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RESUMO

Com a finalidade de aumentar o arcabouco de técnicas que possibilitam o avanco sobre o
conhecimento dos pardmetros populacionais das espécies de peixes, o presente estudo utilizou
duas abordagens morfométricas empregando técnicas tradicionais (medidas lineares) e
geométricas (forma), sobre as espécies do género Cichla, com o objetivo de estabelecer relacdes
morfomeétricas entre o corpo e o otolito, e distinguir espécies e populacdes através da forma do
otdlito sagitta. Para isso, foram amostrados os otolitos sagittae das espécies Cichla temensis,
C. orinocensis e C. monoculus, coletadas em trés rios (rio Negro, rio Uatuma e rio Jatapu)
pertencentes & bacia Amazo6nica. A partir do uso das medidas lineares foram estabelecidas
relacBes entre o corpo e o otdlito da espécie Cichla temensis. Os modelos de regressao linear
para o peso e o comprimento dos otolitos em relacdo as mesmas dimensdes corporais do peixe
mostraram fortes correlagdes, principalmente para a variavel peso com um r? = 0,92, enquanto
0 comprimento teve um r? = 0,77. Indicando assim que as dimensdes dos otélitos podem ser
usadas para estimar o tamanho dos individuos da espécie estudada, podendo ser adaptadas
também para outras espécies de peixe. Quando avaliado a forma dos otdlitos sagittae para
discriminar espécies e populacbes de Cichla, foram verificadas diferencas entre ambos 0s
grupos. Dentre o grupo das espécies, a forma do otolito sagitta do C. temensis mostrou ser
completamente diferente das espécies C. monoculus e C. orinocensis. Enquanto no grupo das
populacdes de C. temensis, os individuos dos rios Negro e Jatapi mostram-se diferentes
independe dos métodos utilizados para descrever a forma dos otolitos. As diferencas
encontradas na forma do ot6lito no grupo das espécies podem estar relacionadas diretamente
com fatores genéticos, enquanto que a morfologia dos otolitos das populagdes podem estar
sobre influencias das variagdes ambientais. Esses resultados confirmam a capacidade de
diferenciacbes de espécies e populacdes através da morfologia dos otdlitos, no entanto, sdo
necessarios mais estudos para verificar o papel do efeito genético em comparacdo aos efeitos
ambientais e bioticos para esclarecer as diferencas observadas nos otdlitos.

Palavras-chave: Espécies, morfometria, otolito, populagdes, tucunare.
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ABSTRACT

MORPHOMETRIC ANALYSIS IN OTOLITH OF SPECIES OF THE GENUS Cichla
IN AMAZON BASIN RIVERS. In order to increase the framework of techniques that make
it possible to advance the knowledge of the population parameters of fish species, the present
study used two morphometric approaches employing traditional techniques (linear
measurements) and geometric, on Cichla species, with the objective of establishing
morphometric relationships between the body and the otolith, and distinguishing species and
populations through the shape of the sagitta otolith. For this, the sagittae otoliths of the species
Cichla temensis, C. orinocensis and C. monoculus were sampled, collected in three rivers
(Negro river, Uatuma river and Jatapu river) belonging to the Amazon basin. Using linear
measurements, relationships were established between the body and the otolith of the species
Cichla temensis. The linear regression models for the weight and length of the otoliths in
relation to the same body dimensions of the fish showed strong correlations, mainly for the
variable weight with an r?> = 0.92, while the length had an r? = 0.77. Thus indicating that the
dimensions of the otoliths can be used to estimate the size of the individuals of the species
studied, and can also be adapted for other fish species. When assessing the shape of the sagittae
otoliths to discriminate Cichla species and populations, differences were found between both
groups. Among the group of species, the shape of the C. temensis sagitta otolith proved to be
completely different from the species C. monoculus and C. orinocensis. While in the group of
C. temensis populations, individuals from the Negro and Jatapu rivers are different regardless
of the methods used to describe the shape of the otoliths. The differences found in the shape of
the otolith in the group of species can be directly related to genetic factors, while the
morphology of the otoliths of the populations can be influenced by environmental variations.
These results confirm the ability to differentiate species and populations through the
morphology of the otoliths, however, further studies are needed to verify the role of the genetic
effect in comparison to the environmental and biotic effects to clarify the differences observed
in the otoliths.

Keywords: Species, morphometry, otolith, populations, peacock bass.



INTRODUCAO GERAL

Os otolitos sdo estruturas calcificadas, responsaveis pelo balanco hidrostatico e audi¢ao
em peixes teledsteos, divididos em trés pares sagittae, astericus e lapillus (PANFILI et al.,
2002; WORTHMANN, 1979). Essas estruturas se situam no ouvido interno dos peixes dentro
de trés camaras, denominadas saculo (sagittae), lagena (asteriscus) e utriculo (lapillus)
(PANFILI et al., 2002). Séo formados pela adicdo de camadas sequenciais de carbonato de
calcio (CaCO:s) cristalizado na forma de aragonita e de uma proteina fibrosa semelhante ao
colageno (otolina), além de outros elementos quimicos que sdo depositados durante a vida dos
peixes (RE, 1994; WALTHER; THORROLD, 2006).

Essas estruturas fornecem diversas informacdes que permitem estudar a dinamica e a
historia de vida dos peixes (MORALES-NIN, 1992; AVIGLIANO; VOLPEDO, 2016). Ao
longo do desenvolvimento dos otélitos sdo formados anéis concéntricos, que associados as
variagcOes ambientais permitem se estimar a idade dos peixes, principalmente em regides de
climas temperados, onde ha uma variacdao definida entre as épocas do ano (inverno e verao),
que refletem nos anéis e ficam mais evidentes essas demarcacdes (VIEIRA; HAIMOVICI,
1993; ANDRADE et al., 2004). J& em ambientes tropicais, onde a variagao entre as épocas do
ano é pouco expressiva, as marcages nos otélitos estdo associadas a sazonalidade do ciclo
hidrolégico dos rios, tais como: enchente, cheia, vazante e seca. As marcacdes mais evidentes
(zonas opacas) ocorrem em consequéncia ao estresse ocasionado pela migracdo reprodutiva e
consequente desova, e pela diminuicao do ritmo do crescimento dos peixes, principalmente no
periodo de cheia dos rios (CUTRIM; BATISTA, 2005).

Atualmente o uso da forma dos otdlitos tem se mostrado uma ferramenta importante
para identificacdo de espécies de peixes, devido a sua especificidade em cada grupo de animais
(STRANSKY et al.,, 2008; VOLPEDO; VAZ-DOS-SANTOS, 2015). Alguns autores
evidenciaram que a forma dos ot6litos apresenta variacdes entre individuos da mesma espécie,
permitindo assim a identificacdo de estogques e popula¢des (AGUIRRE; LOMBARTE, 1999;
LYCHAKOV; REBANE, 2000). Além disso, por meio das dimensdes dos otdlitos é possivel
estimar o comprimento e o peso dos peixes de forma retrospectiva (WAESSLE et al., 2003) e
em algumas espécies é possivel aferir a idade por meio do peso do otdlito, devido a alta
correlagéo entre esses parametros (CARDINALE; ARRHENIUS, 2004; LEPAK et al., 2012).

Os primeiros estudos com a morfologia dos otélitos foram realizados utilizando
medidas lineares (morfometria tradicional), obtidas a partir de uma projecdo ortogonal do

otdlito sem levar em conta sua forma, que pode ser muito pronunciada em alguns grupos de
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peixes (STRAUSS; BOOKSTEIN,1982). Com a revolucdo das técnicas de analise de imagem
e métodos morfométricos na década de 1990, a partir da introducao de conceitos geométricos
de forma e tamanho, permitiu o uso de dados provenientes de contornos e pontos com
correspondéncia biologica (landmarks), para determinar a forma dos otolitos (BOOKSTEIN,
1990).

Entre os métodos utilizados para a determinacdo da forma de objetos estdo os marcos
anatdmicos, que quantificam a variacdo de forma através de coordenadas cartesianas dos pontos
de referéncia, unificando a uma teoria estatistica com procedimentos analiticos para sobrepor
configuragdes de pontos de referéncia dos individuos analisados em um sistema de coordenadas
comum (CADRIN; FRIEDLAND, 1999). No entanto, em estruturas como os otolitos que
possuem poucos pontos bioldgicos para classificacdo, é recomendado o uso de método de
contorno, que buscam a decomposicao da forma através de fungbes trigonométricas ou outras
fungBes que representem as coordenadas lineares, como polindmios e séries de Fourier
(CADRIN; FRIEDLAND, 1999). Novos descritores de forma com base em indices relativos
propostos por Russ (1990), também permitiram delinear bem a forma dos ot6litos das espécies
de peixes (TUSET et al., 2003)

Esses métodos possibilitaram um aumento considerdvel na qualidade das informac6es
bioldgicas extraidas dos otélitos e tém sido amplamente aplicadas em ambientes marinhos para
identificacdo de espécies (FORTUNATO; DURA; VOLPEDO, 2014) e estoques pesqueiros
(MACHUCA; CERNA; MUNOZ, 2019). Devido a dificuldade de recuperar informacoes e lidar
com dados de um grande nimero de otélitos, Lombarte et al. (2006) desenvolveram um banco

de dados on-line (http://aforo.cmima.csic.es), contendo informagdes morfométricas completas

e identificacdo de espécies através de analise de formas dos otélitos, utilizando descritores
matematicos através de imagens digitalizadas, aplicado principalmente em espécies de
ambientes marinhos. No entanto, a aplicacdo da forma dos otélitos em ambientes continentais
ainda e incipiente, principalmente na bacia amazonica, onde os estudos que utilizam os otolitos
estdo voltados em sua maioria para analises de crescimento (HOLLEY et al., 2008; CAMPOS
et al., 2015) e andlises microquimica (POUILLY et al., 2014; HEGG et al., 2015; SOUSA et
al., 2016; HERMANN et al., 2016; DUPONCHELLE et al., 2016).

Entre os recursos pesqueiros importantes para as pescarias em regioes amazonicas estao
as espécies do género Cichla, que ocorrem naturalmente em rios de agua preta, clara ou branca
da bacia (WINEMILLER et al., 2008). Sendo comumente encontradas em ambientes
amazonicos as espécies Cichla orinocensis Humbolt, 1821; C. monoculus Spix e Agassiz, 1831

e C. temensis Humbolt, 1821. Estas espécies sdo muito procuradas nas pescarias esportiva e


http://aforo.cmima.csic.es/
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comercial (HOLEY et al., 2008), principalmente na regido do médio rio Negro, o que tem
causado sérios conflitos entre os usuarios, devido ao uso comum desse recurso (THOME-
SOUZA et al., 2014). Além disso, essas espécies desempenham papéis ecoldgicos importantes
nos ambientes aquaticos, associados ao seu habito de piscivoria, o que regula as cadeias troficas
pelo efeito top-down (JEPSEN et al., 1999).

Nesse contexto, o presente estudo propds avaliar duas abordagens morfométricas, com
0 uso de técnicas tradicionais e geométricas para: i) verificar as relagdes morfométricas entre
as dimensdes do corpo e otdlito, ii) e a capacidade da forma do otdlito sagitta para distinguir
espécies e populacdes de Cichla. Espera-se que os resultados dessas abordagens, possam
contribuir para o estabelecimento de estratégias de gestdo dos estoques de tucunarés explotados

pelas pescarias na regido Amazonica.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar as relacbes morfométricas dos otolitos sagittae com o corpo dos peixes e a
capacidade de distingdo de espécies e populacbes do género Cichla por meio da forma dos

otélitos em rios da bacia Amazonica.

Objetivos especificos

1. Estabelecer relacbes morfométricas entre os otélitos e corpo dos individuos da
espécie Cichla temensis; (Cap. 1)

2. Verificar se existe diferenca na forma do otélito entre trés populacdes de Cichla
temensis de diferentes rios da bacia Amazonica; (Cap. 2)

3. Verificar se a forma do otdlito sagitta pode ser utilizada para discriminar trés
espécies de Cichla spp.; (Cap. 2)
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ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacao esta dividida em dois capitulos que se encontram em formato de artigos
cientificos. O primeiro se encontra publicado na revista Scientia Amazonia e o outro formatado
conforme as normas do programa de P6s-graduagdo em Ciéncias Pesqueiras nos Tropicos. O
primeiro capitulo se refere as relacdes morfométricas entre as dimensdes do ot6lito com o corpo
dos individuos da espécie C. temensis. O segundo capitulo emprega a morfologia dos otolitos
para distinguir espécies do género Cichla: C. temensis, C. monoculus e C. orinocensis, do médio
rio Negro (Amazonas — Brasil) e populacGes de C. temensis de diferentes rios da bacia
Amazonica.
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RelacGes biométricas entre dimensdes do corpo e otolito do Cichla temensis
Humboldt, 1821 da bacia do médio rio Negro

Marcos de Almeida Mereles?, Raniere Garcez Costa Sousa?, Chiara Lubich Cardoso

Furtado®, Carlos Edwar de Carvalho Freitas*

Resumo

No intuito de aumentar o arcabouco de técnicas que possibilitam o avanco do conhecimento
sobre 0s pardmetros populacionais das espécies de peixes, o presente estudo teve como objetivo
testar medidas biométricas do otolito como preditor do tamanho corporal do Cichla temensis.
As coletas dos peixes ocorreram no més de abril de 2019, através de pescarias experimentais
na bacia do médio rio Negro. Um total de 30 tucunarés foram capturados, desses foram retirados
0s pares de otdlitos sagitta e mensurados os pardmetros biométricos (peixes e otdlitos),
utilizados para estimar os valores dos modelos de regressao. Os peixes exibiram comprimentos
que variaram de 24 cm a 66 cm (40,43 cm + 12,95) e pesos de 226 g a 6470 g (1819 g
1734,48), enquanto os otolitos apresentaram para as mesmas dimensdes os valores de 0,51 cm
al4lcm (0,81 cm+£0,21)e 0,01 ga0,24 g (0,089 £ 0,06), respectivamente. A relacdo peso-
comprimento exibiu forte correlagdo com r?> = 0,99 e um crescimento alométrico positivo (b =
3,28). Os modelos de regressdo linear para o0 peso e comprimento dos otélitos em relagéo as
mesmas dimensdes corporais dos tucunarés mostraram fortes correlac6es, principalmente para
a variavel peso com um r? = 0,92, enquanto o comprimento teve um r? = 0,77. Indicando assim
que as dimensdes dos otdlitos podem ser usadas para estimar o tamanho dos individuos da
espécie estudada, podendo ser adaptadas para outras espécies, constituindo um instrumento
importante para 0 manejo pesqueiro.

Palavras-Chave: morfometria, peixe, sagitta, tucunaré.

Biometric relations between body dimensions and otolith of Cichla temensis Humboldt,
1821 of the middle Negro river basin. In order to increase the framework of techniques that
allow the advance of knowledge on population parameters of fish species, the present study
aimed to test otolith biometric measurements as a predictor of body size of Cichla temensis.
Fish were collected in April 2019 through experimental fisheries in the middle rio Negro basin.
A total of 30 peacock bass were captured, from these the sagitta otolith pairs were removed and
biometric parameters (fish and otoliths) were used to estimate the values of the regression
models. The fish exhibited lengths ranging from 24 cm to 66 cm (40.43 cm + 12.95) and weights
of 226 g to 6470 g (1819 g = 1734.48), while otoliths showed values of 0.51 cm to 1.41 cm
(0.81 cm £ 0.21) and 0.01 g to 0.24 g (0.08g £ 0.06), respectively. The weight-length ratio
showed a strong correlation with r? = 0.99 and positive allometric growth (b = 3.28). Linear
regression models for the weight and length of otoliths in relation to the same body dimensions
of peacock bass showed strong correlations, especially for the weight variable with an r?=0.92,
while the length had an r? = 0.77. Thus indicating that the dimensions of the otoliths can be
used to estimate the size of the individuals of the studied species, and can be adapted to other
species, constituting an important instrument for fisheries management.

Key-words: morphometry, fish, sagitta, peacock bass.
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1. Introducéo

Dentre as espécies de tucunaré comumente
encontradas na bacia do médio rio Negro esta o
Cichla temensis Humboldit, 1821
(KULLANDER; FERREIRA, 2006). Essa
espécie tem sido considerada de grande
importancia para as pescarias, principalmente
para a pesca esportiva (FREITAS; RIVAS,
2006; WILLIS et al.,, 2015), que durante as
temporadas de pesca atraem entre 1400 a 1800
pescadores, movimentando aproximadamente
U$ 5 milhGes nas cidades e comunidades locais
(HOLLEY et al., 2008). No entanto, esse
recurso pesqueiro divide o interesse com outras
modalidades de pesca, a exemplo da pesca
comercial, que registram nos desembarques o
tucunaré como uma das cinco espécies mais
desembarcadas na regido (INOMATA,;
FREITAS, 2015), de forma que a procura por
individuos do género Cichla tem gerado sérios
conflitos entre os usuarios (FREITAS; RIVAS,
2006; THOME-SOUZA et al., 2014).

Além da importancia econémica, o C.
temensis exerce também papel ecol6gico de
grande relevancia, como predador de topo de
cadeia, regulando a biota de diversos ambientes
aquaticos (JEPSEN, 1999). Contudo, essa
espécie pode ser vulnerdveis a sobrepesca,
podendo resultar em efeitos de cascata nas teias
tréficas dos ambientes aquéaticos da regido
(WINEMILLER, 2001; WILLIS et al., 2015).
Dessa forma, para desenvolver diretrizes de
manejo mais eficazes para o processo de gestdo
da pesca sobre as populagdes de C. temensis, é
necessario aumentar o conhecimento de
parametros  populacionais dessa  espécie,
principalmente no medio rio Negro, devido as
diversas atividades de pesca que utilizam esse
recurso de uso comum (THOME-SOUZA et al.,
2014).

Estudos sobre a biologia pesqueira,
incluindo identificacdo e delimitacdo de
estoques (CASATTI et al., 2001; CORREA et
al., 2012), crescimento e avaliacdo de estoque’
(SANT'ANNA et al.,, 2014) e relacdo peso-
comprimento (SILVA et al., 2015), fornecem
informacgdes importantes que auxiliam no
manejo sustentavel das pescarias. No entanto,
estas estratégias ndo tem sido suficientes para
compreender a histdria de vida desses animais.

Atualmente, pesquisas tem mostrado que o
uso de estruturas calcificadas em peixes, como
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otolitos, tem se apresentado como um
instrumento eficaz para o entendimento da
dindmica das populactes de peixes (GARCEZ
et al., 2014; POUILLY et al., 2014; HEGG et
al., 2015; SOUSA et al., 2016; HERMANN et
al., 2016; DUPONCHELLE et al., 2016;
HAUSER et al, 2018). Os otolitos (sagitta,
astericus e lapillus) sdo conhecidos como uma
das estruturas anatdémicas importantes dos
peixes, devido ao crescimento acrescionario e a
forma especifica dessas estruturas em cada
espécie (WORTHMANN, 1979; PANFILI et
al., 2002). Essas estruturas sdo responsaveis
pelo balanco hidrostético e audicdo em peixes
teledsteos, formados por carbonato de célcio
(CaCOg) cristalizado na forma de aragonita e de
uma proteina fibrosa (otolina), além de outros
compostos quimicos que sdo depositados ao
longo da vida dos peixes (RE, 1994;
WALTHER; THORROLD, 2006). Os otdlitos
sdo estruturas conservativas, uma vez que 0
material que os compdem n&o sdo reabsorvidos
ou alterados com o tempo, sendo quimicamente
(metabolicamente) inertes (VOLPEDO; VAZ-
DOS-SANTOS, 2015).

Geralmente, os oto6litos sdo utilizados para
determinar a idade dos peixes, através da
contagem de anéis concéntricos formados ao
longo da vida (VIEIRA; HAIMOVICI, 1993;
ANDRADE et al., 2004; CUTRIM; BATISTA,
2005). Atualmente técnicas avancadas como
microcirurgia otolitica tem sido aplicada para
desvelar aspectos do ciclo de vida das espécies
de peixes (GARCEZ et al., 2014). No entanto,
essas analises sdo de alto custo e dependem de
equipamentos sensiveis (MARTINELLI et al.,
1998). Assim, uma maneira mais simples e
acessivel de obter informagdes sobre uma
populacdo e/ou estoque de peixes & proceder
com medigdes de comprimento e peso do
otolito, para estudos comparativos de suas
formas.

Estudos acerca da morfometria de otolitos
tem se mostrado uma ferramenta importante
para identificacdo de populagdes (STRANSKY
etal., 2008; VOLPEDO; VAZ-DOS-SANTOQOS,
2015) e determinac&o da identidade de presas de
peixe em estudos de alimentacdo de espécies
piscivoras (TARKAN et al., 2007). Além disso,
as dimensdes do otdlito permitem estimar
comprimento e peso dos peixes de forma
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retrospectiva (WAESSLE et al., 2003) e em
algumas espécies é possivel aferir a idade
através do peso do otdlito, devido a alta
correlacdo entre €sSes parametros
(CARDINALE; ARRHENIUS, 2004; LEPAK
etal., 2012).

Dessa forma, os otélitos podem fornecer
diversas informacdes que possibilitam estudar a
dindmica e a histéria de vida dos peixes
(MORALES-NIN,  1992;  AVIGLIANO;

2. Material e Método
Area de estudo

Os espécimes de C. temensis foram
coletados em quatro tributarios pertencentes a
bacia do médio Rio Negro, no trecho localizado
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VOLPEDO, 2016). No entanto, sdo poucos 0s
estudos realizados com a morfometria de
otolitos, e os trabalhos existentes em sua
maioria sdo voltados para as espécies de
ambientes marinhos. Diante disso, 0 presente
estudo tem por objetivo fornecer informag6es
basais sobre as relacdes entre as dimensdes dos
otolitos e dimensbes do corpo do C. temensis,
avaliando uma forma alternativa de estimar
comprimento e 0 peso dos peixes.

entre os municipios de Santa Isabel do rio Negro
e Barcelos, no estado do Amazonas (Figura 1).
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Figura 1. Localizagcdo dos pontos de amostragem de C. temensis na bacia do médio rio Negro

Coleta de dados

As coletas dos individuos de C. temensis
foram realizadas por meio de pescarias
experimentais, utilizando molinete, carretilha e
rede de emalhe em cinco localidades,
distribuidas no canal principal do rio Negro e
em seus tributarios (rios Araca, Demeni, Cuiuni

e Aiuand) (Figura 1). As amostragens
ocorreram no periodo de aguas baixas, abril de
2019, sob o protocolo de licenca 25606-2 do
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em
Biodiversidade - SISBio.
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Os individuos capturados foram submetidos
a eutanasia, através do método de secgdo de
medula espinhal, conforme o Guia Brasileiro de
Boas Praticas em Eutandsia em Animais -
Conceitos e Procedimentos Recomendados,
(2012). Posteriormente 0s peixes foram
acondicionados em caixas de isopor com gelo
para serem processados ainda em campo. Esses
procedimentos foram realizados mediante a
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Amazonas
(CEUA/UFAM) sob o N. 046/2018.

De cada peixe capturado, foram tomadas
medidas de comprimento padréo e o peso total,
por meio de um ictidmetro e balanca de precisao

a)

0.5 cm
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(0,0019), respectivamente. Os otdlitos sagitta,
maiores dentre as espécies de Ciclideos
(CUTRIM; BATISTA, 2005), foram removidos
em pares e armazenados em tubos de eppendorf,
rotulados para serem processados em
laboratério. No Laboratério de Ecologia
Pesqueira da UFAM (LABEP), foram
mensurados 0 comprimento dos otdlitos,
através do software ImageJ, versdo 1.52j e o
peso do otélito, com uma balanca eletrénica de
precisdo (Bioprecisa JA3003; 0,0001 g). O
comprimento do otdlito foi considerado como a
maior distancia entre as bordas anterior e
posterior (Figura 2).

Comprimento total

Comprimento padrio

Figura 2. Estrutura de um otolito sagitta (a), retirado de um tucunaré-agu Cichla temensis (b).

Analises dos dados

Foram utilizados analises descritivas para
célculos de frequéncia, média e desvio padréo.
A relagdo peso-comprimento dos peixes, foi
determinada por estimativa ndo linear usando o
algoritmo Levenberg-Marquardt, através da
equacdo: P = a.C® onde, P = peso total; C =
comprimento padréo; a = coeficiente angular e
b = coeficiente alométrico (LE CREN, 1951).
A hipétese de crescimento isométrico (b = 3) foi
testada com o teste t de Student (ZAR, 2010).
Também foi empregado o teste t de Student para
amostras independentes, para verificar a
existéncia de diferencas entre as dimensfes do
lado esquerdo e direito do otdlito.
Posteriormente foi realizado a relagéo entre o
tamanho do ot6lito (comprimento e peso) com
0 tamanho do peixe (comprimento padrdo e
peso total), determinada através do modelo de
regressdo linear (y = a + bx) (ZAR, 1984). A

concordancia entre as dimensdes dos otolitos e
dos corpos dos peixes, foram verificadas com o
coeficiente de determinacdo (r?). Os
pressupostos de normalidade e
homocedasticidade foram testados pelo teste de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando
o software R 3.6.1 (R Core Team, 2019),
considerando p < 0,05 como nivel de
significancia.

3. Resultados

Foram coletados 30 individuos de Cichla
temensis, com amplitude de variagdo do
comprimento padrdo de 24 cm a 66 cm (40,43
cm £ 12,95) e peso de 226 ga 6470 g (18199 +
1734,48). A relacdo de peso e comprimento
apresentou um valor de coeficiente alométrico
(b) de 3,283 indicando alometria positiva (test t,
p = 0,00007) (Figura 3).
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Figura 3. Relagdo peso-comprimento do C. temensis com o valor do coeficiente de determinacéo (r?) e a equagio
correspondente

Os otolitos apresentaram comprimento e otdlitos (p > 0,05), em consequéncia, foi
peso variando de 0,51 cmal4lcme0,0lga utilizado apenas o otolito do lado direito de cada
0,24 g, respectivamente, onde o teste t mostrou peixe para estimagdo dos pardmetros das
gue ndo houveram diferengas entre as equac0es de regressdo (Tabela 1).

dimensbes dos lados esquerdo e direito dos

Tabela 1. Teste t de Student das medidas biométricas dos ot6litos direito (D) e esquerdo (E) dos
espécimes de C. temensis.

Parametros Minimo Méximo Média+ DP gl t-value p
Peso (g) D 0,02 0,21 0,08 £0,05
&0 (0) 58 -004 096
Peso (g) E 0,01 0,24 0,08 £ 0,06
Comprimento (cm) D 0,57 1,41 0,81+0,21
. 58  -0,47 0,63
Comprimento (cm) E 0,51 1,41 0,79+0,20
Onde: gl = grau de liberdade, p = valor estatistico
As regressdes lineares dos comprimentos e apresentando altos valores do coeficiente de
pesos dos otolitos sagitta em relacdo aos determinacgdo, indicando que o modelo de
comprimentos padréo e pesos dos C. temensis, regressao se ajustou bem aos dados (Figura 4).

mostrou-se uma relacdo linear positiva,
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Figura 4. Relacéo do peso do otdlito com o peso dos tucunarés (a); e (b) relagdo do comprimento do otélito em

relacdo ao comprimento padrdo dos C. temensis.

4. Discussao

O C. temensis alcanga maiores tamanhos
entre seus congéneres, podendo chegar a mais
de 80 cm de comprimento e 11,0 kg
(WINEMILLER et al., 1997). Sendo este um
dos motivos pelo qual é muito procurado entre
0s pescadores esportivos, além de sua
voracidade no ataque as iscas artificiais
(HOLLEY et al., 2008). No presente estudo o
maior exemplar registrado foi de 66 cm de
comprimento com peso de 6.470 g, ficando
proximo ao crescimento maximo tedrico de Loo
= 68,05 cm e superior ao peso maximo tedrico
W =5.037,63 g estimado para essa espécie na
mesma regido de estudo (CAMPOS; FREITAS,
2015; CAMPOS et al., 2019).

A variacdo do peso corporal foi explicada
por 99% em relacdo ao comprimento. Padrdo
semelhante foi encontrado para populacGes de
C. temensis do rio Uatuma, onde os individuos
apresentaram uma alta correlagdo (r> = 0,93) do
comprimento e peso (FREIRE; FREITAS,
2013).

Quando analisado o coeficiente alométrico
da relagdo peso-comprimento, verificou-se um
crescimento alométrico positivo (b > 3). Esse
mesmo padrdo foi evidenciado para populacées
de C. temensis da bacia do rio Orinoco
(MONTANA et al., 2007) e da Amazbnia
Central (TAVARES-DIAS, 2011). No entanto,
Freire e Freitas (2013) encontraram o
coeficiente de alometria b = 3,037, tendendo a
um crescimento isométrico para o C. temensis

no reservatério de Balbina, bacia do rio
Uatumé, sugerindo assim, que esses individuos
podem ter padrdes de crescimento distintos para
regides diferentes.

Os valores do coeficiente alométrico para
peixes podem variar entre 2,5 a 4,0, mas
geralmente encontram-se em torno de 3,0 (LE
CREN, 1951). No presente estudo, o0s
individuos coletados apresentaram crescimento
do tipo alométrico positivo (b > 3) indicando
gue houve um incremento em peso maior do que
em comprimento. Em outras situagdes, quando
o valor de (b) € menor que 3,0 o crescimento é
alométrico negativo, com o incremento em peso
mais acentuado que em comprimento e ser for
igual a 3,0 a espécie tem um crescimento
isométrico, onde 0 peso  aumenta
proporcionalmente ao comprimento (FROESE,
2006).

As relagbes biométricas entre as medidas
dos otdlitos e peixes, exibiu um melhor ajuste
para a variavel peso, com um coeficiente de
determinacdo de r> = 0,92. Isso implica que
através do peso dos otdlitos é possivel predizer
com 92% de precisdo 0 peso da espécie em
estudo. Da mesma forma o comprimento dos
peixes foi explicado por 77% da variagcdo do
comprimento do otdlito. Esses resultados
corroboram com Piah et al., (2017) os quais
constataram que o peso do otélito é o indicador
mais preciso das medidas biométricas dos
peixes, em comparagdo com o comprimento e
largura. Por outro lado, Gomiero e Braga (2007)
avaliando comprimento dos otdlitos em funcgdo
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do comprimento dos peixes, em estudo com
espécies do mesmo género encontraram uma
alta relagdo para o Cichla monoculus (r?> = 0,86)
e Cichla sp. (r* = 0,92) no reservatério da
hidrelétrica de volta grande-Minas Gerais.
Segundo Aydin et al., (2004), ocorre uma
relacdo linear mais forte entre 0 comprimento
do peixe e a dimenséo do ot6lito em peixes mais
jovens do que nos peixes mais velhos, devido ao
fato de que o comprimento do otélito esta
linearmente relacionado ao comprimento do
peixe até que atinja o tamanho maximo, a partir
de entdo o otélito aumenta apenas em espessura,
contribuindo assim para 0 maior aumento em
peso.

De forma geral, as dimensGes dos otolitos
constituem um importante conjunto de
descritores do desenvolvimento dos peixes
(GOMIERO; BRAGA, 2007; VAZ-DOS-
SANTOS et al., 2007). Pelo exposto no
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populagdo, mesmo quando em complexas
mudancas em suas fei¢cbes morfoldgicas. Assim
auxiliando em estudos de anélises de contetido
estomacal de peixes, passaros e mamiferos que
sdo piscivoros, de forma que o tamanho dos
peixes ingeridos pode ser deduzido com base
nos otolitos.

5. Concluséao

Os resultados obtidos das relagdes
morfomeétricas entre os otolitos e o corpo de C.
temensis, podem ser aplicadas como
metodologia funcional para se estimar o
tamanho e a biomassa de cada individuo a partir
das dimensdes dos otdlitos sagitta. Diante
disso, essa técnica mostra-se eficaz para a
avaliacdo e manejo dos estoques de tucunarés
do médio rio Negro, podendo ser ajustada
também para outras espécies de peixes

presente estudo, essa técnica pode ser utilizada amazonicos.
como uma alternativa para estimar a biomassa e

0 tamanho dos peixes de uma determinada
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CAPITULO 11

Discriminacdo de espécies e populacGes do género Cichla
através da morfometria otolitica em rios da bacia Amazonica.
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Discriminacdo de espécies e populacbes do género Cichla através da morfometria
otolitica em rios da bacia Amazénica

Resumo

As andlises morfométricas em otolitos tém sido utilizadas com sucesso para distingdo de
espéecies e estogques pesqueiros, principalmente em ambientes marinhos. Dessa forma, o
presente estudo teve como foco avaliar o potencial da forma do otdlito sagitta para discriminar
espécies e populacBes do género Cichla em diferentes rios amazonicos. Para isso, foram
amostradas as espécies Cichla temensis, C. monoculus e C. orinocensis em trés regides distintas
da bacia Amazénica, compreendendo o médio rio Negro, o rio Uatuma (lago da UHE de
Balbina) e o rio Jatapu. indices de forma e coeficientes de Fourier foram utilizados para
descrever a forma dos otolitos. Quando submetidos as andlises multivariadas, mostram
diferencas significativas (p < 0,001) na forma dos otdlitos entre os grupos das espécies e
populacdes. Dentre o grupo das espécies, a morfologia do sagitta da espécie C. temensis
mostrou ser totalmente diferente dos otolitos das espécies C. monoculus e C. orinocensis.
Enquanto no grupo das populaces de C. temensis, os individuos dos rios Negro e Jatapu
mostram-se diferentes independente dos métodos utilizados para descrever a forma dos ot6litos.
As diferencas encontradas na forma do ot6lito no grupo das espécies podem estar relacionadas
diretamente com fatores genéticos, enquanto que a morfologia dos otélitos das populacGes
podem estar atreladas as influencias das variagfes ambientais. Esses resultados confirmam a
capacidade de diferenciacdes de espécies e populacdes atraves da morfologia dos ot6litos. No
entanto, sdo necessarias mais pesquisas para verificar o papel dos efeitos genéticos em
comparacao aos efeitos ambientais e bidticos para explicar a discrimina¢do observada nos
otolitos.

Palavras-chaves: Morfologia, otdlito, rios Amazdnicos, tucunaré.

Discrimination of Cichla species and populations through otolithic morphometry in rivers
in the Amazon basin. Morphometric analyzes in otoliths have been used successfully to
distinguish species and fish stocks, especially in marine environments. Thus, the present study
focused on evaluating the potential of the sagitta otolith shape to discriminate species and
populations of the Cichla genus in different Amazonian rivers. For this, the species Cichla
temensis, C. monoculus and C. orinocensis were sampled in three distinct regions of the
Amazon basin, comprising the middle Negro river, the Uatuma river (lake of the Balbina HPP)
and the Jatapu river. Shape indices and Fourier coefficients were used to describe the shape of
the otoliths. When submitted to multivariate analyzes, they show significant differences (p
<0.001) in the shape of the otoliths between groups of species and populations. Among the
group of species, the morphology of the sagitta of the species C. temensis proved to be totally
different from the otoliths of the species C. monoculus and C. orinocensis. While in the group
of C. temensis populations, individuals from the Negro and Jatapu rivers are different regardless
of the methods used to describe the shape of the otoliths. The differences found in the shape of
the otolith in the species group may be directly related to genetic factors, while the morphology
of the otoliths in the populations may be linked to the influences of environmental variations.
These results confirm the ability to differentiate species and populations through the
morphology of the otoliths. However, more research is needed to verify the role of genetic
effects compared to environmental and biotic effects to explain the discrimination observed in
otoliths.

Keywords: Morphology, otolith, Amazonian rivers, peacock bass.
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INTRODUCAO

Estudos baseados nas caracteristicas morfoldgicas de otélitos tem sido utilizados com
sucesso para identificacdo de espécies, distincdo de populacBes e estoques pesqueiros,
principalmente em ambientes marinhos (RASHIDABADI et al., 2020; TUSET et al., 2016).
Isso ocorre porque o otdlito possui uma forma especifica para cada espécie e por ser menos
variavel que outras caracteristicas morfoldgicas dos peixes (CAMPANA; CASSELMAN,
1993). Apesar da forma do otdlito ser marcadamente peculiar em cada espécie, pode ocorrer
variacdo geografica intraespecifica em decorréncia de fatores ambientais e do crescimento dos
peixes (JEMAA et al., 2015).

Diferentes técnicas tém sido aplicadas para analise da forma dos otdlitos (PONTON,
2006). Alguns métodos sdo baseados em medidas lineares, como variabilidade de tamanho e
forma do nucleo dos otolitos (POSTUMA, 1974), medidas de incremento do otélito (TORRES;
NORBIS; LORENZO, 1996) e relacdes entre tamanho do peixe e raio do otdlito (ZABEL;
HAUGHT; CHITTARO, 2010). Porém, grande parte da informacdo bioldgica de interesse esta
contida no formato do otélito e ndo necessariamente em medic¢des univariadas, que possibilitou
o0 desenvolvimento de técnicas para examinar a forma do ot6lito em sua totalidade (CADRIN;
FRIEDLAND, 1999).

Atualmente, uma das técnicas utilizadas nos estudos de discriminacdo de espécies
usando a forma do otélito é a Analise Eliptica de Fourier (AFE), desenvolvida por Kuhl e
Giardina (1982). A série de Fourier descreve as formas (silhuetas) por meio de descritores
chamados harménicos, representando a contribuicdo relativa da forma empirica de um objeto,
seguida do seu alongamento e triangularidade (BIRD; EPPLER; CHECKLEY JR, 1986). Além
disso, os harmdnicos definem pardmetros de forma, fornecendo, quando combinadas, uma
imagem semelhante a real.

Alguns estudos que utilizaram de forma combinada AFE e indices de forma, obtiveram
resultados mais precisos e completos para descrever a forma dos otolitos (CAMPANA,
CASSELMAN, 1993; DUARTE-NETO et al., 2008; STRANSKY; MACLELLAN, 2005). A
AFE fornece uma resposta rapida e objetiva, enquanto a utilizagdo dos indices de forma tem a
vantagem de apresentar calculos mais simples, representando o padrdo de crescimento dos
otolitos (TUSET et al., 2003).

Em ambientes de &gua doce, estudos com morfometria de otdlito tem se mostrado
eficiente para distingdo de espécies (AVIGLIANO et al., 2017) e estoques pesqueiros

(AVIGLIANO et al., 2018). No entanto, os estudos ainda sdo incipientes, principalmente na
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regido Amazonica (COSTA et al., 2018). Em sua maioria, 0 uso dos otolitos estdo voltados para
andlises de crescimento (CAMPOS; FREITAS; AMADIO, 2015; HOLLEY et al., 2008),
padroes de movimento com microquimica otolitica (GARCEZ et al., 2015; SOUSA;
HUMSTON; FREITAS, 2016) e relacdes de medidas lineares do corpo do peixe com o otdlito
(MERELES et al., 2020), sendo escasso a utilizacdo da forma do ot6lito para discriminacéo de
espécies e populacdes de peixes.

Espécies do género Cichla conhecida popularmente como tucunaré, sdo amplamente
distribuidas em rios da bacia Amazénica (KULLANDER; FERREIRA, 2006; WILLIS et al.,
2012), comportando individuos de médio a grande porte, sedentarios e piscivoros, com grande
importancia ecoldgica, estando envolvidos nos principais processos de estruturagdo tréfica e
ciclagem de nutrientes nos ecossistemas aquaticos (JEPSEN; WINEMILLER; TAPHORN,
1997; WINEMILLER, 2001). Além disso, contribuem de forma significativa nas pescarias
comerciais, de subsisténcia e esportivas (FREITAS; RIVAS, 2006; INOMATA; FREITAS,
2015). Atualmente sdo conhecidas 16 espécies do género Cichla, que foram descritas de forma
tradicional, a partir de suas caracteristicas meristicas e morfologicas, e com o uso de técnicas
avancadas como os marcadores de DNA (KULLANDER; FERREIRA, 2006; SABAJ et al.,
2020).

Historicamente, o género Cichla tem sido sujeito a opinides contraditorias sobre sua
taxonomia (STIASSNY, 1987). Estudos recentes mostram que ha divergéncias sobre a
identificacdo precisa de algumas das espécies de tucunaré (Cichla ssp.), em funcéo de processos
de hibridizacdo, a exemplo espécies C. monoculus e C. temensis que reproduzem entre si
(ANDRADE et al., 2001; WILLIS et al., 2007, 2012). Além disso, variacfes morfoldgicas e
diferencas nos padrdes de coloracdo intraespecifico, leva a identificacdo errénea de algumas
espécies, com prejuizo para as atividades de pesquisa € manejo (REISS et al., 2012;
WINEMILLER, 2001).

Nesse sentido, o presente estudo avaliou a combinacéo de técnicas de analises quanto a
forma dos otolitos, visando contribuir com a identificacdo das espécies e populagdes do género
Cichla em diferentes rios da bacia Amazodnica. Para tal, foram testadas duas hipdteses: 1) a
forma do ot6lito ndo difere entre as espécies Cichla temensis, C. monoculus e C. orinocensis e
2) ndo ha variagéo intraespecifica na forma dos otdlitos de Cichla temensis em rios de agua

preta da bacia Amazonica.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As espécies de Cichla foram amostradas em trés rios pertencentes a bacia Amazonica,
compreendendo a regido do médio rio Negro, rio Uatuma (lago da UHE de Balbina) e Jatapd
(Figura 1). Esses rios sdo classificados como de &gua preta, tém suas nascentes situadas nos
escudos das Guianas, possuem pH acido e alta transparéncia (SIOLI, 1984). Apresentam uma
grande diversidade de espécies de peixes, resultando em diferentes formas de uso dos seus
recursos pesqueiros. Em especial, as espécies de tucunaré (Cichla spp.) que sdo encontradas em
grande abundancia nessas regides e apresentam grande interesse para as pescarias comercial e
esportiva (FREITAS; RIVAS, 2006; SANTOS; OLIVEIRA Jr, 1999).
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Figura 1. Localizagdo dos pontos de amostragem nos rios Negro, Uatuma e Jatapu, pertencentes a bacia
Amazénica.
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Coleta dos dados

As amostragens ocorreram no periodo de &guas baixas, correspondendo ao més de
novembro do ano de 2011 e 2018, sob o protocolo de licenga 25606-2 do SISBIO. Os
exemplares das especies Cichla temensis, C. monoculus e C. orinocensis, foram coletados por
meio de pescarias experimentais, utilizando apetrechos como molinete, carretilha e rede de
emalhe. Logo apds coletados os espécimes foram submetidos a eutanésia, pelo método de
seccao na medula espinhal e posteriormente, foram feitas as extragdes dos otolitos (sagittae) da
cavidade auricular com o auxilio de equipamentos cirurgicos (bisturi e pinga). Apos a extragéo,
os otdlitos foram lavados com &gua destilada para eliminar o tecido remanescente da méacula e
do vestibulo. Os oto6litos sagittae foram selecionados por serem os mais utilizados em trabalhos
comparativos de taxonomia, devido ao seu tamanho grande e relativa facilidade de acesso as
estruturas, e evidéncia de variacao intraespecifica e interespecifica no grupo (NOLF, 1985).

Posteriormente, os otolitos foram secados e armazenados em tubos de eppendorf,
etiquetados e encaminhados ao laboratdrio de Ecologia Pesqueira da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), onde foram realizados os preparos para as analises fotogréaficas. Todos os
procedimentos de coleta e material biolégico, foram realizados mediante a aprovacdo do
Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Amazonas sob o
namero 046/2018, seguindo recomendagdes do Guia Brasileiro de Boas Préticas em Eutanésia
em Animais - Conceitos e Procedimentos Recomendados (2012).

Aquisicao de imagem

Para os ensaios fotograficos, foram selecionados os otélitos direito de cada espécie, que
foram alocados com a face externa voltada para baixo, mostrando o sulco acustico para cima e
o0 rostrum apontando para a esquerda (Figura 2). Imagens digitais ortogonais bidimensionais
dos otolitos foram capturadas usando uma camera digital USB (Olympus, SC30) com
ampliacdo de 10x acoplada a uma lupa (Meiji Techno EMZ-13TR). Imagens digitais de alto
contraste foram obtidas usando luz refletida com fundo escuro, produzindo objetos

bidimensionais brilhantes.
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Figura 2. Estrutura dos ot6litos Sagitta das espécies Cichla temensis, C. monoculus e C. orinocensis.
RT= rostrum; PR= postrostrum; EC= excisura; AR= antirostrum.

Andlises das formas dos otdlitos

indices de forma

Utilizando o processador de imagem Image]J (RASBAND et al., 1997), foram
registradas as seguintes variaveis morfométricas dos otolitos: comprimento do otélito (OC),
largura do otdlito (OL) e perimetro do ot6lito (OP) em milimetros; e a area otolitica (OA) em
milimetros quadrados (Figura 3). Estas medidas foram utilizadas para o calculo dos indices de

forma, conforme recomendado por Tuset et al. (2003) (Tabela 1).
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Figura 3. Medidas extraidas dos otdlitos sagittae das trés espécies de Cichla.
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Tabela 1. indices de forma dos ot6litos calculados a partir das medidas morfométricas. OA: area (mm?),
OP: perimetro (mm), OC: comprimento (mm) e OL: largura (mm).

indices de forma Férmulas
Fator de forma ([4m x OA / OP?])
Redondeza (40A) x (n x OC?)
Circularidade (OP2/ 0OA)
Retangularidade (OA/[OC x OW])
Elipticidade (OC-0L/0C+0L)

O fator de forma estima a irregularidade da area da superficie, assumindo valores de 1,0
quando é um circulo perfeito e <1,0 quando é irregular. A redondeza e a circularidade fornecem
informac@es sobre a semelhanca de varios recursos com um circulo perfeito, quando os valores
estiverem mais proximos de 1 e 12,57, respectivamente. A retangularidade descreve as
variacfes de comprimento e largura em relacdo a &rea, sendo 1,0 o quadrado perfeito. A
elipticidade indica se as alteracdes nos eixos sdo proporcionais (RUSS, 1990).

Analise eliptica de Fourier

Os coeficientes de Fourier foram calculados usando o programa SHAPE 1.3 Copyright
(IWATA; UKAL, 2002). Este programa avalia quantitativamente as formas bioldgicas, baseadas
nos descritores elipticos de Fourier, constituido por trés médulos (ChainCode.exe; Chc2nef.exe
e PrintComp.exe), permitindo assim a utilizacdo dos dados para outras analises estatisticas.

A anélise eliptica de Fourier (EFA) foi aplicada para demarcar a forma através do
algoritmo de “codificagdo em cadeia”, que representa um objeto como uma curva bidimensional
fechada, aplicando uma combinacdo de fungdes seno e cosseno harmonicamente relacionadas,
composta por quatro (a, b, ¢ e d) coeficientes de Fourier (FCs) (KUHL; GIARDINA, 1982). No
presente estudo, calculamos 20 harmonicos para cada otdlito, gerando assim 80 coeficientes
por individuo. O programa padronizou o tamanho e a orienta¢do, fornecendo valores constante
aos trés primeiros coeficientes, sendo: al = 1, b1 = 0 c1 = 0. Cada individuo foi, portanto,
representado por 77 coeficientes unicos (IWATA; UKAI, 2002).

Analises estatisticas

Para avaliar as diferencas nas formas dos otdlitos entre as espécies e evitar possiveis
influéncias ambientais, as amostras de otolitos de Cichla temensis, C. monoculus e C.
orinocensis, foram consideradas apenas dos individuos coletados na por¢cdo do médio rio

Negro. Por outro lado, a existéncia de diferengas entre populagdes, foram utilizados apenas 0s
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otolitos dos individuos de C. temensis coletados nos trés corpos d’agua avaliados (rios Negro,
Uatuma e Jatapu).

As medidas retiradas dos otolitos foram submetidas a analise descritiva para calculos de
frequéncia, média e desvio padrdo. Os indices morfométricos calculados foram corrigidos para
evitar o efeito alométrico que ocorre durante o crescimento do otdlito. Para isso, foram
aplicadas regressdes entre os indices e o comprimento dentro de cada grupo. Quando o
coeficiente de regressdo apresentou valor significativo, a corre¢do do tamanho foi aplicada,
usando a equacéo proposta por Cardinale et al. (2004):

V,i = V; —b.0C

Onde, V,; é a variavel ajustada, Vi variavel analisada, OC comprimento do otolito e a
respectiva inclinagdo dentro do grupo (b). O comprimento do otélito foi escolhido para remocéo
do efeito sobre os indices calculados, em vez do comprimento do peixe, devido esta variavel
ndo ser afetada por diferencas entre amostras na preservacdo, encolhimento ou distorcao
(CAMPANA; CASSELMAN, 1993). Além disso, o comprimento do otdlito e do peixe
geralmente apresentam boa correlagdo (MERELES et al., 2020).

Devido a elevada dimensionalidade dos descritores (77 por individuo), foram aplicadas
analises de componentes principais (PCA) nas matrizes dos coeficientes elipticos de Fourier
(FCs) geradas para as espécies C. temensis, C. monoculus e C. orinocensis, e populacdes de C.
temensis, para reduzir a um namero menor de dimensdes com importancia decrescente para
explicagdo da variacdo existente, sem perder as informagdes das formas. Para detectar os
autovalores significativos, plotamos a porcentagem da variacdo total explicada de autovalores
versus a proporcdo de variancia esperada estimada pelo método de "Broken-Stick"
(MACARTHUR, 1952). Os scores significativos (PCs) foram utilizados como variaveis
respostas das caracteristicas da forma de Fourier nas analises posteriores.

Analises multivariadas de variancia com um fator (MANOVA One-Way) foram
utilizadas para testar as hipoteses de auséncia de diferenca na forma do otélito (PCs e indices
de forma) entre: (1) as trés espécies (C. temensis, C. monoculus, C. orinocensis) e (2) as trés
populacdes de C. temensis (médio rio Negro, rios Uatuma e Jatapu). Em seguida, analises
candnicas discriminantes (DCA) foram empregadas para encontrar a combinacao das variaveis
que detectaram as diferencas intergrupos na MANOVA, com o objetivo de verificar
graficamente a separacao dos grupos e explicacdes das variacfes dos eixos candnicos.

A suposicdo de multi-homogeneidade das variancias dentro dos grupos (ANDERSON,

2006) foram testadas para cada modelo, utilizando a funcdo Betadisper, com distancia
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Euclidiana (OKSANEN et al., 2016). Quando necessario foram removidos os outiliers para

ajustamento dos modelos. Todos os testes estatisticos e representacfes graficas foram

realizados utilizando o sofware R (R Development Core Team, 2020

http://www.r-

project.org/), usando os pacotes Candisc (FRIENDLY; FOX, 2017), Vegan (OKSANEN et al.,
2016) e mvOutlier (REIMANN et al., 2012). Foi considerado o valor de p < 0,05 como

estatisticamente significativo para as anlises.

RESULTADOS

Um total de 168 amostras de otélitos foram analisadas, sendo 50 de C. monoculus, 36

C. orinocensis e 82 C. temensis. Deste total, 127 amostras foram utilizadas na identificacdo das

trés espécies e 82 foram utilizadas para a analise populacional de C. temensis (Tabela 2).

Tabela 2. Anélises descritivas (Média + Desvio padrao) dos indices de forma estimados a partir das

medidas retiradas dos otdlitos das espécies de Cichla; N = nimero de individuos amostrados.

Espécies N

Fator de forma Redondeza

Circularidade Retangularidade Elipticidade

C. monoculus (rio Negro) 50
C. orinocensis (rio Negro) 36
C. temensis (rio Negro) 41
C. temensis (rio Uatumd) 15
C. temensis (rio Jatap() 26

0,53+0,04
0,53 + 0,06
0,38 + 0,06
0,46 + 0,07
0,35 + 0,06

0,61 +0,07
0,53 0,03
0,53 0,03
1,52 + 0,09
1,49 + 010

23,67 +2,01
23,95+ 3,71
33,58 £5,42
27,98 + 4,28
36,91 +6,42

0,73+0,08
0,70 + 0,02
0,69 + 0,02
1,39 +1,75
0,34 +0,13

0,21+0,03
0,25 + 0,02
0,24 + 0,02
-0,21 + 0,52
-0,56 + 6,42

Identificacéo de espécies

Foram determinados cinco componentes principais (PCs) significativos, derivados da

matriz dos descritores de Fourier para o grupo das espécies (C. temensis, C. monoculus e C.

orinocensis), perfazendo 79,48% da variacao total. Ao visualizar a variacdo da forma (média £

DP) explicada pelos PCs significativos, foi possivel observar variaces pelo PC1 nas margens

dorsal posterior e ventral; o segundo PC na regido anterior e posterior; o terceiro PC foi na margem

dorsal e ventral; o quarto PC na excisura; e o quinto PC no rostrum (Figura 4).


http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
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Média

Figura 4. Variacao da forma (Média = Desvio padrédo - DP) nos sagitta das espécies de Cichla explicada
pelos cinco primeiros componentes principais (PCs).

Diferencas significativas na forma dos otolitos entre as espécies C. temensis, C.
monoculus e C. Orinocensis foram apontados pela MANOVA, quando analisado os indices de
forma (Pillai = 1,307, F¢, 170) = 32,059, p < 0,001) e os componentes principais (PCs) (Pillai =
0,876, F, 192 = 14,971, p < 0,001).

Quando os indices de forma e descritores elipticos de Fourier foram submetidos a
analise discriminante candnica (DCA), permitiram visualizar a separacdo das trés espécies
estudadas (Figuras 5A e B). Em ambos os métodos, foram evidenciados que a espécie C.
temensis se distinguiu das demais, principalmente no eixo 1 da DCA, com os valores dos indices
de forma e PCs explicando 93,20% e 91,90% das varia¢Oes totais, respectivamente. O eixo 2
da DCA, para os mesmos atributos, contribuiu para a distingdo entre C. monoculus e C.
orinocensis, em menor proporc¢éo (Figuras 5A e B). As varidveis dos indices de forma que mais
contribuiram para as diferencas encontradas na primeira fungdo discriminante foram
elipticidade e circularidade, associadas a espécie C. temensis; e fator de forma, retangularidade
e redondeza relacionados com as espécies C. orinocensis e C. monoculus. Nas analises usando
0s descritores de Fourier, somente a variavel PC6 esteve associada aos individuos de C.
temensis e as demais variaveis (PC2, PC3, PC4 e PC5) estavam relacionadas com mais

intensidade aos individuos das espécies C. orinocensis e C. monoculus.
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Figura 5. Analise discriminante can6nica usando indices morfométricos (A) e coeficientes elipticos de
Fourier (B) medidos para as espécies C. temensis, C. monoculus e C. orinocensis. Os vetores indicam a
direcdo e a intensidade da influéncia das caracteristicas estimadas: Redondeza (Red), Retangularidade
(Ret), Elipticidade (Elip), Circularidade (Cir), Fator de forma (Fform); PC1 ao PC5 correspondem aos
escores significativos da PCA realizada sobre a matriz de Fourier.

Identificacéo de populacdes entre regides distintas

Para a matriz de Fourier das populacgdes de C. temensis foram determinados seis PCs
significativos, explicando 79,83% da variacdo total. A variagdo média da forma explicada pelos

componentes principais, mostraram variagdes nas regides ventral anterior e dorsal posterior, na
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regido anterior e posterior e excisura dos otdlitos, evidenciada principalmente pelos PCs 1, 2, 3
e 4. Os PCs 5 e 6 ndo apresentaram uma variacgao clara (Figura 6).

Média -DP

e 7 O
= () OO
el elelele
OO
s D D
s () T

Figura 6. Variacdo da forma (Média + Desvio padrdo - DP) nos sagitta das populagdes de C. temensis
explicada pelos cinco primeiros componentes principais (PCs).

PC4(5,75%)

As formas dos otélitos também permitiram discriminar as populacfes de C. temensis
dos rios Negro, Jatapu e Uatumd, para os indices de forma (Pillai = 1,418, F (2, 152) = 37,08, p <
0,001) e os descritores de Fourier (Pillai = 0,903, F (2, 134 = 9,193, p < 0,001). No entanto, a
analise discriminante candnica mostrou padrdes diferentes para cada conjunto de indicadores:
indices de forma e descritores de Fourier.

A primeira funcdo discriminante usando indices de forma explicou 98,40% da variagéo,
distinguindo os individuos do rio Negro das demais localidades, enquanto a funcéo 2 explicou
apenas 1,60% desse total, mostrando uma sobreposicao dos individuos dos rios Jatapt e Uatuma
(Figura 7A). A elipticidade e o fator de forma explicaram a maior parte da variagdo na primeira
funcdo discriminante, associadas a populacdo de C. temensis do rio Negro, enquanto a
circularidade e redondeza foram os indices associados as populac¢fes dos rios Uatuma e Jatapd.

Por outro lado, os descritores de Fourier distinguiram os individuos do rio Jatapu na

primeira funcdo candnica (95,70%), e na segunda funcédo discriminante (4,30%) distinguiu as
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populacBes dos rios Negro e Uatuma (Figura 7B). A variavel PC6 foi a Unica que esteve
associada a populacdo do rio Jatapd na primeira fungdo discriminante, enquanto as variaveis

PC1, PC3, PC4 e PC5 contribuiram para maior explicacdo das populacGes dos rios Negro e

Uatuma.
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Figura 7. Analises discriminantes candnicas realizadas em indices morfométricos (A) e em coeficientes

elipticos de Fourier (B) medidas em populacdes de C. temensis dos rios Negro, Jatapt e Uatuma. Os
vetores indicam a direcdo do aumento nas Varias caracteristicas medidas: Redondeza (Red),
Retangularidade (Ret), Elipticidade (Elip), Circularidade (Cir), Fator de forma (Fform); PC1 ao PC6
correspondem aos escores significativos da PCA realizada sobre a matriz de Fourier.
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DISCUSSAO

As abordagens aqui empregadas, utilizando a Analise Eliptica de Fourier (AFE) e
indices de forma, mostraram capacidade para diferenciar os otolitos entre espécies e populacdes
de Cichla. Em geral, a analise eliptica de Fourier é considerada mais objetiva e poderosa para
capturar toda a variacdo de forma e as diferencas individuais de pequena escala na silhueta do
otélito (MERIGOT; LETOURNEUR; LECOMTE-FINIGER, 2007). Porém, sua interpretaco
bioldgica é mais complexa do que as técnicas tradicionais (STRANSKY; MACLELLAN,
2005).

No entanto, o presente estudo mostrou que a capacidade de detecgéo de diferencas entre
espécies e populacdes foi menor usando os descritores de Fourier, do que empregando 0s
indices de forma. A possivel razdo para esse resultado pode estar associada a forma regular do
otdlito sagitta das espécies estudadas, uma vez que o indice de forma tem maior eficiéncia na
analise de formas regulares do que as irregulares (AGUERA; BROPHY, 2011), enquanto a
AFE pode capturar eficientemente informacOes de estruturas mais complexas (LESTREL,
1997).

Quando sobrepostos os escores (PCs) médios significativos derivados da matriz de
Fourier, foi possivel observar que alteracGes na silhueta dos otélitos das espécies de Cichla
estavam voltadas principalmente para regido dorsal e ventral, com tendéncia para regides
anterior e posterior dos otolitos. Para populacdes de C. temensis avaliadas as alteracfes estavam
relacionadas principalmente na regido anterior e posterior dos otolitos.

Entre os indices de forma estimados, a circularidade e o fator de forma foram os mais
comuns para diferenciacdo entre as espécies e populacfes. No grupo das espécies, os otolitos
dos individuos de C. temensis, mostraram-se mais circulares e elipticos. Enquanto os otélitos
das espécies C. monoculus e C. orinocensis estiveram mais associados as formas irregulares,
redonda e retangulares. No grupo das populacdes, o fator de forma e a elipticidade estiveram
associados aos individuos do rio Negro, e os indices de circularidade e redondeza ficaram
ligados as populacgdes dos rios Uatuma e Jatapu.

As diferencas observadas na forma dos otolitos das espécies (C. temensis, C. monoculus
e C. orinocensis) eram esperadas, tendo em vista que a forma dos otolitos €, em geral, espécie-
especifica (CAMPANA; CASSELMAN, 1993). O formato do otolito do C. temensis exibiu
estruturas mais expressivas, se distinguindo das demais espécies em ambos os métodos

utilizados (AFE e indices de forma), indicando uma morfologia otolitica Gnica para essa
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espécie. Por outro lado, a morfologia geral dos otdlitos para as espécies C. monoculus e C.
orinocensis foram notavelmente mais semelhantes.

Esses resultados sugerem fortemente que os efeitos genéticos controlam a forma do
otdlito em nivel de espécie, corroborando com Willis et al. (2007), que estudaram as relacdes
filogenéticas entre espécies do género Cichla, mostrando que o C. temensis possui um clado de
hapldtipos especificos, se distinguindo das espécies C. orinocensis e C. monoculus. Por outro
lado, as espécies C. orinocensis e C. monoculus ficaram alocadas em um mesmo cladograma,
mostrando semelhancas nos seus haplétipos, padréo que pode estar relacionado a semelhancas
na linhagem evolutiva atribuidas a essas espécies.

A morfologia dos otolitos é influenciada por diversos fatores, em geral de dificil
interpretacdo, pois podem ser gerados por uma variedade de processos e interacdes ocorridas
ao longo da historia de vida dos peixes, como 0S processos ontogenéticos, adaptativos,
biogeograficos e filogenéticos (MCLACHLAN; LADLE, 2011; TUSET et al., 2016). Vignon
e Morat (2010) confirmaram a hipétese de que as influéncias genéticas e ambientais
desempenham um papel substancial na determinacdo da forma do otolito. Mais
especificamente, o ambiente induz uma mudanca geral na forma e a genética afeta localmente
a forma do otdlito. Alguns autores incluiram atributos biolégicos e comportamentais dos peixes,
como as atividades relacionadas a natacao, alimentacao e reproducdo como determinantes para
as variacdes observadas na estrutura dos otélitos (AGUIRRE; LOMBARTE, 1999;
LYCHAKOV; REBANE, 2000; MERIGOT; LETOURNEUR; LECOMTE-FINIGER, 2007).

Outros estudos que analisaram a morfologia dos otélitos também foram capazes de
discriminar espécies congéneres em ambientes marinhos e de dgua doce. Avigliano et al. (2018)
verificaram diferencas na forma dos ot6litos entre trés espécies simpatricas do género Astyanax
em riachos da Mata Atlantica (Argentina), e concluiram que estes resultados podem auxiliar
para futuros estudos taxonémicos e filogenéticos. Da mesma forma, HE et al. (2018)
classificaram com sucesso trés espécies do género Scomber da China Meridional, na Noruega
e na baia de Sagami no Japdo, constataram que a andalise da forma do otolito pode ser uma
abordagem complementar a analise morfoldgica e genotipica do corpo para distinguir espécies
de peixes. De forma geral, esses estudos confirmam que o uso da forma do otélito pode ser
utilizado como um marcador natural para identificacdo de espécies de peixes nos mais diversos
ambientes.

Dentre os individuos de uma mesma espécie, as variagfes na forma do otdlito podem
estar atribuidas diretamente as caracteristicas locais (MERIGOT; LETOURNEUR;
LECOMTE-FINIGER, 2007). As populacdes de C. temensis analisadas no presente estudo,
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mostraram diferengas na forma dos otolitos entre os rios amostrados, embora, tenham sido
apresentadas divergéncias entre os métodos utilizados. Os indices de forma discriminaram mais
claramente as populagdes de acordo com seu local de origem, mostrando que os individuos do
rio Negro possuem uma forma otolitica diferente das populacbes dos rios Uatuma e Jatapd.
Contudo, os descritores de Fourier indicaram que a populacéo do rio Jatapu foi a que mais se
distinguiu na matriz de dados, e mostrou uma sobreposicéo entre as populagdes dos rios Negro
e Uatumd. Essas ambiguidades encontradas, sugerem que a populacdo de C. temensis do rio
Uatuma ndo possui uma forma especifica de otdlito. Por sua vez, foi visto que o formato do
otoélito das populacBes dos rios Negro e Jatapu sao distintos, independentemente do método
utilizado.

Pérez e Fabré (2013) associaram as variacdes encontradas nos otdlitos das populacbes
de Pseudoplatystoma metaense na bacia do rio Orinoco, a diferentes taxas de crescimento
decorrentes do ciclo de vida das espécies e da ocupacao de diferentes habitats. Embora os rios
amostrados no presente estudo possuam o mesmo tipo de agua e caracteristicas limnoldgicas
semelhantes (SIOLI, 1984), os peixes se encontravam submetidos a condi¢cbes ambientais
distintas. Os rios Negro e Jatapu sdo ambientes integros, com poucas alteracdes decorrentes de
acdo antropogénica, além da pesca. Por outro lado, a area de amostragem do rio Uatuma esta
situada sob influéncia direta da Hidrelétrica de Balbina. Nos ambientes aquaticos modificados
0s peixes podem exibir comportamento distintos, de forma que as interacfes bidticas, como
competicdo por espaco, alimentacdo e reproducao ocorrem de maneiras diferentes (SILVA,;
FERREIRA; DEUS, 2008), influenciando diretamente no metabolismo dos peixes, que por sua
vez, afetam o crescimento dos otolitos e sua forma (ALLEMAND et al., 2007).

Em estudo com base em divergéncias genéticas, Willis et al. (2015) mostraram que as
populacdes de C. temensis se encontram espacialmente estruturadas em rios amazonicos, com
pouca troca de genes entre localidades, o que corrobora com os resultados encontrados no
presente estudo. Os autores sugeriram a distancia geografica ao longo do processo evolutivo,
atrelado ao comportamento sedentario da espécie, como fatores que contribuiram para a
diversidade genética entre as populagdes. Esse padrdo espacial indica que o manejo dessa
espécie precisa ser baseado em estoques locais. No entanto, a falta de dados basicos sobre 0s
unidades populacionais da maioria dos peixes neotropicais exploradas, ainda € um grande
obstaculo para o desenvolvimento de um manejo eficaz e sustentavel desses recursos (WILLIS
etal., 2015).

Portanto, os descritores de forma (AFE e indice de forma) utilizado no presente estudo,

podem ser considerados técnicas adequadas para diferenciacéo da forma dos otolitos sagitta em
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ciclideos, devido a seu alto percentual de classificagdo (TUSET et al., 2003). Ainda, estudos
mostram que o uso combinado dessas analises morfométricas com a microquimica de otolitos,
podem ser uma ferramenta potencialmente Util para estudar deslocamentos de peixes em
ambientes de agua doce (AVIGLIANO; MARTINEZ; VOLPEDO, 2014). No entanto, estudos
adicionais sdo necessarios para investigar a influéncia de fatores genéticos e sua combinacao
com fatores ambientais e bidticos sobre a forma dos otolitos entre diferentes espécies e

populacgdes.

CONCLUSAO

As analises morfolégicas mostraram que os otdlitos podem ser utilizados para
diferenciacdo de espécies e populacdes do género Cichla. Dentre as técnicas utilizadas, os
indices de forma foram mais eficientes do que Analise Eliptica de Fourier para discriminar a
forma dos otdlitos sagittae, tanto a nivel interespecifico, quanto a intraespecifico. Sendo assim,
a analise da forma do otélito pode ser vista como uma ferramenta eficaz para discriminacgéo de
espécies com caracteristicas fenotipicas estritamente semelhantes e também para identificacdo
de unidades populacionais, o que contribui para melhor gestao dos recursos pesqueiros de aguas

interiores.

SINTESE

O presente estudo exibiu resultados de duas abordagens morformétricas realizado sobre
otdlitos de espécies pertencentes ao género Cichla em rios da bacia Amazénica. A primeira
abordagem utilizou-se técnicas morfométricas tradicionais (morfometria linear) para
estabelecer relacfes entre as medidas do otolito e do corpo da espécie C. temensis. Os resultados
dos modelos de regressdo linear para as variaveis analisadas (peso e 0 comprimento) mostraram
bons ajustes, principalmente para a variavel peso, indicando que as dimensdes dos otélitos
podem ser bons preditores das medidas corporais dos peixes.

Na segunda abordagem, foi utilizado a morfometria geométrica para diferenciacéo da
forma dos otolitos sagittae entre trés espécies de tucunaré Cichla spp. e trés populagdes de C.
temensis de diferentes rios da bacia Amazonica. Os resultados mostraram que a forma dos
otdlitos sagittae foram estaticamente diferentes para 0s ambos grupos analisados. Sedo assim,
0 presente estudo sugere que forma dos otdlitos pode ser utilizados para identificacdo de
espécies e populacdes do género Cichla. No entanto, se faz necessario mais estudos para avaliar

os efeitos ambientais e genéticos que atuam sobre a forma dos otélitos.
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