ponto 3, morfotipo com trés manchas laterais coletado do
ponto 1. Escala em milimetros.
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Tabela 4. Numero de exemplares de Phalloceros Eigenmann, 1907 coletados em cada
localidade nas drenagens do alto rio Doce e Sdo Francisco, MG, separados pelo fendtipo
baseado no nimero de manchas laterais.

Fenbtino Numero de Frequéncia relativa
Cddigo da localidade (manchgs) manchas (lados) N do fenétipo por
Direito Esquerdo localidade (%)
1x1 1 1 582 62,85
2x2 2 2 135 14,58
3x3 3 3 1 0,11
1x2 1 2 103
Ponto 1 2 1 96 21,49
1x3 L 3 !
3 1 - 0,11
2x3 2 3 8
3 2 - 0,76
1x1 1 1 45 95,74
2X2 2 2 - -
3x3 3 3 - -
1 2 1
1x2
Ponto 2 X 2 1 1 4,26
1x3 L 3 i
3 1 - -
2x3 2 3 i
3 2 - -
1x1 1 1 534 82,53
2x2 2 2 42 6,49
3x3 3 3 - -
1x2 1 2 37
Ponto 3 2 1 32 10,66
1x3 L 3 i
3 1 - -
2x3 2 3
3 2 2 0,31
1x1 1 1 29 100
2x2 2 2 - -
3x3 3 3 - -
1 2 -
Ponto 4 x2 2 1 - )
1x3 ! 3 ] -
3 1 -
2x3 2 3 i -
3 2 -
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Tabela 5: Dados morfométricos de exemplares machos, fémeas e juvenis de Phalloceros uai
Lucinda, 2008 nas drenagens do alto rio Doce e S&o Francisco, MG. N = Numero de

exemplares. x = Média. md = Mediana. dp = Desvio padréo

Medidas (mm) Sexo N Amplitude X md Dp
Machos 444 15,86 - 30,70 22,83 21,69 3,43

Comprimento total Fémeas 976 15,67 -48,60 29,27 29,58 5,83
Juvenis 179 8,21-17,15 13,94 14,43 1,89

Machos 453 12,86-24,58 18,29 17,35 281

Comprimento padréo Fémeas 985 12,47-42,17 23,71 2393 5,83
Juvenis 184 7,53-13,81 11,24 1151 1,46

Machos 453 2,08-5,76 3,47 3,25 0,68

Altura Fémeas 977 1,92-11,47 5,45 5,4 1,87
Juvenis 183 0,87-2,61 1,98 2 0,37

Gonopodio Machos 453 2,98-11,18 7,81 7,34 1,38

O comprimento do gonopdédio dos machos (W=0,94, p<0,001) e o comprimento

total dos machos (W=0,93, p<0,001) ndo apresentaram normalidade (Anexo 1). A

proporcdo média do CT/Gn indicou que o gonopddio representa em média 35% do

corpo total do animal. A correlagcdo de Pearson demonstrou que o comprimento do

gonopddio se relaciona positivamente com o comprimento total (r2=0,85; y=-0.41 +

0.36x), indicando que para o aumento de um milimetro no comprimento total do

exemplar, espera-se um acréscimo de 0,36 milimetros no comprimento do gonopodio

(Figura 5).

R%*=085 .« ° D

10- y=-0.41+0.36 x

Gonopodium

20 25 30
Total length

Figura 5: Correlacdo do comprimento total (mm) com o comprimento do gonopédio (mm). Gonopodium

= Gonopodio. Total length = Comprimento total.
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Foram observadas diferencas significativas nos valores médios do
comprimento do gonopdédio entre exemplares de diferentes populagbes (X2=69.063,
df=3, p<0.001). O ponto 1 e o ponto 3 apresentaram diferencas significativas nos

valores médios do comprimento do gonopddio (p<0,001). (Figura 6).

Gonopodium

Po n;0_1 F'cmltc-_2 F'c:nlto_E- F'c-nlto_ﬂi
Area

Figura 6: Representacao grafica (boxplot) do teste Nemenyi do comprimento do gonopddio (mm) por
localidades.

N&o foram encontradas diferencas estruturais dos gonopdédios entre diferentes
morfotipos e localidades (Figura 7, 8), todos apresentaram um gancho esquerdo no
gonopddio, apéndice gonopodial assimétrico (direito mais largo do que o esquerdo),
raio 5 em formato de canoa, raio 4p com uma estrutura serreada e o raio 3 com

espinhos e extensdes, conforme encontrado por Lucinda (2008).
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Figura 7: Desenho esquematico do gonopdédio de Phalloceros uai em vista lateral evidenciando os raios
5, 4 e 3, regido anterior a esquerda. O raio 5 em forma de canoa, raio 4p possui uma estrutura serreada,
raio 3 possui espinhos e extensoes.

500 pm

Figura 8: Gonopdédio de um macho Phalloceros uai Lucinda 2008 do ponto 1, regido anterior a direita.

Os produtos amplificados pelo processo de PCR apresentaram

aproximadamente 750 pb (Figura 9).
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Figura 9: Amplificacdo do gene COI nas 16 amostras de peixes (C1-C13, C15-C17). A seta indica o
tamanho de 750 pb. Canaleta 14 (LM): padrédo de peso molecular Low Mass Ladder da (Invitrogen™)
3200 pb. Canaleta 17 (C-): controle negativo da reacéo.

As sequéncias de Phalloceros submetidas a analise de distancia genética
apresentaram aproximagéo de menos de 2% entre sequéncias de P. uai e mais de
2% entre seus congéneres (Anexo 2). Todas as arvores filogenéticas produzidas
tiveram o mesmo resultado, por isso selecionamos o método estatistico de maxima
verossimilhanca. A arvore resultou em um grupo monofilético com suporte de

bootstrap de 0,9993 contendo todas as sequéncias de P. uai (Figura 10).

P.uai_E6F_P1_21M
P.uai_E14F_P3_22F
P.uai_DCC31589
P.uai_E9F_P1_12M
P.uai_E11F_P1_22M
P.uai_E12F_P1_12M
P.uai_E3F_P4_11M
P.uai_F5F_P1_11M
IS P.uai_E2F_P4_11M
_ P.uai_F16F_P2_11F
P.uai_E7F_P1_22F
TUU— Ty o AR
0,9993 Puai_F4F_P1_11M
P.uai_E13F_P3_11F
P.uai_E1F_P4_11M
P.uai_E8F_P1_32M
P.uai_E15F_P2_11M
P.uai_DCC31592
P.uai_DCC31591
P.uai_DCC31590
——— P.uai_DCC01181
IS P.uai_DCC01180
0,0997 e P.uai_DCC31588
——— P.uai_DCC31643
P.uai_MNLM7019
P.reisi_L BPV-43526
P.enneaktinos_MNLM7084
Ptupinamba_MNLM7028]
P.elachistos_RDOCE211

0,974

Figura 10: Arvore de maxima verossimilhanca, no modelo K2P, com suporte de bootstrap para amostras
do gene mitocondrial COIl de Phalloceros Eigenmann, 1907. As sequéncias retiradas dos bancos de
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dados estéo indicadas pelo nome da espécie e cédigo do depésito. As sequéncias do trabalho estao
indicadas pelo nome da espécie seguido da localidade da coleta, fenétipo e sexo. Em vermelho estéo
destacadas as sequéncias de Phalloceros uai Lucinda,2008.
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4 - DISCUSSAO

Na descricdo original de P. uai, sua distribuicdo geografica foi limitada ao
Corrego do Jaque, afluente da margem esquerda do rio das Velhas (Lucinda, 2008).
Essa condicéo foi alterada em trabalhos posteriores, com relatos da ocorréncia em
localidades adicionais, ainda que restritas a bacia do rio das Velhas: rio Cipd (Alves
et al., 2008), calha do rio das Velhas (Leal et al., 2011) e corrego Samambaia (Moreira
et al., 2015). Nas amostragens conduzidas, a distribuicdo foi ampliada para a bacia
do rio Paraopeba e confirmada para a drenagem do rio Piracicaba (bacia do rio Doce),
originalmente relatada por Vieira et al. (2015). Adicionalmente, consideramos como
vélida a ocorréncia nas drenagens do rio Santo Anténio, bacia do rio Doce (Santos &
Britto, 2021). Dessa forma, os dados atuais indicam que a espécie esta amplamente

distribuida e € comum em drenagens na regido denominada Quadrilatero Ferrifero.

Apesar do aumento dos registros de ocorréncia de P. uai ao longo da regido do
Quadrilatero Ferrifero, ndo havia sido relatada a existéncia de espécimes com
morfotipos divergentes da diagnose original pelo nimero e disposicdo de manchas
laterais (1x1). A Unica excecdo foi relatada por Thomaz et al. (2019), que reportou
exemplares sem manchas oriundos do rio das Velhas, bacia do rio S&do Francisco. Na
andlise de 1622 exemplares de P. uai ndo registramos animais sem manchas,

portanto, é recomendavel uma reandlise dos exemplares com esse morfotipo e

primariamente identificados como P. uai.

Ainda que o morfotipo mais frequente tenha sido convergente com o da
diagnose original (uma mancha de cada lado), exemplares com duas e trés manchas
laterais, e variagBes numéricas entre o lado direito e esquerdo do corpo também foram
comuns. Os animais com trés manchas estiveram restritos a populacdo do alto
Piracicaba, enquanto na localidade tipo foram encontrados apenas animais com o
fendtipo da diagnose original. A inexisténcia de exemplares com morfotipos diferentes
na localidade tipo pode ser indicativo de uma variagcéo unica presente na populacéo
por algum processo evolutivo maior, genético ou ecoldgico, como descrito para
machos de Poecilia wingei Poeser, Kempkes & Isbriicker 2005 (Prazdnikov, 2021).
Uma hipétese alternativa estaria relacionada ao pequeno numero de exemplares
obtidos e analisados até o presente, condi¢do que limita o conhecimento mais amplo

acerca dos morfotipos que podem estar presentes na populagéo.
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Os padrdes de colorido em peixes sdo amplamente utilizados como caréater
distintivo de espécies. As cores e seus padrdes sdo formados a partir do conjunto e
disposicédo de melandéforos e outras células (Cott, 1940), e podem estar relacionados
a trés funcbes principais: termoregulacdo, reducdo do indice de predacdo e

comunicacao inter e intraespecifica (Cott, 1940; Endler, 1978; Endler 1984).

Em poecilideos, os padrbes de cores sao influenciados por predacéo, escolha
das fémeas para reproducao (Endler 1982; Endler 1984; Endler 1987; Jonck, 2004),
fatores ambientais, como background color (cor de fundo) (Jonck, 2004) e
luminosidade (Endler, 1987), além de fatores intrinsecos do animal, como estresse,
idade, genética (Houde, 1991) e hormdnios tireoidianos (Prazdnikov, 2021). Portanto,
podem variar ndo s6 entre espécies e géneros, mas também entre populacdes de uma
mesma espécie, o que pode justificar as variacdes encontradas em P. uai nas

drenagens do rio Piracicaba e Paraopeba.

Endler (1982, 1984 e 1987) estudou a reproducédo e os padrdes de cores em
Poecilia reticulata Peters 1859 e em P. caudimaculatus, relatando que a cor desses
animais é criptica com o fundo, normalmente de areia ou sedimentos, para evitar
predadores. Deve-se destacar que todos os trabalhos anteriores ao ano de 2008,
relatam apenas a espécie P. caudimaculatus, devido a ser essa a Unica conhecida
para o género a época. Apesar da importancia dos achados desses trabalhos para o
conhecimento em nivel de género, deve-se ter cautela ao utilizar seus dados para

realizar comparacodes interespecificas.

Em P. caudimaculatus é relatado que o tamanho e nimero de manchas diminui
com o aumento da predacdao em nivel local (Endler, 1982, 1984), sugerindo uma
selecdo negativa em relacdo ao padrdo de cores. A frequéncia dos diferentes
morfotipos encontrados nas populacdes de P. uai pode estar relacionada a essa
condigdo, visto que peixes com menos manchas poderiam ser presas menos
chamativas. Por outro lado, fémeas teriam preferéncias por copular com machos mais
chamativos, ocorrendo uma selecdo positiva do caractere (Endler, 1984). Segundo
Thayer (1909), Cott (1940) e Endler, (1978), todos os exemplares de P.
caudimaculatus analisados, independente de sexo ou idade, possuiam manchas e
algumas populagbes apresentavam barras verticais para se camuflarem com a

vegetacao emergente, ndo sendo encontrado nenhuma relagéo entre a quantidade e
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tamanho das barras e a predacdo. Em P. uai ndo foram encontrados animais com
barras verticais, apesar de ocorrerem em abundancia entre a vegetagéo aquatica junto

as margens dos cursos d agua amostrados.

Devido ao desconhecimento sobre padrbes de manchas em outras espécies
de Phalloceros sob diferentes condi¢cdes ambientais, o polimorfismo aqui relatado nédo
pode ser avaliado como uma adaptacédo para diferentes indices de predacao e/ou ao
background, ou se representa somente uma variacdo sem uma relacdo direta com

selecéao.

Diferentemente de P. reticulata que apresenta dicromatismo sexual, ou seja, 0s
sexos diferem em coloragdo, com machos extremamente ornamentados e coloridos e
fémeas ndo chamativas, as espécies de Phalloceros apresentam machos e fémeas

com o mesmo padréo de cor (Endler, 1982, 1984), padrdo esse presente em P. uai.

Uma possivel hipotese para a presenca e manutencéo de diferentes morfotipos
em P. uai pode ser a ideia questionada por Farr (1984) de que machos com padrdes
de colorido raros e chamativos seriam escolhidos por possuirem um genétipo diferente
qgue, por consequéncia, daria origem a uma prole geneticamente diferente com
maiores chances de adaptacao. Entretanto, Farr (1984) acredita que inferir se o animal
possui genotipo diferente apenas observando seu fenétipo é dificil. Outro ponto que
nao corrobora essa proposicao é o fato da frequéncia de animais com mais manchas

ser bem menor quando comparado com o padrao fenotipico 1x1.

O estresse associado a presenca de um predador também pode causar a
ocorréncia e manutencao de distintos morfotipos. Jonck (2004) relatou que o aumento
do estresse em espécimes de P. caudimaculatus, levava a um aumento fisiolégico de
catecolaminas, propiciando alteracdo na coloragcdo dos animais. Entretanto,
catecolaminas estdo associadas a coloragbes avermelhadas e exemplares de P. uai
analisados néo apresentaram nenhuma coloracéo diferenciada, seja quando em vida

ou pos fixagao.

Outra possivel hipétese para a presenca e manutencéo dos diferentes fenotipos
pode ser hormonal. Prazdnikov (2021) estudou experimentalmente a influéncia de
hormoénios tireoidianos (THs) em machos de guppy, Visto que sdo importantes
reguladores da ontogenia de peixes e servem de ligagao entre mudancgas ambientais

e expressao fenotipica. Hormonios tireoidianos sdo responsaveis pela velocidade do
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aparecimento do padréao de cor e da sua intensidade. Foi relatado que animais criados
sob diferentes regimes hormonais até a formacéo final do padréo de pigmento adulto
apresentavam diferentes fenoétipos (Prazdnikov, 2021). Espécimes mantidos
experimentalmente em ambientes com alta exposicdo a THs apresentavam cores
mais fortes e vibrantes em animais jovens quando comparados aqueles mantidos em

ambientes normais ou com baixos valores de THs (Prazdnikov, 2021).

Ambientes experimentais com altos indices de THs também propiciam
assimetria em peixes (Prazdnikov, 2021). Essa caracteristica ndo foi relatada
anteriormente para P. uai, embora tenha sido comum em duas populacdes analisadas,
onde o0 numero de manchas de cada lado do corpo foi variavel. Essa assimetria pode
ser considerada uma vantagem durante a corte desses animais, porque 0 macho pode
apresentar para a fémea os dois lados do corpo, evidenciando diferentes morfotipos
e ampliando a possibilidade de escolha (Rezucha and Reichard, 2015). Essa condigdo
constituiria uma vantagem evolutiva para animais fenotipicamente assimétricos.
Entretanto, se a assimetria constituisse uma vantagem como proposta, seria esperado
uma maior frequéncia de individuos assimétricos, condicdo que néo foi registrada nas

populacdes analisadas.

Apesar das diferencas fenotipicas no padrdo de manchas, para os demais
caracteres morfoldégicos, o0s exemplares analisados das populagcbes néao
apresentaram discrepéncias da diagnose original de Lucinda (2008), principalmente
nas caracteristicas do gonopaddio, elemento fundamental para a definicdo de diversas

espécies do género.

O comprimento do gonopddio apresentou uma correlacdo positiva com o
comprimento total do peixe e foram observadas diferencas significativas entre o
comprimento do gonopddio em machos das diferentes populacdes. As populagcdes do
ponto 1 e do ponto 3 apresentaram entre elas diferencas significativas no comprimento
do gonopddio, sugerindo uma diferenca entre as populacdes do rio Piracicaba, bacia

do rio Doce, e do rio Paraopeba, bacia do Sao Francisco.

Em Poecillidae existem alguns comportamentos reprodutivos como sneaky
mating ou gonopodial thrusting (coercéo), courtship (corte), nibbling (contato oral ou
nasal do macho na abertura urogenital feminina), postcopulatory jerking (masturbacao

pés-copulatoria) e reproducdo forgcada. Esses comportamentos implicam em
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competi¢des, nas quais as fémeas tendem a maximizar a qualidade de parceiros para
evitar perda de energia, com os machos sendo mais promiscuos e tendendo a
maximizar o numero de parceiras (Baerends et al., 1955; Farr, 1977, 1980, 1984;
Endler, 1984; Pollux et al., 2014; Pacheco, 2019).

O ato coercivo ocorre quando machos inserem o gonopdédio diretamente na
papila urogenital das fémeas sem a permisséo ou percepcao das mesmas (Rosen &
Tucker, 1961). Em espécies com populacdes nas quais esse ato € o mais comum,
machos apresentariam tamanho menor e genitais mais longos, o que favoreceria o
acasalamento e evitaria a escolha das fémeas dos seus parceiros (Pollux et al., 2014).
Estudos também demonstram que, em ambientes com altas taxas de predacéo,
machos possuiam gonopddio maior, indicando que ha prevaléncia do acasalamento
coercitivo (Magurran & Seghers, 1990; Magurran & Nowak, 1991; Pacheco, 2019). E
possivel que isso ocorra em P. uai, permitindo a permanéncia dos diferentes
morfotipos nas populacdes. Entretanto, mais estudos serdo necessarios para a

compreensao dos comportamentos sexuais em Phalloceros.

Para peixes neotropicais € recomendado utilizar a faixa de 1 a 3% de distancia
genética para separacao taxonémica de espécies (Hebert et al., 2003; Lara et al.,
2010; Pereira et al., 2011, 2013), visto que a diversificacdo neotropical € mais recente,
entre 3 e 10 mya (Albert, 2011). Os exemplares das populacfes de P. uai avaliadas
apresentaram distancia genética menor que 2%, indicando que pertencem a mesma
espécie, enquanto se diferenciaram em mais de 2% para seus congéneres. A arvore
filogenética apresentou o grupo de P. uai como monofilético e bem suportado (valores

de bootstrap maiores que 0,9).

Nas nossas analises ndo foram reavaliados dados de Amaral et al. (2015), no
qual foi encontrado uma diferenca genética entre P. uai e P. anisophallos de 0,8%,
sugerindo que as espécies podem ser sinbnimas e o status de espécie de ambas
deveria ser reavaliado. Como as sequéncias necessarias para as analises nao estao
disponiveis em nenhum banco de dados, e ndo obtivemos amostras de P.
anisophallos para comparacdo, essa definicAo carece de investigacdo futura.
Contudo, P. anisophallos se distingue morfologicamente de P. uai por suas
autapormofias, como gancho na metade do lado esquerdo do apéndice gonopodial,
localizado aproximadamente do quarto ou terceiro distal do comprimento do mesmo,

e mancha na regido medial alongada, formando uma barra vertical (Lucinda, 2008).
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Com base nos dados disponiveis e obtidos para esse trabalho, as populagdes
ndo apresentaram diferencas morfolégicas e moleculares suficientes para serem
consideradas espécies diferentes, se enquadrando na diagnose de P. uai, apesar de
divergirem da autapomorfia do padrdo de manchas usado por Lucinda (2008). Por
conseguinte, a diagnose de P. uai Lucinda, 2008 necessita ser ampliada para incluir
a variacdo morfotipica encontrada. Adicionalmente é ampliada e confirmada a sua
distribuicdo geogréfica para as sub bacias do rio Paraopeba (bacia do Sdo Francisco),
e para a sub bacias do alto rio Piracicaba (Vieira et al., 2015) e Santo Anténio (Santos
& Britto, 2021), ambas na bacia do rio Doce. Por fim, a diferenciacdo dos padrdes de
coloracédo de P. uai necessita de estudos adicionais para determinacao da sua origem

e papel na diferenciagéo alopatrica entre as diversas populacdes.
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6 - ANEXOS

6.1 - ANEXO 1 - Representacgdo gréfica do teste de normalidade do comprimento total dos machos e do comprimento do
gonopddio em machos.
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6.2 - ANEXO 2 - Distancia genética das sequéncias do gene mitocondrial COIl de Phalloceros Eigenmann, 1907, no modelo

K2P

P.elachis
tos_RDO
CE211
P.elachist
0s_RDO
CE211
P.enneak
tinos_MN 0,10851
LM7084 43325
P.reisi_L
BPV- 0,09790
43526 64548
P.tupina
mba_MN 0,08196
LM70281 81375
P.uai_MN 0,09907
LM7019 93752
P.uai_DC 0,09957
C01181 39970
P.uai_DC 0,09840
C01180 30106
P.uai_DC 0,09924
C31592 37007
P.uai_DC 0,09924
C31591 37007
P.uai_DC 0,09924
C31590 37007
P.uai_DC 0,10007
C31589 66186
P.uai_DC 0,09924
C31588 37007
P.uai_DC 0,09924
C31643 37007
Puai_E2F
_RV_11 0,10529
M 30627
Puai_E1F
_RV_11 0,10166
M 32827
Puai_E3F
_RV_11 0,10879
M 19315
Puai_E4F
_CA 11 0,10700
M 46407
Puai_E5F
_CA 11 0,11288
M 41055
Puai_E6F
_CA21 0,11392
M 79494
Puai_E7F 0,11565
_CA_22F 60610
Puai_E8F
_CA32 0,10189

M 46522

P.enneak
tinos_MN
LM7084

0,063892
6432

0,097944
0597

0,062912
6938

0,063321
8056

0,063736
2800

0,063116
5859

0,063116
5859

0,063116
5859

0,064796
6319

0,063116
5859

0,063116
5859

0,075000
0286

0,069755
2253
0,076500
0946

0,073149
5668

0,078577
5675

0,079856
3690

0,081523
9118

0,068152
9030

P.rei
si_L

BPV-
4352

0,08
7257
1222

0,02
6066
4304

0,02
6108
9754

0,02
6280
5536

0,02
6108
9754

0,02
6108
9754

0,02
6108
9754

0,02
6809
0942

0,02
6108
9754

0,02
6108
9754

0,05
8217
1621

0,05
6256
9544

0,06
4749
9837

0,05
4636
2032

0,06
3252
9104

0,06
6371
0575

0,05
9767
0556

0,05
8133
4118

P.tupina
mba_MN
LM7028|

0,085070
0259

0,085631
5917

0,086200
6373

0,085349
8831

0,085349
8831

0,085349
8831

0,087656
9747

0,085349
8831

0,085349
8831

0,097600
7403

0,092165
9042

0,099136
3513

0,095669
5894

0,101352
0372

0,102558
5977

0,104273
5117

0,090562
0647

P.uai
MNL P.uai_ P.ai_ Pwai_ P.ai_ Pwai_ Pwuai_ P.ai_ P.wai_ Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E Puai_ Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E Puai_E
M701 DCCO DCCO DCC3 DCC3 DCC3 DCC3 DCC3 DCC3 2F RV 1F RV 3F RV 4FCA 5FCA 6FCA E7TFC 8. CA 9FCA 10F.C 11IFC 12FC 13FP 14F P 15FS 16F.S
9 1181 1180 1592 1591 1590 1589 1588 1643 _1IM  _1IM  _1IM  _1IM _1IM  _2IM A 22F _32M _12M A 1IM A 22M A 12M A 11IF A 22F B_1IM B_11F
0,000
00000
00
0,000 0,000
00000 00000
00 00
0,000 0,000 0,000
00000 00000 00000
00 00 00
0,000 0,000 0,000 0,000
00000 00000 00000 00000
00 00 00 00
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
00000 00000 00000 00000 00000
00 00 00 00 00
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
00000 00000 00000 00000 00000 00000
00 00 00 00 00 00
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
00 00 00 00 00 00 00
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
00 00 00 00 00 00 00 00
0,010 0,009 0004 0009 0009 0009 0000 0,009 0,009
77665 28092 65117 25230 25230 25230 00000 25230 25230
41 96 7 57 57 57 00 57 57
0,006 0,006 0001 0006 0,006 0,006 0,000 0,006 0,006 0,0252
13265 17049 54738 15152 15152 15152 00000 15152 15152 79710
78 96 98 05 05 05 00 05 05 3
0,012 0010 0006 0010 0010 0010 0000 0,010 0,010 0,0299 0,0267
33407 84749 21785 81398 81398 81398 00000 81398 81398 25787 95463
46 96 53 34 34 34 00 34 34 5 0
0,009 0,007 0003 0007 0,007 0007 0000 0007 0007 00315 0,0300 0,0316
21849 72028 09838 69652 69652 69652 00000 69652 69652 83614 49870 59714
57 94 14 14 14 14 00 14 14 0 5 3
0,013 0,012 0007 0012 0012 0012 0003 0,012 0,012 00315 0,0285 0,0239 0,0331
91804 43907 79248 40051 40051 40051 14651 40051 40051 83614 30140 78259 91109
06 48 23 08 08 08 a7 08 08 0 9 5 1
0,015 0,013 0009 0013 0013 0013 0000 0013 0,013 0,0345 0,0360 0,0391 0,0346 0,0408
40598 93411 31689 89110 89110 89110 00000 89110 89110 09224 50057 98007 22636 02772
73 83 00 36 36 36 00 36 36 1 3 0 1 7
0,016 0,015 0,012 0015 0015 0,015 0003 0015 0015 0,0239 0,0377 0,0316 0,0254 0,0301 0,0392
96182 49723 44923 44934 44934 44934 14219 44934 44934 45269 56517 59714 69097 44600 68669
20 57 98 95 95 95 22 95 95 5 4 3 7 1 4
0,004 0,004 0001 0004 0004 0004 0000 0004 0004 00253 00163 0,0329 0,0285 0,0331 0,0361 0,0363
61009 63860 55219 62430 62430 62430 00000 62430 62430 88380 05739 91973 70174 74408 67602 44682
19 46 35 43 43 43 00 43 43 3 0 0 0 6 4 4



Puai_E9F
_CA12
M
Puai_E10
F CA 11
M
Puai_E11
F_CA 22
M
Puai_E12
F_CA 12
M
Puai_E13
F_PA 11
F
Puai_E14
F_PA_22
E
Puai_E15
F_SB_11
M
Puai_E16
F_SB_11
E

0,11036
92623

0,11232
28075

0,10540
71912

0,10705
81645

0,10501
00629

0,10575
66178

0,10330
47216

0,10700
46407

0,073149
5668

0,078293
8639

0,075000
0286

0,074980
4987

0,074684
0519

0,071730
8779

0,071381
2120

0,073149
5668

0,06
1341
7440

0,06
6284
4602

0,05
8161
9137

0,05
6535
7789

0,06
6474
1010

0,05
9872
2759

0,03
7585
3580

0,05
4602
8052

0,095669
5894

0,100966
2357

0,097600
7403

0,097559
1323

0,097211
5270

0,094282
6282

0,093815
8998

0,095669
5894

0,009
21849

0,013
86277

0,010
77665

0,010
77139

0,010
74816

0,009
25230

0,007
66410

0,009
21849
57

0,007
72028

0,012
38131

0,009
28996

0,010
83810

0,009
26118

0,007
75387

0,007
71138

0,007
72028
94

0,004
65298
98
0,009
31871
92
0,003
09777
86
0,006
20341
79
0,003
09358
88
0,004
67293
12
0,001
54499
91
0,004
65117
7

0,007
69652
14
0,012
34311
10
0,009
26128
46
0,010
80464
47
0,009
23268
11
0,007
72990
06
0,007
68767
10
0,007
69652
14

0,007
69652

0,012
34311

0,009
26128

0,010
80464

0,009
23268

0,007
72990

0,007
68767

0,007
69652
14

0,007
69652

0,012
34311

0,009
26128

0,010
80464

0,009
23268

0,007
72990

0,007
68767

0,007
69652
14

0,001
56986

0,001
56924

0,000
00000

0,000
00000

0,000
00000

0,000
00000

0,000
00000

0,000
00000
00

0,007
69652

0,012
34311

0,009
26128

0,010
80464

0,009
23268

0,007
72990

0,007
68767

0,007
69652
14

0,007
69652

0,012
34311

0,009
26128

0,010
80464

0,009
23268

0,007
72990

0,007
68767

0,007
69652
14

0,0390
68212

0,0360
50086

0,0283
17506

0,0315
43219

0,0283
50568

0,0314
48758

0,0121
64679

0,0252
75701
5

0,0405
66442

0,0375
86186

0,0328
83338

0,0300
07120

0,0298
74396

0,0314
01696

0,0091
06562

0,0267
90285
5

0,0375
36284

0,0407
79298

0,0359
90684

0,0393
06909

0,0238
44551

0,0359
36782

0,0137
19894

0,0298
93048
0

0,0285
17887

0,0254
45385

0,0239
51645

0,0330
84053

0,0300
04782

0,0363
31992

0,0121
64679

0,0193
94607
7

0,0424
14936

0,0408
02802

0,0346
67085

0,0316
59481

0,0392
68669

0,0316
32967

0,0137
40842

0,0285
20817
3

0,0375
92740

0,0390
68212

0,0375
92740

0,0361
04300

0,0329
32571

0,0300
04196

0,0198
38588

0,0391
38986
0

0,0377
73373

0,0239
09483

0,0315
85385

0,0315
52007

0,0361
67701

0,0332
55060

0,0198
39186

0,0239
42952
8

0,0422
22403

0,0377
06164

0,0330
22038

0,0316
31193

0,0314
95932

0,0375
83210

0,0091
32532

0,0345
81872
8

0,0375
39188
5
0,0375
36284
5
0,0361
53364
3
0,0298
70326
5
0,0390
72384
0
0,0183
37597
3
0,0298
69745
6

0,0375
832109

0,0391
264220

0,0344
592898

0,0360
971921

0,0167
616270

0,0284
021787

0,0284
751429

0,0268
302225

0,0314
487296

0,0106
332846

0,0328
769033

0,0314
888827

0,0362
680122

0,0121
491339

0,0346
196135

0,0284
331072

0,0090
927650

0,0329
237711

0,0137
568191

0,0329
919730

0,0121
740566

33



Capitulo 2 — Aspectos da historia natural relacionados a
alimentacao e reproducéo de Phalloceros uai Lucinda,
2008 (Actionopterygii: Cyprinodontiformes: Poeciliidae) na
regidao do Quadrilatero Ferrifero, drenagens do alto rio

Doce e alto Sao Francisco, MG.



Resumo

Estudos de histéria natural, com analises de como e quais habitats as espécies
utilizam, o tipo de alimento utilizado e como é obtido, estratégias e periodos
reprodutivos, sdo essenciais para a compreensao da vida animal, e posteriormente,
para entender temas mais complexos e aplicados da biologia. As espécies do género
Phalloceros Eigenmann, 1907 sdo consideradas onivoras, e apresentam matrotrofia
substancial/viviparidade e em algumas espécies superfetacdo. Entretanto, muitas de
suas espécies permanecem sem conhecimento da histéria natural, como em
Phalloceros uai Lucinda, 2008. Considerando essa lacuna de conhecimento, o
objetivo desse trabalho €& descrever os habitos alimentares e caracteristicas
reprodutivas das populagdes de P. uai encontradas nas bacias do alto rio Doce (sub
bacia do Piracicaba) e Sao Francisco (sub bacias dos rios Paraopeba e das Velhas).
Os exemplares foram obtidos entre 2018-2021 de quatro pontos distribuidos no alto
rio Doce e no alto rio Sdo Francisco. Foram selecionados para dissecc¢éo e andlise do
conteudo estomacal e a presenca de superfetacdo 90 exemplares, sendo 55 fémeas
e 35 machos de diferentes localidades, com trés fenétipos diferentes em relacao ao
namero de manchas laterais e abrangendo cinco categorias de tamanho. Nas anélises
estomacais foram encontrados 49,41% dos animais com algum item alimentar no
estomago. Desse 28,23% apresentaram detrito, 18,82% Diptera, 4,70% material ndo
identificado e 3,53% material vegetal. Ndo houve diferencas no consumo de itens
alimentares entre 0s sexos e populacdes. Foram analisados 2028 embrides, e cujas
fémeas apresentaram viparidade e superfetacdo. Os embrides nos estagios finais de
desenvolvimento apresentaram as manchas laterais caracteristicas da espécie, sendo
registrado filhotes com o fendtipo 1x1, 1x2 e 2x2, como registrado em exemplares
adultos. Foi verificada correlagdo positiva entre o numero de embrides e o
comprimento total da fémea, sendo que para o aumento de um milimetro no
comprimento total da fémea, houve um acréscimo médio de 3,23 embribes.
Phalloceros uai se apresentou carnivora, alimentando-se majoritariamente de itens de
origem animal autéctone, como invertebrados aquaticos, raramente ingerindo material
de origem vegetal, corroborando dados da literatura para outras espécies do género.
A presenca de uma estrutura placentaria estd associada a auséncia de coloracéo
brilhante, ao comportamento de corte e a tracos exagerados de ornamentagédo em

machos, condizente com as caracteristicas de P. uai, apesar da auséncia de estudos



de corte na espécie. Acredita-se que a placenta leva a conflitos sexuais, 0s quais
tendem a evolugcdo do dimorfismo sexual, entretanto, algumas espécies do género
apresentam estrutura placentaria sem dimorfismo sexual acentuado. A presenca de
superfetacdo parece ter surgido varias vezes dentro do género, visto que ocorrem
espécies com superfetacdo como P. uai, espécies sem superfetacdo como P.
caudimaculatus e P. anisophallos e espécies com superfetacdo em algumas
populacées e outras ndo, caso de P. harpagos. Os dados indicam que P. uai é uma

espécie carnivora, vivipara e com superfetacdo em todas as populacdes analisadas.

Palavras chaves: Carnivoria; viparidade; superfetacao.



Abstract

Natural history studies, such as analyzes of how and which habitats species
use, the type o food ingested and how it is obtained, reproductive strategies and
periods, are essential for understanding animal life, and later, for understanding more
complex and applied topics in biology. Species of the genus Phalloceros Eigenmann,
1907 are considered omnivorous and show substantial matrotrophy and in some
species superfetation. However, many of its species remain without proper studies of
natural history, as with the species Phalloceros uai Lucinda, 2008. Considering this
knowledge gap, the objective of this work is to describe the feeding habits and
reproductive characteristics of P. uai populations found in the upper Doce river basin
(Piracicaba sub basin) and upper Sédo Francisco basin (Paraopeba and das Velhas
basin). The specimens were sampled between 2021-2021 from 4 points distributed in
the upper Doce river basin and S&o Francisco basin. 90 specimens were selected, 55
females and 35 males from different locations, with three different phenotypes in
relation to the number of lateral spots covering five size categories. In the stomach
analysis, 49,41% of animal’s stomach were found with some food item, 28,23% were
detritus, 18,82% Diptera, 4,70% unidentified material and 3,53% vegetal material.
There were no dietary differences between sexes and populations. 2028 embryos were
analyzed, whose females showed viparity and superfetation. Embryos in the final
stages of development presented the characteristic lateral spots of the species, being
registered phenotype 1x1, 1x2 and 2x2, as registered in adults specimens. A positive
correlation was verified between the number of embryos of a female and the total
length, and for the increase of one millimeter in the total length of the female, there
was an average increase of 3,23 embryos. P. uai was carnivorous, feeding mostly on
autochthonous animal items, such as aquatic invertebrates, rarely ingesting vegetal
items, corroborating data from the literature for others Phalloceros species. The
presence of placenta is associated with the absence of bright coloration, courtship
behavior and exaggerated ornamentation traits in males, consistent with the
characteristics of P.uai, despite the absence of courtship studies in the species. It is
believed that the placenta leads to sexual conflicts, which tend to the evolution of
sexual dimorphism, however, some species of the genus presents placental structure
without accentuated sexual dimorphism. The presence of superfetation seems to have

appeared several times within the genus, since there are species with superfetation,



such as P. uai, species without superfetation, such as P. caudimaculatus and P.
anisophallos and species with superfetation occurring in some populations and in
others not, in the case of P. harpagos. In conclusion, the data indicate that P.uai is a

carnivorous species, viviparous and with superfetation in all analyzed populations.

Keywords: Carnivore; viparity; superfetation.
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1 - INTRODUCAO

O tema historia natural dos organismos possui diversas definicbes, ainda que
em grande parte se refiram a analises de como e quais habitats as espécies utilizam,
o tipo de alimento ingerido e como é obtido, estratégias e periodos reprodutivos, entre
outras (e.g. BARTHOLOMEW, 1986; HERMAN, 2002; GREENE, 2005; SCHMIDLY,
2005; TEWKSBURY et al., 2014). Esses conhecimentos sdo considerados como
ecologia basica, sendo essenciais para entender temas mais complexos e aplicados
da biologia, como as teias alimentares, a dinamica do fluxo de energia, a ecologia
desde o nivel populacional até o ecossistémico, entre outros (BRAGA et al., 2012),

além de essenciais para a definicdo de estratégias de conservacao das espécies.

A ordem Cyprinodontiformes € composta por 14 familias, 143 géneros e cerca
de 1430 espécies, de maioria dulcicola (PARENTI, 2005; NELSON et al., 2016;
FRICKE et al., 2022). Dentre as familias encontra-se Poecilidae, dividida em trés
subfamilias, englobando 27 géneros e 275 espécies validas (FRICKE et al., 2022),
sendo a terceira familia mais diversa dos Cyprinodontiformes. Os representantes da
familia sdo conhecidos popularmente como livebeares, guppy, guppies, lebistes e
barrigudinhos. O género Phalloceros Eigenmann, 1907 é o mais especioso da familia
na América do Sul, incluindo 22 espécies de pequeno porte distribuidas nas bacias
hidrogréaficas do sul e sudeste do continente (LUCINDA, 2008; NELSON et al., 2016;
THOMAZ et al., 2019).

Em 2008, o género Phalloceros, que era monotipico, passou por uma revisao
taxondmica permitindo o reconhecimento e a descricdo das 21 espécies e a
redescricdo de P. caudimaculatus (Hensel, 1868) (LUCINDA, 2008). Previamente a
este estudo, diversas populagcbes em regides geograficas distintas e tratadas
exclusivamente como P. caudimaculatus, foram objeto de andlise para diferentes

topicos, mas principalmente em relacdo a reproducéo.

De modo geral, espécies do género Phalloceros sédo consideradas onivoras,
alimentando-se de formas imaturas de insetos aquaticos e terrestres, detritos e algas
(MAZZONI et al., 2010; CARVALHO et al., 2019; PACHECO, 2019). Em um estudo
sobre a atratividade de iscas para a andlise de comunidades de peixes usando videos

remotos subaquaticos, observou-se que Phalloceros uai Lucinda, 2008 foi atraido com



isca de milho, racéo e sardinha (TIBURCIO et al., 2018), ainda que esses tipos de

alimentos ndo possam ser indicados como parte da dieta natural da espécie.

No ambito reprodutivo, poecilideos possuem dois tipos de reproducéo:
lecitotrofia ou matrotrofia/placentotrofia, podendo apresentar superfetacdo ou nao
(POLLUX et al., 2009, 2014; PACHECO, 2019). A lecitotrofia ocorre quando séo
produzidos odcitos grandes e os embrides utilizam as reservas de vitelo como fonte
de alimento (POLLUX et al, 2014; PACHECO, 2019), enquanto a
matrotrofia/placentotrofia substancial é caracterizada pela producdo de pequenos
odcitos, seguido do fornecimento substancial de nutrientes maternos aos embribes
pés fecundacdo por uma estrutura placentaria (POLLUX et al., 2014; PACHECO,
2019). Na superfetacdo as fémeas apresentam a habilidade de carregarem
simultaneamente embrides em diferentes estagios de desenvolvimento (TURNER,
1937).

Alguns géneros de poecilideos que apresentam superfetacdo incluem
Heterandria Agassiz 1853, Pseudopoecilia Regan 1913, Poeciliopsis Regan 1913,
Poecilia Bloch & Schneider 1801, Neoheterandria Henn 1916, Phalloceros,
Phalloptychus Eigenmann 1907 e Xenodexia Hubbs 1950 (POLLUX et al., 2009;
PIRES et al., 2010; GORINI-PACHECO et al., 2017; PIERS & REZNICK, 2018),
sugerindo o aparecimento independente dessa caracteristica diversas vezes na linha
evolutiva da familia (PACHECO, 2019). ROSEN & BAILEY (1963) relataram a
auséncia de superfetacdo em fémeas de P. caudimaculatus, caracteristica também
indicada por POLLUX et al. (2014). Por outro lado, PACHECO (2019) avaliou P.
harpagos Lucinda 2008 e P. anisophallos Lucinda 2008, e encontrou que ambas
apresentavam matrotrofia substancial sem superfetacdo, divergindo de GORINI-
PACHECO et al. (2017) que detectaram superfetacéo para P. harpagos.

Considerando a lacuna sob varios aspectos da histéria natural das espécies de
Phalloceros, o objetivo desse trabalho foi avaliar caracteristicas da reproducgéo e
alimentacao natural em populagdes de P. uai distribuidas nas bacias do alto rio Doce
(sub bacia do Piracicaba) e S&o Francisco (sub bacias dos rios Paraopeba e das
Velhas).



2 - MATERIAIS E METODOS

Os exemplares analisados sé&o provenientes do alto rio Doce (sub bacia do rio
Piracicaba), e alto rio Sdo Francisco (sub bacias dos rios Paraopeba e das Velhas)
(Tabela 1). Parte do material faz parte da colecao de peixes do Centro de Colecdes
Taxondmicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CCT-UFMG), enguanto
exemplares adicionais foram obtidos entre 2018 e 2021 (Figura 1; Figura 2; Tabela 1).
Exemplares testemunhos encontram-se depositados na colecdo ictiolégica da
Universidade Federal de Minas Gerais (CCT-UFMG).

Tabela 1. Pontos amostrais utilizados para coletas de Phalloceros Eigenmann, 1907 com
coordenadas geograficas.

Altitude

(m) Data

Codigo  Drenagem Distrito/Municipio Latitude S  Longitude O

Corrego
Congonhas,
afluente Santa Rita 0q a1 " oAt " 10/2018
margem Durédo, Mariana 20°11'28.28" 43°24'45.82 808 08/2019
direita do rio
Piracicaba
Ribeirdo
Caraca,
afluente do
rio Bardo de
Cocais ou
Sao Joao, Brumal, Santa oo " on— " 10/2018
sub Barbara 19°58'53.40" 43°27'15.27 739 08/2019
drenagem
do rio Santa
Barbara
(bacia do rio
Piracicaba)
Rio Manso,
afluente da
renszrgsrrga 4o Brumadinho 20°09'0.98" 44°13'53.59" 732 ggggﬁ
rio
Paraopeba
Corrego do
Jaque,
afluente da
margem
Ponto 4 esquerda do Lagoa Santa 19°34'28.58" 43°55'28.64" 657  06/2021
rio das
Velhas
(Localidade

tipo)

Ponto 1

Ponto 2

Ponto 3




Figura 1: Trecho do corrego do Jaque na localidade tipo de Phalloceros uai, afluente da margem
esquerda do rio das Velhas, Lagoa Santa, MG.
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Figura 2: Mapa indicando os locais de amostragem das popula¢8es de Phalloceros nas drenagens do

alto rio Doce e Sao Francisco, MG.



Os exemplares foram obtidos durante estudos para licenciamento ambiental,
cujas licencas de captura foram expedidas pelo Instituto Estadual de Florestas (IEF-
MG). As capturas foram feitas utilizando-se peneiras em formato de meia lua

revestidas com tela de nailon e malha de dois milimetros.

ApGs a captura os exemplares foram imersos em solugdo hidro alcodlica
contendo 6leo de cravo comercial para completa anestesia e eutanasia, conforme
procedimentos descritos em Lucena et al. (2013), e posteriormente fixados em
formalina 10%. Em laboratorio, todos os peixes foram lavados em agua corrente e
mantidos em alcool 70° GL. Todos os exemplares capturados foram identificados
taxonomicamente, com auxilio de um microscopio estereoscopio Zeiss™ Stemi DV4,

separados como adultos, machos e fémeas, e juvenis.

Para a dissecc¢ao e analises reprodutivas e de alimentacao, foram selecionados
90 exemplares (machos e fémeas) de diferentes localidades, com trés fendtipos
diferentes baseados no niumero de manchas laterais (1x1, 1x2 e 2x2), abrangendo
cinco categorias de tamanho (Tabela 2). A disseccao foi realizada através de um corte
horizontal na lateral do exemplar para retirada do sistema digestivo e dos embrides

em fémeas.

Tabela 2. Categorias de tamanho, em milimetros, de machos e fémeas de cada populagéo

de Phalloceros uai Lucinda, 2008 utilizados na disseccéo.

Fémeas Machos
Localidade Categorias Numero de Localidade Categorias NUmero de
exemplares exemplares
1 24,41 -29,16 6 1 24,41-29,16 2
2 29,16 -33,91 5 2 29,16 -33,91 3
3 33,91 - 38,66 5 3 33,91 - 38,66 4
Ponto 1 4 3866 43,41 5 Pontol 4 38664341 4
5 43,41 -48,12 4 5 43,41 -48,12 2
Total = 25 Total = 20
1 24,41-29,16 3 1 24,41-29,16 -
2 29,16 - 33,91 1 2 29,16 -33,91 2
3 33,91 - 38,66 1 3 33,91 - 38,66 1
Ponto 2 4 38,66 — 43,41 . Ponto2 4 38664341 2
5 43,41 -48,12 - 5 43,41 -48,12 -
Total=5 Total =5
1 24,41-29,16 4 1 24,41-29,16 2
Ponto 3 2 29,16 -33,91 4 Ponto 3 2 29,16 -33,91 4

3 33,91 -38,66 5 3 33,91 -38,66 2




4 38.66_4341 5 4 38.66 4341 2
5 4341- 48,12 2 5 4341-4812 ;
Total = 20 Total = 10
1 24,41-2916 3 1 24.41-29,16 ;
2 2916 - 33,91 1 2 2916 - 33,91 i
3 33.01- 38,66 1 3 33,91—38,66 ;
Ponto4 4 3566 —4341 . Pontod 4 a8 66— 43,41 ;
5 4341- 48,12 ] 5 4341-4812 ;

Total =5

Nas fémeas foi avaliada o modo reprodutivo, seguindo os conceitos de LODE
(2012), e a superfetacdo, ou seja, presenca simultanea de embrides em diferentes
estagios de desenvolvimento em uma mesma fémea (TURNER, 1937). Neste trabalho
foi utilizada a classificacdo de REZNICK et al. (2002) sobre estagios de
desenvolvimento embrionario, modificada de HAYNES (1995) e conforme
apresentado por PACHECO (2019). Os estagios de desenvolvimento embrionéario
variam do estdgio 0 a 50 (Tabela 3; Figura 3). Nesse estudo os estagios 0, 5 e 10
foram agrupadas em um unico estagio nomeado de 1 e ndo foram utilizados os

estagios 45 e 50.

Tabela 3. Estagios de desenvolvimento embrionario.

Estagios (Reznick et Estagios Caracteristicas
al., 2002)
0 Logo ap6s a fecundacdo do ovécito, sem

desenvolvimento e bolhas de lipideos distribuidas
uniformemente.

1

5 Néurula em desenvolvimento ou presente.

10 Cabeca e cavidade ética visiveis.

15 15 Olhos levemente pigmentados (cinza).

20 20 Olhos pigmentados (preto) e base da nadadeira caudal
presente.

25 25 Corpo pigmentado, surgimento dos raios da nadadeira
caudal e da base das nadadeiras peitorais.

30 30 Raios da nadadeira caudal pigmentados, surgimento dos
raios das nadadeiras peitorais e da base das nadadeiras
dorsal e anal.

35 35 Raios das nadadeiras peitorais pigmentados, surgimento
dos raios das nadadeiras dorsal e anal.

40 40 Raios das nadadeiras dorsal e anal pigmentados,

opérculo ndo definido completamente.




45 - Formato oval do embrido, opérculo definido, saco
periocardico exposto, poucas escamas visiveis.

50 - Escamas visiveis, cavidade periocardica quase ou
completamente fechada.

Figura 3: Estagios embrionarios baseados em Phalloceros harpagos. Legenda: (a) estagio 0; (b) estagio
5; (c) estagio 10; (d) estagio 15; (e) estagio 20; (f) estagio 25; (g) estagio 30; (h) estagio 35; (i) estagio
40; (j) estagio 45; (k) estagio 50. Fonte: Pacheco, 2019.

A normalidade dos dados, comprimento total das fémeas e numero de
embrides, foi testada a partir do teste de Shapiro-Wilk. Andlise de correlacdo de

Pearson foi usada para determinar a relacdo entre o numero de embrides de uma



fémea e o comprimento total em milimetros da mesma. Ambas as andlises foram

executadas através do software R™.

As analises estomacais foram realizadas para todos os exemplares através do
método de frequéncia de ocorréncia (HYSLOP, 1980). Os itens alimentares foram

identificados até o nivel de ordem, quando possivel.
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3 - RESULTADOS

Todas as &reas amostradas apresentaram alteracfes ambientais antrépicas,
como presenca de lixo e despejo de residuos (Figura 1). Apesar disso, em todos 0s

ambientes foram encontradas populagdes estabelecidas de P. uai.

Foram analisados 55 fémeas e 35 machos. Nas andlises estomacais foram
registrados 49,41 % dos estdbmagos com algum item alimentar, enquanto 50,59%
estavam vazios. Nos estbmagos com alimento, a maioria apresentava invertebrados
aquéticos, principalmente larvas de diptera (18,82%), e detritos, como pedras e graos
de areia (28,23%) (Tabela 4).

N&o houve diferencas entre a alimentacdo de fémeas e machos, que
apresentaram 0os mesmos itens alimentares com uma pequena variacao nas ordens
de insetos encontradas (Tabela 4). Os individuos das diferentes populacdes se
alimentaram dos mesmos itens alimentares, apenas com mudancas na frequéncia de

ocorréncia cada item (Tabela 5).
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Tabela 4. Numero total e frequéncia do contetdo estomacal separado por item alimentar e sexo. N. quantidade de estbmagos encontrados com
item alimentar.

Item alimentar Machos (n=35) Fémeas (n=55) Total (n=90)

N  Frequéncia (%) N Frequéncia (%) N Frequéncia (%)

Invertebrados aquéaticos  Coleoptera (Adulto) - - 1 1,82 1 1,18
Coleoptera (Larva) - - 2 3,64 2 2,35

Diptera (Adulto) 1 3,33 2 3,64 3 3,53

Diptera (Larva) 6 20,00 10 18,18 16 18,82

Ephemeroptera (Larva) 1 3,33 - - 1 1,18

Odonata (Larva) - - 1 1,82 1 1,18

Trichoptera (Larva) 1 3,33 - - 1 1,18

Inseto adulto ndo identificado 2 6,66 2 3,64 4 4,70

Material animal ndo identificado - - 6 10,91 6 7,06

Vegetal 1 3,33 2 3,64 3 3,53
Detrito Graos de areia/Pedras 4 13,33 20 36,36 24 28,23
Material ndo identificado 2 6,66 2 3,64 4 4,70
Vazio 16 53,33 27 49,09 43 50,59
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Tabela 5. Namero total e frequéncia do conteudo estomacal separado por item alimentar e populacdo. N. quantidade de estbmagos encontrados
com o item alimentar. %. frequéncia do item alimentar.

Item alimentar Populacéo

Ponto 1 (n=45) Ponto 2 (n=10) Ponto 3 (n=30) Ponto 4 (n=5)

N % N % N % N %
Invertebrados aquéaticos  Coleoptera (Adulto) - - - - - -1 25,00
Coleoptera (Larva) 1 222 1 1,00 - - - -
Diptera (Adulto) 1 2,22 - - 1 333 1 25,00
Diptera (Larva) 2 4,44 2 200 11 36,67 1 25,00
Ephemeroptera (Larva) - -1 1,00 - - - -
Odonata (Larva) - - - - 1 3,33 - -
Trichoptera (Larva) - - - - 1 3,33 - -
Inseto adulto ndo identificado - - 2 2,00 1 333 1 25,00
Material animal nao identificado - - 2 2,00 3 10 1 25,00
Vegetal 3 6,67 - - - - - -
Detrito Graos de areia/Pedras 16 3556 1 1,00 5 16,67 2 50,00
Material ndo identificado 2 444 1 1,00 1 3,33 - -
Vazio 31 68,89 3 3,00 9 30,00 - -
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Foram encontrados 2028 embribes em 55 fémeas (Tabela 6), que se
apresentavam juntos e envoltos em uma fina membrana (Figuras 4; Figura 5). Nos
embrides em estagios finais de desenvolvimento foi possivel identificar o olho, vitelo

e as nadadeiras anal, dorsal e caudal.

Tabela 6. Numero de embribes encontrados de Phalloceros uai Lucinda, 2008 por localidade.

Localidade Amplitude Média Mediana Desvio padrdo Numero de embrides

Ponto 1 4 -106 44 28 32,1 1105
Ponto 2 0-34 18 22 13,5 90
Ponto 3 0-73 37 34 20,5 744
Ponto 4 0-46 18 11 18,2 89

Figura 4: Conjunto de embrides retirados de uma fémea de Phalloceros uai envoltos por uma fina
membrana. Escala 1 cm.
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1 mm

Figura 5: Conjunto de embribes retirados de uma fémea Phalloceros uai envoltos por uma fina
membrana. Escala 1 mm.

Em todas as populagdes, fémeas carregavam embrides em diferentes estagios
de desenvolvimento, caracterizando superfetagéo. A maioria dos filhotes encontrados

estavam ou estagio inicial (1) ou no estagio final (40) (Figura 6).
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Figura 6: Frequéncia de embrides de Phalloceros uai Lucinda, 2008 em cada estagio embrionario.
Number of embryos. nimero de embrides. Embryonic stage. estagio embrionario.

Os embribes nos estagios finais (40) de desenvolvimento apresentaram as
manchas laterais caracteristicas da espécie, sendo registrado filhotes com o fenétipo
1x1, 1x2 e 2x2, como registrado em exemplares adultos (Figura 7). As Unicas
excecdes foram na populacédo do ponto 4 que apresentou apenas embrides com o
fenotipo 1x1 e na populacdo do ponto 2, onde foram registrados embrides sem

manchas (Figura 8).

Foram registradas fémeas com o fendtipo 1x1 dando origem a filhotes com
outros fendtipos, por exemplo 1x2 e 2x2, da mesma forma que fémeas com padrdes

1x2 e 2x2 davam origem a filhotes com o fenétipo 1x1 (Figura 8).
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Figura 7: Frequéncia de embrides de Phalloceros uai Lucinda, 2008 em cada estadgio embrionério
separados por fenétipo (0x0, 1x1, 1x2, 2x2). Number of embryos. nimero de embrides. Embryonic
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17

O comprimento total das fémeas apresentou normalidade (W=0,98, p>0,5),
condicao ndo observada para o numero de embriées (W=0.91, p=0.001) (Anexo 1). A
correlacdo de Pearson demonstrou que o numero de embrides de uma fémea se
relaciona positivamente com o comprimento total da mesma (r2=0,77; y=-77+3,4x),
para 0 aumento de um milimetro no comprimento total da fémea, espera-se um

acréscimo médio de 3,4 embrides (Figura 9).

R%=0.77

80= y=-77+34x

20 30 4
Total length

Figura 9: Representac@o grafica do nimero de embribes obtidos de uma fémea em rela¢cdo ao
comprimento total (mm).
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4 - DISCUSSAO

Todas as &reas amostradas apresentaram alteracdes ambientais marcantes,
como registrado na localidade tipo. Essa condicdo destoa da citada para
representantes do género Phalloceros, que séo relacionados a regifes nao poluidas
ou afetadas de outras formas por acées humanas (CARVALHO et al., 2019). Essa
discrepancia pode estar relacionada a maioria dos trabalhos com Phalloceros terem
sido conduzidas em cursos de agua pouco alterados, como 0s encontrados em regido
preservada da Mata Atlantica (e.g. CARVALHO et al., 2019). Conforme as
observacdes, P. uai possui ampla plasticidade na ocupacao dos ambientes, ocorrendo
desde &reas sob forte degradacdo ambiental até aquelas com condi¢cdes pouco

alteradas.

Phalloceros uai € considerado aqui como uma espécie carnivora, alimentando-
se majoritariamente de invertebrados aquaticos, como relatado para outras espécies
do género (ARANHA & CARAMASCHI, 1999). Apesar disso, populacbes de
Phalloceros tém sido descritas como onivoras (CASATTI, 2002; ROCHA et al., 2009;
MAZZONI et al., 2010), detritivoras (WOLFF et al., 2022) e até mesmo casos de
populacdes estritamente herbivoras (COSTA, 1987; TEIXEIRA, 1989).

Em Poecilia reticulata Peters, 1859 foi observado que populagdes vivendo em
ambientes de alta predacdo tendem a se alimentar primariamente de invertebrados,
enquanto em ambientes com predacdo menor se alimentam de detritos e algas
(ZANDONA et al., 2011). PACHECO (2019), ao avaliar a alimentac&o de P. harpagos
e P. anisophallos, relatou ndo ter encontrado variacdo na biomassa de algas entre
ambientes diferentes, apesar da biomassa de macroinvertebrados ser maior naqueles
com maior indice de predacdo. Apesar das condi¢Bes ecoldgicas, por exemplo
temperatura e pH, e possivelmente pressdo de predacdo serem variaveis entre as
localidades avaliadas, ndo foram encontradas discrepancias na alimentagdo das

populacdes analisadas.

Phalloceros uai € uma espécie vivipara, condicdo amplamente reconhecida
para a familia Poeciliidae. Essa estratégia reprodutiva tem sido associada a maior
sucesso de dispersdo e um menor risco de extincdo dos poecilideos, uma vez que
uma unica fémea gravida tem potencial de se estabelecer e colonizar um novo habitat
(THIBAULT & SCHULTZ, 1978). Entretanto, fémeas gravidas ficam maiores pela
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retencdo dos embrides na cavidade celomética e consequentemente menos
hidrodindmicas, condi¢cdes que facilitam a sua predacdo quando comparada com
outros peixes nao viviparos (THIBAULT & SCHULTZ, 1978; REZNICK & MILES, 1989;
ZUNIGA-VEJA et al., 2010).

As analises filogenéticas sugerem que o ancestral comum da familia Poeciliidae
possuia uma estrutura placentaria e que essa caracteristica foi perdida e readquirida
multiplas vezes durante a sua linhagem (POLLUX et al., 2014). No género
Phalloceros, todas as espécies avaliadas até o presente apresentam placentotrofia,
também conhecido como viviparidade hemotrofica (POLLUX et al., 2014; PACHECO,
2019). A condicao de qual tipo de viviparidade a espécie possui nao foi confirmada
para as fémeas de P. uai., sendo necessérios estudos histoldgicos para comprovar a
presenca de uma estrutura placentaria ou o uso de indices de matotrofia (REZNICK
et al., 2002; POLLUX et al., 2014)

De modo geral, placentotrofia/viviparidade hemotréfica € associada a auséncia
de coloracdo brilhante, ao comportamento de corte e a tracos marcantes de
ornamentacdo em machos (POLLUX et al., 2014). Essa condicdo condiz com as
caracteristicas de padrao de coloracdo e ornamentacédo de P. uai, embora ndo tenham

sido realizadas analises do comportamento de corte com a espécie.

POLLUX et al (2014) acreditam que a presenca de uma estrutura placentaria
favoreceria machos de tamanho menor e gonopddios mais longos, o que implica no
estilo de acasalamento coercivo e, por fim, evitaria a escolha das fémeas pelos seus
parceiros. Nas andlises populacionais (cap. 1) apenas duas populacdes apresentaram
diferencas significativas no comprimento do gonopddio, 0 que pode sugerir uma

diferenca no estilo de acasalamento.

A estrutura placentaria permite uma mudanca no investimento materno de pré
para pos fertilizacdo, criando um ambiente para conflitos entre os pais e a prole,
propiciando ao embrido a oportunidade de influenciar o investimento materno durante
a gravidez (POLLUX et al., 2014). A teoria prevé que o aumento dos conflitos levaria
a uma mudanca de uma dependéncia na escolha pré-copulatéria de uma fémea para
uma conjuncéo de poliandria, quando uma fémea acasala com diversos machos, com

mecanismos pos-zigoticos de selecédo sexual (POLLUX et al., 2014).
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POLLUX et al. (2014) encontrou que a estrutura placentaria levaria a conflitos
sexuais, 0s quais tenderiam a evolugcdo do dimorfismo sexual, como ocorre em
Poecilia, e a rapida divergéncia fenotipica da genitalia das espécies. Entretanto, ao
contrario do proposto por POLLUX et al. (2014), no género Phalloceros a presencga da

estrutura placentaria ndo implica em dimorfismo sexual acentuado entre sexos.

A estrutura placentaria também € relacionada a superfetacdo na maioria das
espécies de poecilideos, exceto em algumas como P. caudimaculatus, que apresenta
matrotrofia/viviparidade sem superfetacdo (POLLUX et al., 2014). A matrotrofia pode
ser calculada a partir do indice de matrotrofia (REZNICK et al., 2002; POLLUX et al.,
2014), o qual pode ser influenciado pelo ambiente em espécies de Phalloceros. Dessa
forma, locais com menor quantidade de recursos, altos indices de predacdo e/ou
correnteza forte condizem com uma reproducdo mais custosa, com as fémeas
apresentando intestinos mais curtos e maiores indices de matrotrofia, tornando-as
mais hidrodinamicas (PACHECO, 2019).

Altas taxas de matrotrofia podem estar relacionadas com uma alta producgéo de
prole, reduzindo o espaco fisico interno necessario na fémea e efetivando o tempo de
gestacdo (PACHECO, 2019). Em termos de hipéteses, a matrotrofia/viviparidade pode
reduzir o risco de mortalidade das fémeas, visto o maior hidrodinamismo e diminui¢ao
do gasto energético com a reproducao, hipotese essa ainda néo testada (PACHECO,
2019). Apesar de ndao ter sido realizada analise do indice de matrotrofia, essa é uma
condicao a ser investigada nas diferentes popula¢des de P. uai, porque essas ocorrem
em ambientes com caracteristicas diferenciadas e podem ter comportamento

reprodutivo dissemelhante.

A superfetacdo representa outra importante caracteristica da reproducao
desses animais. A presenca dessa caracteristica confere vantagens e desvantagens
evolutivas, como a facilidade da paternidade multipla, embora a copula possa levar a
lesdes fisicas, diminuicdo da oportunidade de alimentos, maior risco de predacéo e/ou

infeccbes sexualmente transmissiveis em fémeas (POLLUX et al., 2014).

Excetuando P. caudimaculatus, POLLUX et al. (2014) indicaram que
poecilideos com machos sem cores chamativas e ornamentacdo, caracteristicas
sexuais simples e auséncia de corte tendem a ter superfetacdo. Apesar do

desconhecimento acerca do comportamento de corte na reproducdo de P. uai, 0s
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demais atributos foram verificados para a espécie e confirmada a ocorréncia de

superfetacdo em todas as populacdes analisadas.

A presenca de superfetacéo parece ter surgido varias vezes dentro do género
Phalloceros, visto que ocorrem espécies com superfetacdo como P. uai, espécies sem
superfetacdo como P. caudimaculatus e P. anisophallos e espécies com superfetacéo
em algumas populagdes e outras ndo, como em P. harpagos (POLLUX et al., 2014;
PACHECO, 2019). Entretanto, os resultados disponiveis para P. harpagos devem ser
interpretados com cautela, devido a possibilidade de ser na realidade um conjunto de
espécies cripticas (OLIVEIRA, 2017), o que impossibilitaria saber se essa variacao &

interpopulacional ou interespecifica.

Os embrides em estégios finais de desenvolvimento apresentaram fendtipos
relacionados as manchas laterais iguais aqueles visualizados nos adultos, o que
implica em gque esses animais jA nascem com o numero de manchas determinado.
Apesar de fémeas poderem gestar filhotes com quaisquer padrées de manchas, na
populacao do ponto 4 (localidade tipo) foi encontrado apenas animais com o padrao
de uma mancha lateral em cada lado, reproduzindo o fendétipo Unico também
registrado para os adultos. Nos embribes da populacdo do ponto 2 ndo foram
verificadas manchas, condicdo que possivelmente esta relacionada aos embrides

estarem no inicio dos estagios finais (40).

Em guppies, sdo conhecidas trés populacdes distintas de melanéforos: os que
surgem durante a embriogénese, apds o nascimento e no periodo de amadurecimento
sexual (KOTTLER et al., 2013). Em P. uai, o surgimento padrao de coloracao ocorre

durante a embriogénese.

O padréo de cores em poecilideos varia em funcao de diversos fatores como
hormonais, catecolaminas e horménios tireoidianos (JONCK, 2004; PRAZDNIKOV,
2021), genéticos, como gene Y e selecdo sexual (ENDLER 1982; 1984; 1987,
HOUDE, 1992). Entretanto, ainda ndo se sabe quais as fun¢gbes dos padrdes de
coloragédo encontrados em P. uai, a causa da presenca de diferentes feno6tipos nos
embribes e como ocorre o surgimento desses padrées no desenvolvimento
embrionario. Portanto, sdo necessarios estudos adicionais para determinar como se
processa o surgimento do padrdo de manchas durante o desenvolvimento embrionario

em P. uai.
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Com base nos dados obtidos, P. uai se mostrou carnivora em todas as
populacdes amostradas (bacias do alto rio Sdo Francisco e do alto rio Doce), se
alimentando majoritariamente de macroinvertebrados aquaticos. Adicionalmente, a
espécie apresenta viviparidade com superfetacdo. Por fim, estudos adicionais sao
necessarios para avaliar o indice de matrotrofia da espécie nas diferentes populagtes

e se existe a presenca de uma estrutura placentéria nas fémeas.
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6.1 - ANEXO 1 - Representacao gréafica do teste de normalidade do numero de

embrides das fémeas e comprimento total das mesmas.
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