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RESUMO

A endogamia tende a reduzir a variabilidade genética intrapopulacional, aumentando a
frequéncia de alelos deletérios que normalmente expressam-se em homozigose recessiva. Por
consequéncia, populacbes consanguineas, sobretudo quando pequenas e isoladas, podem sofrer
influéncias negativas no valor adaptativo e vulnerabilidade a extingdo. Em populagdes naturais,
devido a mecanismos fisioldgicos e comportamentais, espera-se que o endocruzamento seja
evitado. Entretanto, os organismos estudados nesse trabalho, caracterizam uma populagédo
pequena de peixes neotropicais (Psalidodon aff. fasciatus), popularmente conhecidos como
lambaris, que habitam um ambiente natural com rara configuragdo geol6gica em forma de pogo
(Furna 2 do Parque Estadual de Vila Velha), refletindo em um isolamento intra e
interespecifico, sendo assim, a endogamia ndo pode ser evitada entre esses peixes. Nesse
sentido, o objetivo desse trabalho consistiu na investigacdo de efeitos do isolamento
populacional, considerando aspectos morfolégicos e reprodutivos da espécie. Para isto, analises
morfométricas foram aplicadas em radiografias digitais a fim de investigar malformactes
congénitas. Também, foi realizada andlise histolégica dos Orgdos reprodutores, para a
caracterizacdo dos estadios de desenvolvimento gonadal. Bem como, determinou-se a razdo
sexual, a relagcdo peso-comprimento e fator de condicéo relativo (Kn). Os resultados apontam
individuos com deformidades na coluna com uma ampla variagdo no nimero de vértebras caudais,
e deformacdes corporais suportadas pelo corpo achatado e curvatura na coluna vertebral, o que
reflete a auséncia de fluxo génico e endogamia nessa populagdo. Um potencial modelo para
estudos em Evo-Devo. A proporcdo sexual apresentou uma predominancia significativa de
machos (1M: 0,6 F). A relacdo peso total e comprimento total foi Wt = 0.0002 Ly 239
apresentando um crescimento alométrico negativo, indicando, portanto, uma maior alocacédo de
energia no comprimento do que em peso. O bem-estar foi determinado individualmente, ndo
foi observado diferenca significativa entre os sexos, ambos com o valor médio de Kn = 0.95.
Foram caracterizados cinco estadios de desenvolvimento gonadal, sendo: repouso, maduro
inicial, maduro, parcialmente vazio e totalmente vazio, semelhante a outros lambaris. Os
resultados obtidos sugerem que o isolamento natural esteja se refletindo em efeitos de
endogamia, sensivelmente percebido pela ocorréncia de malformagdes congénitas, e isso pode
ter implicacdes para o valor adaptativo da populacao.

Palavras-chave: Endogamia. Populacdo Natural. Valor Adaptativo. Desenvolvimento
Gonadal.



ABSTRACT

Inbreeding decreases intrapopulational genetic variability, increasing the frequency of
deleterious alleles that are normally expressed only in recessive homozygosis. Consequently,
inbreeding populations, especially when small and isolated, may suffer negative influences on
the adaptive value and vulnerability to extinction. In natural populations, due to physiological
and behavioral mechanisms, inbreeding is expected to be avoided. However, the organisms
studied in this work, characterize a small population of neotropical fish (Psalidodon aff.
fasciatus), popularly known as lambaris, that live a natural environment with a rare geological
configuration, in the shaped of well (Furna 2 Vila Velha State Park) reflecting in an intra and
interspecific isolation, therefore, inbreeding cannot be avoided among these fish. This way, the
objective of this work was to investigate the effects of population isolation, considering
morphological and reproductive aspects of the species. To this, morphometric analyzes were
applied on digital radiographs in order that investigate congenital malformations. Also,
histological analysis of organs reproductive organs was carried out to characterize the stages of
gonadal development. Not only, sex ratio, weight-length relationship and relative condition
factor (Kn) were determined. The results indicate fish with spinal deformities, including wide
variation in the number of caudal vertebrae and corporal deformations related to a flattened
body and spinal curvature, reflecting the absence of gene flow and inbreeding in this population.
A potential model into Evo-Devo studies. The sexual proportion showed a significant
predominance of males (1M: 0,6 F). The total weight and total length relationship was Wt =
0.0002 L12%% showing a negative allometric growth, indicating a greater allocation of energy
in length than in weight. Welfare index was determined individually. No significant difference
was observed between the sexes, both had a mean value of Kn = 0.95. Five stages of gonadal
development were characterized being resting, initial ripe, mature, partially spent, totally spent,
similar to the other lambaris. The results obtained suggest that the natural isolation is being
reflected in inbreeding effects, sensitively perceived by the occurrence of congenital
malformations, and this may have implications for the adaptive value of the population.

Keywords: Inbreeding. Natural Populations. Adaptive Value. Gonadal Development
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 CARACTERIZACAO DO PARQUE ESTADUAL DE VILA VELHA

1.1.1 Aspectos gerais do parque

O Parque Estadual de Vila Velha (PEVV) abrange uma area de 3.122,11 ha, localiza-
se entre as coordenadas 25°12°34” e 25°15°35”” S, 49°58°04°” ¢ 50°03°37°> W no segundo
planalto paranaense (Figura 1), regido dos Campos Gerais, municipio de Ponta Grossa
(CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). Encontra-se no curso superior da bacia do rio Tibagi, e
envolve a bacia do rio Quebra Perna e do rio Guabiroba (CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). O
clima no local é do tipo Cfb, de acordo com a classificacdo de Koeppen, clima temperado, com
temperatura média anual de 17,8° C (CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). A precipitacéo anual
média é de 1554 mm, sendo janeiro e agosto 0s meses mais chuvoso e seco, respectivamente
(IAP, 2004).

Figura 1 — Mapa representando a localiza¢éo do PEVV.
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Fonte: Adaptado de IAP (2004); KOVALSYKI (2016)

O PEVYV foi instituido como Unidade de Conservacao (UC) no ano de 1953, visando
garantir a conservacao de seu rico patrimoénio natural (MELO et al., 2011). A UC tem grande

relevancia cientifica e turistica, pois abriga diferentes ecossistemas, relevos de excecéo, e
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espécies endémicas de flora e fauna (MELO et al., 2011). Dentre as formas caracteristicas de
relevo existentes no PEVV, podem ser citados, os escarpamentos, morros, testemunhos, fendas

e furnas (MELO et al., 2011). Os atrativos que se destacam estdo retratados na Figura 2.

Figura 2 — Atrativos PEVV. Em (a) Escultura em arenito com formato de ta¢a, (b) Furna 2 no PEVV,
© Lagoa Dourada.

Fonte: A autora
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1.1.2 Furnas

A regido dos Campos Gerais apresenta paisagens cénicas decorrentes de processos e
fendmenos geoldgicos ha milhdes de anos. No PEVV as transformacdes geoldgicas tiveram
inicio no Ordoviciano superior, durante a formacao da bacia do Parana (ASSINE, 1996). A
Formacdo Furnas com idade siluro-devoniana (entre 395 e 421 milhdes de anos) destaca-se na
regidio (GUIMARAES et al., 2007). S&o feicBes no relevo resultantes do processo de
carstificacdo da rocha, constituida predominantemente por quartzo (MELO et al., 2011).

As furnas estéo entre as formas de relevo mais marcantes da regido, representando um
patriménio geoldgico Unico no PEVV, sdo conhecidas como “pogos de desabamento” (MELO;
GIANNINI, 2007). Isso porque se formaram pela acdo de aguas pluviais acidificadas, que
devido a vasta rede de fraturas existentes nos arenitos tiveram a infiltragdo facilitada
(LETENSKI et al., 2011). Como consequéncia, o mineral caulinita que faz a ligagdo com o
quartzo foi dissolvido lentamente, e, por meio da circulacdo da dgua no arenito esses materiais
foram removidos, assim, ocorreu naturalmente a escavacdo das cavidades subterraneas que
cresceram em direcdo a superficie resultando no colapso do teto rochoso (LETENSKI et al.,
2011).

No PEVV sdo encontradas varias furnas, com algumas se destacando (Figura 3), dentre
elas, a Furna 1, 2 e 4, que possuem lagos formados pelo lencol freatico, a Furna 3 com auséncia
de &gua, e a Lagoa Dourada, uma furna assoreada em estagio terminal que recebe aguas
barrentas com sedimentos suspensos durante as inundagdes (MELO; GIANNINI, 2007; MELO
etal., 2011).
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Figura 3 — Representacdo das furnas e Lagoa Dourada.

Furna 1

Furna 2

Furna 4

54 m
L Dourada

34 m

Fonte: Adaptado de MAYER (2020)

Esses pogos de desabamento no PEVV possuem didmetro médio de 80m, lamina de
agua de 50m de profundidade e paredes atingindo até 110m (CAMPOS; DALCOMUNE,
2011). As furnas possuem caracteristicas geoldgicas exclusivas, abrigando espécies de flora e
fauna altamente especializadas as condi¢des desses microambientes, especialmente ao se

considerar os ambientes aquaticos (IAP, 2004).

1.1.3 Ictiofauna do PEVV

O rio Guabiroba, formado pela uniéo do rio Barrozinho e rio Quebra Perna (Figura 4),
contribui para a diversidade ictioldgica do parque, pois, o contato do rio Guabiroba com as
lagoas existentes na UC permite o deslocamento de espécies migradoras no periodo reprodutivo
(SOUZA-MICHELS et al., 2011). A Lagoa Dourada € um desses ambientes com grande
diversidade de espécies de peixes regionais, e exerce papel fundamental na reproducdo e
sobrevivéncia dessas espécies, garantindo a manutencao da diversidade de peixes existentes na
UC (ARTONI; ALMEIDA, 2003; ARTONI; SHIBATTA, 2006).



Figura 4 — Bacia total do Rio Guabiroba

RIOTIBAGI —

BACIA —— RIO GUABIROBA
RIO GUABIROBA
SUBBACIAS RIO BARROZINHO
— RIOQUEBRA PERNA

SEMESCALA

Fonte: IAP (2004)
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Ainda, as lagoas do parque possuem microambientes que servem como local de

reflgio e desova, além de representarem fonte energética para os peixes, pois, possuem troncos

e galhos, plantas macréfitas nas margens e no fundo de suas aguas, € uma importante

macrofauna de invertebrados (Figura 5). (SOUZA-MICHELS et al., 2011).
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Figura 5 — Microambientes nas lagoas

Fonte: A autora

Os representantes das ordens Characiformes e Siluriformes sdo predominantes na
composigdo da ictiofauna do PEVYV, assim como ocorre em toda regido Neotropical
(LEVEQUE et al., 2008). A fauna de peixes apresenta similaridade entre as lagoas como
consequéncia de fatores abidticos correspondentes, ja que a maioria das lagoas sdo furnas que
sofreram assoreamento (SOUZA-MICHELS et al., 2011).

Ao se considerar as furnas, ndo sao encontradas espécies de peixes, com excecao da
Furna 2. Um ambiente extremamente vulneravel, que abriga em suas aguas Iénticas uma
espécie isolada e endémica de peixe, pequenos caracideos popularmente conhecidos como
lambaris (SHIBATTA; ARTONI 2005). Cabe ressaltar que esses lambaris também foram
verificados na Furna 1 do PEVV, mas que essa populacédo foi extinta devido a eutrofizagdo da
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agua desencadeada pelos excrementos liberados no periodo reprodutivo de aves que habitam o
local (MATOSO et al., 2002; MATOSO et al., 2010).

1.2 DIVERSIDADE E RECLASSIFICACAO DA ESPECIE Astyanax fasciatus

Os peixes detém uma grande riqueza, representando aproximadamente 50% de
todos os vertebrados, com mais de 33 mil espécies descritas (VAZZOLER, 1996;
FROESE; PAULY, 2018). Isso reflete em peixes com uma variedade de formas e padrdes
de ciclo de vida, que habitam lugares com inimeras condi¢Bes bioticas e abidticas
(VAZZOLER, 1996). Na regido Neotropical se concentra a mais rica e diversa ictiofauna
de agua doce do planeta (LOWE McCONNELL, 1999; REIS; KULLANDER; FERRARIS,
2003). Os Characiformes compreendem um dos maiores grupos de peixes da regido
Neotropical (NELSON, 2006). Essa ordem possui uma diversificada ictiofauna, com
animais variando consideravelmente em morfologia e tamanho, que vivem em ambientes
I6ticos e Iénticos, e exibem distintos habitos alimentares (MOREIRA, 2007) e de reproducéo
(VAZZOLER, 1996).

Astyanax Baird & Girard, 1854 pertence a familia Characidae, a mais complexa dentre
a ordem dos Characiformes (OLIVEIRA et al., 2011). Sdo dominantes na América do Sul com
uma diversidade de tamanhos e formas corporais (GERY, 1977), com mais de 150 espécies
descritas e distribuidas em praticamente todos os cursos de agua da regido Neotropical
(MIRANDE, 2010; ESCHMEYER; FONG, 2017). O nimero diploide para esses caracideos
varia entre 2n=36, 46, 48 e 50 cromossomos (MORELLI et al., 1983), com esse Ultimo sendo
0 mais frequente e também considerado o 2n ancestral (KAVALCO; MOREIRA-FILHO,
2003). Ainda, “complexos de espécies” sao relatados para o grupo, podendo ser destacado o
complexo de espécies cripticas Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) onde o numero
cromossomico varia de 2n=45 a 2n=50 (ARTONI et al., 2006; PAZZA; KAVALCO;
BERTOLLO, 2006).

A filogenia desse grupo é um dos maiores desafios para a sistematica de peixes
neotropicais, e, uma classificacio estavel ainda ndo pdde ser estabelecida (TERAN; BENITEZ;
MIRANDE, 2020). Uma vez que, por compartilharem caracteristicas morfologicas muito
similares, a identificacdo e delimitacdo entre as espécies € dificultada (ORNELAS-GARCIA et
al., 2008; MIRANDE, 2010; OLIVEIRA et al., 2011). O género ja foi considerado dentro da
subfamilia Tetragonopterinae, e, atualmente é reconhecido como Incertae sedis, (LIMA et al.,
2003; SILVA et al., 2020). Contudo, em uma recente reviséo taxonémica inicial baseada em
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caracteres morfoldgicos e moleculares, o ndo monofiletismo do grupo foi apontado, resultando
na reclassificacdo de varias espécies atribuidas ao género. Dentre elas, 0 complexo Astyanax
fasciatus, realocado para o género Psalidodon Eigenmann, 1911 agora reconhecida como
Psalidodon fasciatus (Cuvier, 1819) (PASA et al., 2021; TERAN; BENITEZ; MIRANDE,
2020).

1.3 OCORRENCIA DE Psalidodon aff. fasciatus NA REGIAO DO PEVV

No Rio S&o Francisco, alto curso do Rio Parand, sdo encontrados os verdadeiros
representantes da espécie Psalidodon fasciatus. Individuos oriundos de diferentes lugares
possivelmente sdo espécies distintas (MELO, 2005; PASA et al., 2021). Esses peixes possuem
a nadadeira caudal com coloragdo avermelhada, sdo onivoros, e apresentam comprimento
médio de 10 cm (GARCIA et al., 2001; REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003). Entretanto,
alguns autores ainda consideram a espécie distribuida em outros locais, como Argentina e
México (SCHMITTER-SOTO, 2017). Apesar de ter sido reconhecido como um complexo de
espécies (ARTONI et al., 2006, PAZZA; KAVALCO; BERTOLLO, 2006), Psalidodon
fasciatus continua sendo utilizado na literatura para identificar populagfes que ndo pertencem
a espécie. Devido a semelhanca morfoldgica, os individuos encontrados no rio Tibagi e seus

afluentes sdo identificados como Psalidodon aff. fasciatus (Figura 6).

Figura 6 — Psalidodon aff. fasciatus coletado na Furna 2 do Parque Estadual de Vila Velha, Brasil (CP 8cm).

Fonte: Arquivo pessoal de Luz Elena de La Ossa Guerra

A ocorréncia simpatrica de lambaris do género Psalidodon foi detectada no alto rio
Tibagi e Lagoa Dourada, com 2n=48 e 2n=50 cromossomos (ARTONI; ALMEIDA, 2003).
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Também, Artoni et al. (2006) incluindo exemplares do rio Cara-Cara, identificaram trés citétipos
distintos na regido, designados A, B e C. O citdtipo A com 2n=48 (6m+18sm+14st+10?) e B
com 2n=50 (8m+18sm+14st+10%) cromossomos exibiram similaridade na distribuicdo da
heterocromatina constitutiva, enquanto o citétipo C apresentou nimero diploide e formula
cariotipica idéntica ao citotipo B, porém, mostrou-se divergente dos demais quanto a
distribuicdo da heterocromatina constitutiva (ARTONI et al., 2006), corroborando, portanto,
com o complexo de espécies cripticas apontado por Artoni e Almeida (2003).

Entretanto, diferindo dos demais peixes da regido, os lambaris da Furna 2 apresentaram
exclusivamente 2n=48 cromossomos (6m+18sm+14st+10%) (ARTONI; ALMEIDA, 2003;
ARTONI et al., 2006). Exibindo cariotipos semelhantes entre machos e fémeas, além da
auséncia de um sistema de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciado, ja as regides
organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs) foram localizadas nos pares cromossdmicos 4 e 5 na
regido distal do braco curto, e a heterocromatina constitutiva revelou-se distribuida
preferencialmente na regido telomérica dos cromossomos acrocéntricos (ARTONI;
ALMEIDA, 2003; GROSS et al., 2004). Ademais, Gross et al. (2004) relataram um caso de
triploidia em uma fémea, com 2n=3x=72 cromossomos (9m+27sm+21st+15%). Em decorréncia
destes estudos, foi sugerido que as populacfes de Psalidodon aff. fasciatus do rio Tibagi e
PEVV séo geneticamente diferentes (MATOSO et al., 2010).

1.4 ENDOGAMIA NA NATUREZA

Populagdes naturais sujeitas a endogamia podem apresentar dificuldades para a sua
manutencdo no ambiente, pois, 0 endocruzamento tende a reduzir a variabilidade genética
intrapopulacional, diminuindo a porcentagem de heterozigotos. Assim, os alelos deletérios que
normalmente expressam-se em homozigose recessiva aumentam em frequéncia (KELLER;
WALLER, 2002). Por consequéncia, popula¢fes endogdmicas tornam-se mais suscetiveis a
mortalidade influenciada pelo ambiente, as doengas, a predacéo, e tém a taxa de crescimento e
reproducdo afetadas, além da maior vulnerabilidade a extincdo (AULSTAD; KITTELSEN,
1971; GILPIN; SOULE, 1986; KELLER; WALLER, 2002). Ainda, fatores de origem genética
podem ser atribuidos a deformidades morfologicas encontradas em peixes, entretanto, o
conhecimento acerca desse processo € limitado (KINCAID, 1976; GJERDE; PANTE;
BAEVERFJORD, 2005; JAGIELLO et al., 2017).

Embora a endogamia possa influenciar no fitness, sobretudo quando ocorre em

populacdes pequenas e isoladas, o custo da consanguinidade em populac6es naturais permanece
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em grande parte desconhecido e controverso (CRNOKRAK; ROFF, 1999), especialmente ao
considerar 0s peixes, ja que grande parte dos estudos se concentra em espécies de interesse
comercial (FROMMEN et al., 2008). Isso porque além da dificuldade de estimativas na
natureza, as populacdes selvagens tendem a evitar o endocruzamento, e caso este ocorra,
espera-se que fisiologicamente ou comportamentalmente sejam capazes de lidar com os
efeitos genéticos deletérios antes que se manifestem em um nivel fenotipico (PUSEY;
WOLF, 1996; CRNOKRAK; ROFF, 1999).

Um isolamento populacional consistente foi apontado na Furna 2 do PEVV (ARTONI
et al.,, 2006). Além disso, nesse ambiente foram encontrados individuos com alteraces
morfolégicas para o padrdo da espécie, especialmente na coluna vertebral, fenétipo o qual
possivelmente é resultado da endogamia e auséncia do fluxo génico (GROSS et al., 2004;
ARTONI; ALMEIDA, 2003). Ressaltando que, além das anomalias encontradas, o
endocruzamento pode ser um dos fendmenos responsaveis pela menor variabilidade genética
sugerida para os peixes da Furna 2 com o emprego de marcadores RAPD (MATOSO et al.,
2004). Embora tenham sido realizados alguns estudos com esses lambaris, especialmente
voltados para a genética, o conhecimento acerca dessa populacdo ainda é limitado, sendo
necessario mais esforcos para desvendar aspectos da sua biologia evolutiva.

Tendo em vista que os Psalidodon aff. fasciatus que vivem na Furna 2 do PEVV
representam uma populacdo endémica, isolada intra e interespecificamente (ARTONI et al.,
2006; SHIBATTA; ARTONI, 2005), bem como, considerando a limitacao existente acerca dos
efeitos do endocruzamento nessa populacdo, investigar as possiveis consequéncias resultantes
da endogamia ajudara a compreender como a populacdo se mantém viavel.

Deste modo, a morfometria geométrica (MG) surge como ferramenta alternativa para
analisar as deformacdes vertebrais encontradas nessa populacdo. Uma vez que, a morfometria
geométrica consiste no estudo da variacdo na forma, onde sdo utilizados marcos anatbmicos ou
contornos, permitindo uma descricdo morfoldgica precisa, fornecendo meios eficazes para a
visualizagdo e interpretacdo dos resultados (ZELDITCH et al., 2004). Dentre suas inUmeras
aplicacdes, esse método é amplamente utilizado no estudo com peixes (PONTON, 2006;
CLABAUT et al., 2007; IBANEZ; COWX; O’HIGGINS, 2007; PERAZZO et al., 2019;
ASTUTI et al., 2020).
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1.5 BIOLOGIA REPRODUTIVA DE TELEOSTEOS COM ENFASE NOS
CARACIDEOS

As variadas estratégias e taticas reprodutivas encontradas no grupo dos tele6steos
estdo estreitamente relacionadas com o inicio das chuvas, temperaturas elevadas e nivel da
agua (LOWE McCONNELL, 1999). Também, em ultima instancia, sdo responsaveis por
garantir o sucesso reprodutivo de uma espécie em diferentes ambientes (VAZZOLER,
1996). A estratégia reprodutiva consiste no padrao geral de reproducédo da espécie, englobando
todas as caracteristicas envolvidas no processo reprodutivo (VAZZOLER, 1996). Entretanto,
como resultado das flutuagbes ambientais, algumas dessas caracteristicas apresentam
plasticidade que asseguram 0 sucesso reprodutivo, sdo caracteristicas conhecidas como
taticas reprodutivas, dentre elas, podem ser citadas a variacdo no tamanho da primeira
maturacdo gonadal e a forma como o0s peixes utilizam 0s recursos ambientais
(VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013).

Com relacdo a maneira de alocacdo energética em estratégias reprodutivas,
existem espécies tendem mais para r-estrategistas, organismos de pequeno porte, com curto
periodo de vida e maturagdo precoce, 0S quais investem mais energia para gerar novos
individuos e ndo possuem cuidado parental (VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013).
Enquanto que os k-estrategistas, por sua vez alocam mais energia para seu préprio
crescimento e desenvolvimento, possuem longo periodo de vida, maturacgéo tardia e baixa
fecundidade (VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013). Cabe ressaltar que a reproducéo e
crescimento sdo processos que competem pelos mesmos recursos, finitos, e que, na fase adulta,
0 crescimento somatico é influenciado negativamente, j& que a energia € utilizada no
desenvolvimento das gbnadas, os caracteres sexuais primarios (VAZZOLER, 1996;
SABORIDO-REY; KJESBU, 2005). Em uma populacdo onde ha um pequeno numero de
individuos, ocorre um aumento na disponibilidade de recursos alimentares, acelerando assim o
processo de matura¢do como consequéncia do aumento na taxa de crescimento (VAZZOLER,
1996).

Uma periodicidade no ciclo reprodutivo € identificada na maioria das espécies, e
a maturacao ocorre quando as condi¢Ges ambientais estdo apropriadas para a fecundacgéo e
desenvolvimento da prole (VAZZOLER, 1996). Assim, a elevacdo no nivel das aguas
estaria sincronizada com a desova e 0 pico da época de cheias atuaria como agente
finalizador do periodo reprodutivo (VAZZOLER et al., 1997). Os ovarios e testiculos

passam por profundas modifica¢des durante o desenvolvimento gonadal, o que permite que
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esse processo seja dividido em estaddios. A caracterizacdo dos estaddios pode ser feita
macroscopicamente, onde é analisado o tamanho da gbnada em relacdo a cavidade
abdominal, a percepcdo dos ovocitos, 0 aspecto, o grau de turgidez das gbnadas e
vascularizacdo (VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013). Entretanto, analises histologicas
consistem em resultados mais precisos, onde os estaddios sdo determinados com base na
proporcao das células da linhagem germinativa existentes no tecido (VAZZOLER, 1996).

Para a espécie Psalidodon fasciatus foram estabelecidos cinco estadios ao longo
do processo de desenvolvimento gonadal: repouso, maduro inicial, maduro, parcialmente
vazio e totalmente vazio (ANEXO A) (CARVALHO et al., 2009). As gbnadas na maioria dos
Characiformes sdo exibidas como 6rgédos pares, alongados e fusiformes, que ao longo dos
estadios passam por modificacBes quanto ao volume, coloracéo e espessura (BAZZOLI, 2003).
Foram relatados para caracideos ovarios do tipo cistovariano, onde 0s ovécitos atingem o meio
externo devido a continuidade do lume ovariano até o oviduto (BAZZOLI, 2003; PEREIRA-
SANTOS, 2014). Os testiculos se encontram nas laterais da cavidade abdominal, e se estendem
da porcéo cefélica até a caudal se conectando com a papila urogenital (PEREIRA-SANTOS,
2014).

Ademais, lambaris possuem fecundidade externa, podem ser migradores de
pequenas distancias ou ndao migradores, e ndo dispéem cuidado parental (VAZZOLER,;
MENEZES, 1992; DUKE ENERGY, 2008). A estratégia reprodutiva é do tipo sedentaria, com
ovos adesivos e zona radiata com canais porosos (RI1ZZO et al., 2002; PEREIRA-SANTOS,
2014). O tipo de desova foi retratado como ponto problematico no estudo da reproducédo dos
lambaris, pois, ndo existe uniformidade quanto ao tipo de desova das espécies (DALA-CORTE;
AZEVEDO, 2010; CORNELIO, 2013). Posto isso, Carvalho et al. (2009) explicam que como
consequéncia de fatores fisiologicos ou alteracbes ambientais 0s peixes podem alterar entre

desova total para a desova fracionada e vice-versa.

1.5.1 Razéo sexual

Outro parametro relevante e que permite a compreensdo acerca da dinamica
populacional em peixes, € a determinacdo da proporcdo sexual ou razéo sexual. No geral, as
populacdes tendem ao equilibrio com o nimero de machos estatisticamente igual ao nimero de
fémeas (1:1) (VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013). Entretanto, varios fatores
relacionados as estratégias reprodutivas e crescimento podem atuar diferentemente sobre

0s machos e fémeas, resultando em alteracdes na proporcéo entre os sexos (SABORIDO-
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REY; KJESBU, 2005; CARVALHO et al., 2009; NASCIMENTO; YAMAMOTO;
CHELLAPPA, 2012).

Um maior nimero de fémeas em relacdo ao niUmero de machos é relatado em distintos
estudos (HOJO; SANTOS; BAZZOLI, 2004; CARVALHO et al., 2009; SILVEIRA et al.,
2019). Esse desvio é mais frequente em lugares com recurso alimentar abundante, e, reflete
uma estratégia para o rapido crescimento populacional (NIKOLSKY, 1969), ja que sdo as
fémeas que determinam a quantidade de novos descendentes e a época de desova, uma vez
gue possuem um numero limitado de ovocitos em relacdo aos espermatozoides (SANTOS,
1995; CORNELIO, 2013).

Diante do exposto, e como apontado por Silveira et al. (2019), em relagédo aos lambaris
h& um maior direcionamento para estudos realizados com animais que vivem em reservatorios.
Assim, os Psalidodon aff. fasciatus estudados nesse trabalho representam um modelo ideal para
contribuir com esses dados, uma vez que, esses peixes constituem uma populagéo natural e

endogamica, que experimenta o isolamento em um ambiente com rara configuracéo geografica.

1.5.2 Relacdo peso-comprimento e fator de condicédo (K)

O fator de condicdo é um indicador corporal quantitativo do bem-estar dos peixes,
parte do pressuposto de que individuos com maior massa em um dado comprimento estdo em
melhor condi¢do (LIMA-JUNIOR; CARDONE; GOITEIN, 2002). Seu valor é determinado
mediante estimativa da relacdo peso-comprimento, parametro fundamental em estudos de
biologia, fisiologia, e ecologia de peixes (SATAKE et al., 2009). Expressa pela formula
(Wr=aLt, onde, Wt = peso total, a = constante (coeficiente relacionado com forma de corpo),
Lt = comprimento total, b = coeficiente angular (LE CREN, 1951). Se b = 3, o crescimento é
isométrico, esperado para 0s peixes se as propor¢des corporais forem constantes durante o
crescimento; se b < 3, o crescimento é alométrico negativo, ou seja, 0 ganho em comprimento
€ mais acentuado que no peso; se b > 3, o crescimento é alométrico positivo, onde a alocagéo
de energia € maior para o peso que para o comprimento (REGO et al., 2008; SILVA, 2011).

Existem trés formas para se estimar o fator de condi¢do em uma populagéo. O fator de
condigdo de Fulton (Ky), através da expressdo K= WH/Lt 3, onde se assume que a relacdo peso-
comprimento é isométrica (b=3), o0 que pode resultar em distor¢des nos resultados, ja que as
diferentes espécies estudadas ndo sdo consideradas (VAZZOLER, 1996; SILVA, 2011). Por
meio do fator de condi¢do alométrico (Ka) que considera que espécies diferentes podem

apresentar distintas relagdes peso-comprimento, e ¢ utilizada a equacdo Ka= Wt/Lt°, onde b é
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0 coeficiente da regresséo entre Wt/Lt (VAZZOLER, 1996; ROCHA et al., 2005; SILVA,
2011). Ainda, é possivel utilizar o fator de condic&o relativo (Kn), que corresponde ao quociente
entre peso observado e peso teoricamente esperado para determinado comprimento
(Kn=W1t/We), nessa equacdo o desenvolvimento gonadal e eventos reprodutivos sao
minimizados, j& que, em condi¢gdes normais a relacdo entre ambos é 1 (LE CREN, 1951;
YAMADA; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2008 SILVA, 2011).

Variagdes encontradas no fator de condicdo refletem condic¢Ges nutricionais recentes
dos peixes, gastos das reservas em atividades ciclicas, infecces parasitarias, e, podem estar
relacionadas as condi¢c@es ambientais, aos aspectos comportamentais, e aspectos reprodutivos
(VAZZOLER, 1996; Lemos et al., 2007; YAMADA; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2008;
GOMIERO; VILLARES-JUNIOR; BRAGA, 2010).

Estudos com characiformes demonstraram que os valores da relacdo peso-
comprimento e fator de condicdo sofrem flutuagdes como consequéncia de alteragdes sazonais
(ITO, 2013). Bem como, efeitos deletérios como consequéncia do parasitismo, uma vez que 0
fator de condicdo de espécimes ndo parasitadas foi maior do que o de peixes parasitados
(GOMIERO; SOUZA; BRAGA, 2012). Assim, considerando que diversos fatores podem
influenciar esses parametros, investigar a possivel relacdo da endogamia com o bem-estar dos

Psalidodon aff. fasciatus estudados nesse trabalho faz-se pertinente.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVA

A Biologia Evolutiva contempla a historia da vida, portanto é elementar a
compreensdo dos eventos que resultam na evolugdo dos seres e na diversidade bioldgica. Posto
isso, a populacdo de Psalidodon aff. fasciatus estudada nesse trabalho habitam um local com
rara configuracdo geoloOgica, que garante um isolamento populacional a nivel intra e
interespecifico, refletindo na condicdo de uma populacéo endogamica.

A consanguinidade pode ter consequéncias negativas para os individuos e para as
populagbes,ha uma insuficiéncia de estudos em populacdes naturais sobre este aspecto,
sobretudo em peixes.

Assim, é imprescindivel investigar a manifestacdo da endogamia nessa populacéo, a
nivel fenotipico, como também, as possiveis influéncias em aspectos reprodutivos, uma vez que
esses fatores estdo estritamente relacionados com o valor adaptativo. Tendo em vista esse
contexto, o maior conhecimento acerca desses animais fornecera esclarecimento de medidas
necessarias para a conservacao dessa populacéo unica, além de servir como fonte impar para

outros estudos em populagdes endogamicas.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Investigar efeitos da endogamia na populacdo de Psalidodon aff. fasciatus da Furna 2

do PEVV, especialmente em relacdo aos aspectos morfoldgicos e reprodutivos.

2.2.2 Objetivos especificos

o Identificar a incidéncia de malformagdes congénitas e descrever os morfotipos
anatdmicos encontrados;

o Caracterizar os estadios do desenvolvimento gonadal por meio de analise das
caracteristicas microscopicas das gonadas;

o Analisar a razdo sexual relacionando com parametros morfométricos de machos
e fémeas;

o Estimar a relagdo peso-comprimento e o fator de condicéo relativo (Kn).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE COLETA E AMOSTRAS

As coletas foram realizadas na Furna 2 do PEVV (Figura 7), Unidade de Conservacao

localizada no alto curso da Bacia do Rio Tibagi, municipio de Ponta Grossa, Sul do Brasil.

Figura 7 — Furna 2 do PEVV. Em (a) Imagem é&erea, (b) Vista pelo mirante, (c) Interior da furna.

Fonte: Arquivo pessoal de Raul Renn¢ Braga (a). A autora (b), (c).

Os exemplares de Psalidodon aff. fasciatus foram coletados mensalmente, ao longo
dos anos de 2019 e 2020 (fevereiro a janeiro), totalizando 12 meses de amostragem. As coletas
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foram aleatérias, realizadas com o auxilio de covos e redes de arrasto. Apds as coletas, 0s
animais foram transferidos para o Laboratério de Ecologia Aquética da UTFPR. Foram
coletados 254 individuos no total, compreendendo a 154 machos e 100 fémeas.

A pesquisa foi realizada com base em padrdes internacionais de experimentacao
animal, conforme autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (CEUA parecer N °. 2018-025/2018) (ANEXO
B). A captura dos animais foi autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA / ICMbio
n°® 15115-1) e Instituto Ambiental do Parana (IAP n° 15.190.528-5; Autorizacdo 15.18)
(ANEXO C).

3.2 PARAMETROS BIOMETRICOS

J& no laboratério, os exemplares foram anestesiados profundamente e eutanasiados
em solucdo de benzocaina 1%. Cada exemplar foi numerado, e com o auxilio de um
paquimetro digital e balanca de precisdo, foram aferidas medidas corporais (mm) (Figura
8) e 0 peso total de cada individuo (g), respectivamente. O sexo foi definido preliminarmente

pela presenca de espiculas na nadadeira anal dos machos.

Figura 8 — Representagdo das medidas morfométricas aferidas.

Altura

Comprimento padrao

Comprimento total

Fonte: A autora

3.3 EXAMES RADIOGRAFICOS

Durante os meses de outubro e novembro (2019) foram coletados 22 machos e 13
fémeas para anélise radiografica e morfométrica. Esses animais passaram pelo procedimento

de anestesia profunda e analise de parametros biométricos, apos, foram preservados em alcool
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70%. Posteriormente foram transportados até o Laboratério de Ictiologia da Universidade de
Séo Paulo (USP), Campus de Ribeirédo Preto (LIRP) para serem radiografados.

Foram obtidas radiografias do lado esquerdo do corpo de cada exemplar, por meio do
equipamento de raio-X digital Faxitron, modelo LX-60 do LIRP, com tempo de exposicao e
intensidade de radiagéo calibrados automaticamente para cada amostra (10 a 18 s; Kv de 26 a
31). A partir das radiografias digitais, foi realizada a contagem total de vértebras (ACKERLY;
WARD, 2016), ndo incluindo as veértebras que compde o aparelho de Weber.

Também foram utilizadas imagens de trés exemplares radiografados de Psalidodon
fasciatus, do trecho médio do rio Mogi-Guagu, Pirassununga, Estado de S&o Paulo,
provenientes da Colecdo do LIRP, nimero de tombo 14899, para fins de comparacdo

morfomeétrica.

3.4 MORFOMETRIA GEOMETRICA

Os animais radiografados foram entdo submetidos as analises morfométricas. As
marcagOes nas radiografias digitais foram feitas com uso do software TPSDig2 (ROHLF, 2019).
Foram estabelecidos 14 pontos anatdmicos (Figura 10) distribuidos pelo corpo de acordo com
CASTRO et al. (2014). Para reduzir o erro de marcacao, o processo foi realizado em triplicata.
Finalmente, a superposi¢cdo de Procrustes por quadrados minimos, e as demais analises
necessarias, a analise de varidveis canbnicas (CVA) associada a uma analise de variancia
multivariada (MANOVA) e analise de funcdo discriminante (DFA) foram realizadas com o uso
do software Morpho J 1.07a (KLINGERBERG, 2011). Varia¢6es na forma foram visualizadas
em gréficos do tipo outline drawning. Todos os resultados foram avaliados estatisticamente por
distancia da distribuicdo ao quadrado T de Hotelling e Mahalanobis entre os grupos (10,000

permutacdes, p < 0,0001).

3.5 RAZAO SEXUAL

A razdo sexual foi realizada a cada més dividindo o nimero de fémeas pelo nimero
de machos capturados em cada coleta, a fim de verificar possivel flutuacdo deste parametro na
populacdo ao longo de um ciclo reprodutivo. Da mesma forma, um valor médio foi definido
para a razdo sexual, considerando as doze amostras realizadas. O teste Qui-quadrado foi

aplicado para avaliar possiveis diferencas sigificativas entre a razao sexual de machos e fémeas.
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3.6 HISTOLOGIA DAS GONADAS

Para a extracdo das gonadas foi feita uma incisdo na regido abdominal, do poro
urogenital em direcdo a cabeca. As gbnadas (direita e esquerda) foram fixadas
separadamente em solucao de Bouin por um periodo de 48 horas. Apds, foram lavadas com
alcool 70% e conservadas também em alcool 70% até a inclusdo em parafina.

Posteriormente, as pecas foram retiradas do alcool e submetidas ao processamento
histolégico automatizado (TP 1020, Leica Byosystems, Nussloch, Alemanha), conforme as
etapas descritas (ANEXO D). Em seguida, foi relizada a inclusdo em parafina liquida, com
orientacdo das pecas para realizacdo de cortes transversais. Logo apos solidificacdo, os blocos
foram armazenados em congelador até a obtencdo de cortes histolégicos por meio da
microtomia.

Para a microtomia foram obtidos cortes tranversais com 5 um de espessura, estes
foram fisgados e colocados em banho-maria. As laminas de vidro foram previamente aquecidas,
e trés a quatro cortes foram “pescados” por lamina. Para garantir a fixacao dos cortes, as laminas
foram secas ao ar livre por um periodo de 48h.

Em seguida, foi utilizada a técnica convencional com hematoxilina-eosina (HE)
para corar as amostras (ANEXO D). Para a montagem das laminas foi utilizada uma gota de
Permount® (Fisher, New Jersey, EUA) sobre a laminula, pressionando-a sobre o corte. As
laminas foram secas ao ar livre.

Por fim, as ldaminas foram analisadas em microscopia de campo claro. Imagens foram
obtidas com o microscépio de epifluorescéncia Olympus BX41 acoplado ao sistema de
captura de Imagens CCD Olympus DP 71® e software DP-Controller versédo 3.2.1.276. Os
estadios de desenvolvimento gonadal foram estabelecidos com base na proporcdo das células
germinativas femininas e masculinas seguindo os critérios definidos por Carvalho et al. (2009)
(ANEXO B).

3.7 RELACAO PESO-COMPRIMENTO E FATOR DE CONDICAO RELATIVO (KN)

Inicialmente, a relacdo peso total (W) x comprimento total (Lt) foi calculada
utilizando a equacio: Wt = alLt°, a e b foram estimados a partir do método dos minimos
quadrados aplicados aos dados convertidos em seus respectivos logaritmos naturais, e,

utilizados nas estimativas dos valores de peso esperado (We). O valor do coeficiente angular
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(b) foi calculado a partir do agrupamento de todos os individuos (LIMA-JUNIOR; CARDONE;
GOITEIN, 2002).

Em seguida, para avaliar o “bem estar”, foi calculado, individualmente, o fator de
condicdo relativo (Kn) que corresponde ao quociente entre o peso observado (Wt) e peso
esperado (We) para determinado comprimento (Le Cren, 1951). Apos, foi estimado o valor
médio de Kn para machos e fémeas separadamente, e comparados estatisticamente com o
padrdo Kn = 1.00, com o teste “t” de Student (p < 0.05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

ARTIGO 01: SPINAL MALFORMATIONS IN A NATURALLY ISOLATED
NEOTROPICAL FISH POPULATION

Abstract

Fish populations that reside in completely isolated freshwater ecosystems are rare worldwide.
The Vila Velha State Park (VVSP), located in southern Brazil, is recognized for its arenitic
formations called sinkholes (furnas), which are completely isolated. In one of these furnas
inhabit a fish population of the Neotropical characid Psalidodon aff. fasciatus. These animals
experience both intra and interspecific isolation which can increase the probability to suffer
inbreeding effects and fitness variations, also, it can often develop alterations in phenotype. In
this study, we analyzed geometric morphology in digital radiographs to identify congenital
deformations of Psalidodon aff. fasciatus in Furna 2 of VVSP. We found many fish with spinal
deformities, including wide variation in the number of caudal vertebrae and corporal
deformations related to a compressed body and lordotic spinal curvature. Females were more
affected than males. The multivariate analysis showed clustering by malformation degree as
well as a complete separation of phenotype when compared with a non-isolated population.
Although our results may be directly related to inbreeding and the absence of gene flow in the
population, only reproduction experiments in laboratory will be able to generate accurate
results. In conclusion, isolated populations such as fish species in furnas are potential models
for evo-devo researches.

INTRODUCTION

Fish species may develop different types of morphological deformities, such as
dysplasia in the opercular bones, maxillary-mandibular apparatus, and mandibular bones;
anomalies in fins and eyes (MISE; TENCATT; SANTQOS, 2017); bone and skin neoplasms; and
spine deformations (FLORES-LOPES; CETRA; MALABARBA, 2010). Dorsoventral
(lordosis), lateral (scoliosis) or upward spinal curvature (kyphosis) malformations can cause
anomalous body appearance (BENGTSSON et al., 1985) and be treated as monstrosities
(GOLUBTSOQV et al., 2021), but such anomalies are often not visible if only a few vertebrae
are affected (GJERDE; PANTE; BAEVERFJORD, 2005; KVELLESTAD et al., 2000;
WITTEN et al.,, 2006). Body and skeletal malformations have been reviewed in many
publications and they are related to multiple physiological, environmental, xenobiotic,
nutritional and genetic factors (SLOOF, 1982; WELLS; COWAN, 1982; TOFTEN, 1996;
GJERDE; PANTE; BAEVERFJORD, 2005; JAGIELLO et al., 2017, MADSEN; ARNBJERG;
DALSGAARD, 2001). Environmental factors have been linked to vertebral anomalies in Salmo
solar (FRASER et al., 2015; YTTEBORG et al.,2010) and Solea senegalensis (PIMENTEL et
al., 2014), whereas chemical substances were responsible for craniofacial deformities in
Sebastiscus marmoratus (ZHANG et al., 2012) and Danio rerio (BAKER; PETERSON;
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HEIDEMAN, 2013), and nutritional conditions covered a variety of deformities reported in
finfish farming (BERILLIS, 2015; EISSA et al., 2021). Although genetic factors are usually
considered marginal (reviewed in BOGLIONE et al., 2013), alteration in extracellular matrix
gene transcription in Atlantic salmon (YTTEBORG et al., 2010), congenital ocular
malformation and skeletal abnormalities in zebrafish (BABCOCK et al., 2014), deformities in
bream (AFONSO et al., 2000; AFONSO et al., 2009) and intrinsic correlation between lordosis
and consanguinity (IZQUIERDO; SOCORRO; ROOQO, 2010) are described in the literature.
Skeletal deformities seem to be related to the early stages of development (LONGWELL et al.,
1992), however we still know little about the genetic factors responsible for such deformations
(GJERDE; PANTE; BAEVERFJORD, 2005; JAGIELLO et al., 2017; KINCAID, 1976).

Although morphological anomalies can occur both in farmed and natural fish
populations, they are better investigated in aquaculture because deformities can downgrade fish
production and result in economic losses (KAUSE et al., 2005). Culture systems usually lead
to a loss of genetic variability in stocks, causing inbreeding depression and associated
deformities (AULSTAD; KITTELSEN, 1971). Inbred populations are more susceptible to
environmentally induced mortality, while also experiencing hampered growth rates and
reproduction. Inbreeding can also impose difficulties for natural populations because it reduces
intrapopulational genetic variability (KAUSE et al., 2005) and increases frequency of
deleterious alleles