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AVISO

A presente dissertacdo é parte dos requisitos necessarios para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Biologia Animal), e como tal, ndo deve ser vista como
uma publicacdo no senso do Cadigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (apesar
de disponivel publicamente sem restri¢des). Dessa forma, quaisquer informac6es
inéditas, opinides, hipoteses e conceitos novos apresentados aqui ndo estdo disponiveis
na literatura zoologica. Pessoas interessadas devem estar cientes de que referéncias
publicas ao conteido deste estudo devem ser feitas contendo a citagdo de dissertagdo
ndo publicada.
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RESUMO

Este estudo apresenta pela primeira vez o uso do DNA ambiental (eDNA) para deteccdo
de uma espécie de peixe ameacada de extin¢ao no Brasil. Trichogenes claviger ocorre em
riachos florestados de primeira e segunda ordem unicamente nas cabeceiras da bacia do
Itapemirim. Até entdo a espécie era conhecida apenas de duas localidades nos contrafortes
serranos, na sub-bacia do cérrego Picada Comprida, um formador do rio Caxixe. O estudo
teve como objetivo determinar se a abordagem eDNA metabarcoding funciona como uma
ferramenta adequada para avaliar a presenca da espécie. Para esta finalidade foi criado
um marcador 12S, especifico para a espécie T. claviger. Encontramos evidéncias da
presenca do bagrinho através de amostras de eDNA em trés dos dez locais amostrados.
Além das espécies alvo deste estudo, foi possivel coletar vestigios de espécies ndo-alvo,
detectadas nas amostras de dgua. Foram identificadas 25 espécies de vertebrados, das
quais 15 eram peixes, 5 mamiferos e 5 aves. Dentre esses registros destacamos a presenca
de espécies exoticas de peixes, como a tilapia Coptodon rendalli e Oreochromis niloticus.
e a espécie de ave, Scytalopus speluncae, que se encontra Em Perigo (EN) na lista estadual
do Espirito Santo. A comparacdo entre 0s métodos para as estimativas da composicéo de
espécies por riacho amostrado, demonstram que a abordagem eDNA metabarcoding,
identificou mais que o dobro das espécies de riacho detectadas outrora pelos métodos
tradicionais de coleta, que utilizaram petrechos de pesca como redes e peneiras. Os
resultados alcancados asseguram um melhor entendimento sobre a dindmica de
distribuicdo espacial de T. claviger, seu status de conservacao, além de insights sobre a
comunidade de vertebrados associados aos ambientes do bagrinho.

Palavras-chave: Endemismo; Mata Atlantica; Trichogeninae; eDNA; biodiversidade.



ABSTRACT

This study presents for the first time the use of environmental DNA (eDNA) for detection
of an endangered fish species in Brazil. Trichogenes claviger occurs in first and second
order forested streams only in the headwaters of the Itapemirim basin. Until then, the
species was known only from two locations mountain regions, in the sub-basin of the
Picada Comprida stream, a source of the Caxixe river. The study aimed to determine
whether the eDNA metabarcoding approach works as an adequate tool to assess the
presence of the species. Though, a 12S marker was created, specific for the T. claviger
species. We found evidence of the catfish presence through eDNA samples in three of the
ten sites sampled. In addition to the target species of this study, it was possible to collect
traces of non-target species detected in the water samples. 25 species of vertebrates were
identified, of which 15 were fish, 5 mammals and 5 birds. Among these records, we
highlight the presence of exotic fish species, such as the tilapia Coptodon rendalli and
Oreochromis niloticus, and the species of bird, Scytalopus speluncae, which is in Danger
(EN) on the state list of Espirito Santo. Comparison between the methods for estimating
species composition per sampled stream demonstrates that the eDNA metabarcoding
approach identified more than twice as many stream species previously detected by
traditional collection methods, which used fishing gear such as nets and sieves. The
results achieved ensure a better understanding of the spatial distribution dynamics of T.
claviger, its conservation status, as well as insights into the vertebrate community

associated with catfish environments.

Key words: Endemism; Atlantic forest; Trichogeninae; eDNA; biodiversity.



1. INTRODUCAO

A familia Trichomycteridae abriga mais de 360 espécies véalidas (Ferraris, 2007;
Do Nascimento, 2015; Rizzato & Bichuette, 2014 Fricke et al., 2023), sendo 0 grupo mais
diverso dentre os bagres neotropicais. Os Trichomycteridae se distinguem dos demais
Siluriformes por possuirem um aparelho opercular Unico, envolvendo 0s 0ssos do
opérculo e interopérculo, munidos de uma placa de odontoides (de Pinna & Wosiacki,
2003).

Dentro da familia Trichomycteridae, a monotipica subfamilia Trichogeninae,
compreende trés espécies validas. A primeira a ser descoberta foi Trichogenes longipinnis
Britski & Ortega, 1983; vinte e sete anos apos, foi descrita a segunda espécie, Trichogenes
claviger de Pinna, Helmer, Britski & Nunes 2010 e, mais recentemente, Trichogenes
beagle de Pinna, Reis & Britski, 2020, que foi descrita com base em um lote com trés
espécimes preservados, porém sem informac6es associadas sobre sua localizacao.

A espécie Trichogenes claviger, é endémica da sub-bacia do rio Caxixe,
formador do rio Castelo, um contribuinte da bacia do rio Itapemirim, ao sul do estado do
Espirito Santo. A espécie despertou grande interesse da comunidade cientifica, por sua
importancia filogenética, representando uma contribuicédo relevante por se tratar de grupo
relictual de peixes, guardando caracteres basais dentro da familia, e possuindo
distribuicdo geografica restrita (Stiassny & de Pinna, 1994).

Vérias expedi¢bes de campo foram realizadas em busca de novas populacbes
dessa espécie, porém, até o presente estudo, a espécie sO havia sido encontrada somente
em duas localidades. A primeira é a propria localidade tipo, hoje Reserva Particular do
Patrimdnio Natural (RPPN) Mata de Kaetés, e a segunda localidade fica na Fazenda Santa
Clara, ambos locais na sub-bacia do rio Caxixe, municipio de Castelo-ES (de Pinna et. al,
2020).

Por estar isolada geograficamente e categorizada como Criticamente em Perigo
(CR-Critically Endangered), nas listas nacional e global (MMA, 2014; IUCN, 2022), T.
claviger foi incluida no Plano de Acéo Nacional para Conservacao dos Peixes e Eglas da
Mata Atlantica Ameagados de Extingdo (PAN Peixes e Eglas da Mata Atlantica), pela
necessidade maxima de prote¢do desta espécie (MMA, ICMBIo, 2019).

Entretanto, quando trabalhamos com espécies ameacadas, que por defini¢do suas
populagdes enfrentam um alto risco de extin¢do na natureza, torna-se desafiador detectar

seus remanescentes e determinar sua distribuicdo (Bonfil et al., 2021).



Os métodos tradicionais de pesquisa de campo com peixes, COMOo pesca e Censos
visuais, nem sempre sdo efetivos na localizacdo de espécies, principalmente as
ameacadas, que possuem uma baixa abundancia de individuos na natureza. (Bonfil et al.,
2021, Thomsen & Willerslev, 2015; Le Port et al.,, 2018). Nesse sentido, novas
abordagens, que nao envolvam métodos que necessitem sacrificar os individuos, se
mostram uma alternativa.

O environmental DNA- eDNA (DNA ambiental), surgiu como uma ferramenta
importante para avaliar a biodiversidade e para detectar espécies raras e ameacadas no
ambiente natural (Goldberg et al., 2015; Thomsen & Willerslev, 2015; Cristescu &
Hebert, 2018). A técnica eDNA metabarcoding, surgiu no final da década de 1980, para
deteccdo de microrganismos em amostras de solo, sendo hoje um potencial aliado para os
métodos de coletas tradicionais, podendo ser utilizado para a abordagem de comunidades
inteiras e identificacdo de espécies exoticas e ameacadas, através das células liberadas na
agua ou no solo dos cérregos, pelos organismos que ali vivem, que deixam seus rastros
genéticos, como uma escama, a liberagcdo de muco, fezes entre outros vestigios. A partir
dessas células é possivel extrair o DNA e comparar com o0s bancos de dados genéticos
para saber quais sdo as espécies que ali habitam, sem que haja a coleta dos espécimes
(Rees et al., 2014).

Apesar das espécies peixes serem o foco na maioria dos estudos envolvendo
eDNA metabarcoding, os dados de monitoramento de eDNA também podem fornecer
informac@es importante e confiaveis sobre outros taxons que vivem ou frequentam os rios
e riachos, como os mamiferos (Andruszkiewicz et al., 2017; Closek et al., 2019), anfibios
(Bélint et al., 2018; Lacoursiere-Roussel et al., 2016; Harper et al., 2018) e aves (Ushio,
Murata et al., 2018; Schiitz et al., 2020).

Nesse sentido, apresentamos os resultados do primeiro estudo usando eDNA para
deteccdo de uma espécie de peixe Criticamente em Perigo no Brasil. O presente estudo
tem por objetivo geral avaliar o potencial do eDNA metabarcoding para deteccdo da
espécie Trichogenes claviger, através do marcador molecular 12S. Com 0s objetivos
especificos, apresentamos as informac@es sobre a dindmica de distribuicdo espacial de T.
claviger, seu status de conservacgéo e insights sobre a comunidade de vertebrados (aves e

mamiferos) associados aos ambientes do bagrinho.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Area de estudo

A érea de estudo estd localizada nos municipios de Castelo e Vargem Alta,
estado do Espirito Santo (Figura 1). Com aproximadamente 85 Km2 de superficie e 45
km de perimetro, que envolve as cabeceiras de tributarios da bacia do rio Itapemirim,
situada entre o Parque Estadual de Forno Grande e a RPPN Aguia Branca.

Sua rede hidrogréafica é formada principalmente pelo corrego Picada Comprida
e 0 Ribeirdo Braco Sul, ambos da sub-bacia do rio Caxixe (um dos tributarios do rio
Castelo) e os ribeirbes Bateia e Caetés e o corrego do Ouro, estes da sub-bacia do rio
Fruteiras. Com uma altitude média de 1.100 metros, as elevac¢Ges na area de estudo variam
entre 1150 e 1.300 metros.
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Figura 1. Area de estudo: localizada entre os limites dos municipios de Domingos Martins,
Vargem Alta e Castelo-ES. icones com circulo preto correspondem aos pontos de amostragem de
eDNA. As éreas destacadas em verde correspondem as RPPNs Mata de Kaetés e Aguia Branca.

2.3. Obtencéo das amostras
Foram coletados 10 exemplares de Trichogenes claviger, com o objetivo de
criarmos sequéncias genéticas da espécie para comparagao com as amostras de agua que



foram coletadas (Figura 2). Tais sequéncias se faziam necessarias para compreensao das
anélises de eDNA metabarcoding, uma vez que ndo existiam sequéncias genéticas
disponiveis para a espécie até o presente estudo. Os resultados obtidos contribuem para
interpretar a Extensdo de Ocorréncia da espécie (EOQO), que até entdo era desconhecida e
a atualizar a Area de Ocupacdo (AOO), que atualmente é de 8km2 na lista vermelha
nacional e na lista da International Union for Conservation of Nature — [JUCN (MMA,
2022; IUCN, 2022).

Figura 2. Coleta de exemplares da espécie T. claviger. A: espécie T. claviger, ap6s a coleta B e
C: RPPN Mata de Kaetés e D: Ribeirdo Brago Sul.

Os exemplares de T. claviger foram coletados com peneira em dois pontos de
amostragem. As autorizacOes para captura dos exemplares foram concedidas pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade- ICMBio, sob nimero da
autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO:
79046/1 e 79046/2).

Os peixes foram transportados vivos até o laboratério, onde foram mantidos em
aquario para analises de comportamento. Todos os exemplares foram anestesiados e
fixados. As primeiras amostras (coletadas em dezembro de 2021), foram fixadas em
etanol 95% e armazenadas no freezer a -15°C, na colecio MBML-PEIXES
(MBML14089 e MBML 14091), do Instituto Nacional da Mata Atlantica. Ja na segunda
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coleta, os exemplares foram fixados em etanol 100% absoluto, mantidos sob refrigeracédo
e levados para o Laboratério de Genética da Conservacdo (LGC) da Pontificia
Universidade Catdlica de Minas Gerais- PUC/Minas. O material testemunho, foi
depositado na colecéo ictiologica MBML-Peixes (MBML 14206 e MBML 14207), bem
como as amostras genéticas no LGC da PUC Minas (LGC: 8125; 8126; 8127; 8128;
8129).

2.4. Sequéncia 12S- T. claviger

Para uma determinacdo mais precisa dentro das sequéncias geradas pelo eDNA,
obtivemos uma sequéncia de DNA do gene 12S para a espécie Trichogenes claviger, a
fim de garantir a confiabilidade em sua detec¢do nas amostras.

A extracdo de DNA foi realizada por Salting Out seguindo um protocolo
adaptado de Aljanabi & Martinez (1997). O programa da PCR consistiu em um ciclo
inicial de desnaturagéo a 97 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C, anelamento
dos primers a 57 °C e extensdo a 72 °C. O sucesso da amplificacdo foi avaliado através
de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura). As amostras que apresentaram uma banda
nitida com tamanho (pb) correspondente ao esperado foram selecionadas para
sequenciamento bidirecional pelo método de Sanger, em ambas orientagdes do
fragmento: forward (FWD) e reverse (REV). Ao final das etapas de sequenciamento, as
sequéncias obtidas referentes aos amplicons FWD e REV tiveram sua qualidade avaliada
e foram concatenadas por sobreposicdo para obtencdo da sequéncia consenso
correspondente ao amplicon completo (Figura 3).

Para a construcéo do banco de sequéncias referéncia, utilizamos os marcadores
VVO5F (5-AAACTCGTGCCAGCCACC-3) e TeleoR (5
ACTTCCGGTACACTTACCATG-3), especificos para a regido 12S de
aproximadamente 700 pb. Esse amplicon compreende as regides de amplificacdo dos
principais marcadores para eDNA, como o MiFish (Miya et al., 2015) e Teleo (Valentini
etal., 2016).
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Figura 3. Alinhamento da sequéncia de DNA mostrando as posi¢Bes para NeoFish_3. Primers
gue véo hibridar com a cadeia de DNA molde. Primer F: V05 - 5’-AAACTCGTGCCAGCCACC-
3’ e primer R: Teleo R - 5°- ACTTCCGGTACACTTACCATG-3’. Tamanho do fragmento 12S
de ~ 700pb ->.

2.5. eDNA- coleta de amostras

Uma campanha de amostragem foi realizada entre os dias 02 e 04 de marco de
2023. As amostras foram coletadas em 10 pontos léticos dos formadores dos rios Caxixe
e Fruteiras contribuintes da bacia do Itapemirim e rio Jucu Brago Norte, contribuinte da
bacia do rio Jucu.

Os locais amostrados, foram: Ribeirdo Brago Sul, pontos RBS1 e RBS8; RPPN
Mata de Kaetés, pontos MK2, MK3, MK4, MK5, MK6 e MK7, ambos os pontos
pertencentes a bacia do Itapemirim; Sdo Paulo do Aracé, contribuinte do rio Jucu Braco
Norte, bacia do Jucu, ponto SPA9 e Alto Castelinho, entorno do Parque Estadual Pedra
Azul e RPPN Aguia Branca, contribuintes do rio Fruteiras, bacia do Itapemirim, ponto
PPALl (Figura 4). Estes pontos foram escolhidos a partir da davida se a espécie
Trichogenes claviger ocorria em outras sub-bacias circunvizinhas ao Corrego Picada
Comprida, localidade tipo da espécie. Assim, foram escolhidos pontos de amostragem
onde sabidamente a espécie ocorria e pontos onde ndo havia sido reportada.

Para a analise do eDNA de peixes, amostras de agua foram coletadas em todos
os dez pontos. As coletas foram realizadas com o auxilio de um saco stand up pouch com
ziplock transparente, com capacidade de aproximadamente 1 litro (2000ml). Apds a coleta
da agua, foi realizado o processo de filtragem, onde uma seringa era acoplada ao Sterivex
da Merck Millipore e ajustada manualmente. As seringas possuiam uma trava tipo “Leuer
Lock”, onde eram acoplados os tubos com filtros de 0,45 um Sterivex, com o mesmo tipo
de trava. O pacote do filtro era aberto no topo e guardado, sendo utilizado para cada ponto

um novo kit (Figura 5).
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Trés filtros em cada local foram utilizados para filtrar 60 ml de agua ou até o
filtro obstruir (aproximadamente 180 ml de &gua por ponto). Também foram utilizados
controles negativos com agua mineral filtrada em campo. e a cada filtro deve ser dado um
numero identificador Gnico. Para cada ponto os filtros eram coletados em triplicata (A, B
e C), onde a seringa era desacoplada e o processo repetido.

Apos a filtragem, as amostras de dgua foram armazenadas em uma caixa de
resfriamento e para cada amostra foi adicionado solucgdo tampé&o de preservacdo com uma
concentracdo final de 0,01%, para suprimir a degradacdo do DNA por microrganismos
(Yamanaka et al., 2017).

Figura 4. Pontos da &rea de estudo: A e H- Ribeirdo do Brago Sul; B, C, D, E, F e G- Mata de
Kaetés; I- Alto Castelinho, S&o Paulo do Aracé e J- entorno da Reserva Aguia Branca.
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Cada filtro foi etiquetado com um c6digo por amostra, exemplo MK2B, amostra
do segundo filtro do ponto 2, na localidade da RPPN Mata de Kaetés. Seguido o processo
de filtragem, o filtro era colocado em sacos individuais (identificados), apds ser
desacoplado para evitar contaminacdo. O processo era repetido para cada amostra. Todo
o procedimento de filtragem foi conduzido com luva nitrilica descartavel e, caso a luva

tocasse uma superficie contaminada, elas também eram descartadas e substituidas.

Figura 5. Processo de filtragcdo de 4gua em campo. A- coleta da 4gua do corrego com saco stand
up; B-apos a coleta da 4gua a seringa a agua é filtrada manualmente, com o auxilio de uma seringa

Sterivex.

2.6. Protocolo de detecgdo de eDNA

Foram enviadas para analise, um total de 32 membranas de filtro Sterivex
(fabricante) com poros de 0.45 um, para a empresa Ecomol Consultoria realizar trés
réplicas referentes a 10 pontos de coleta e duas amostras “controle” de coleta, que sao os
controles negativos, para a constru¢cdo e sequenciamento de biblioteca de DNA
metabarcoding (Tabela 1). Para realizar a extragdo do eDNA das membranas de filtragem
foi seguido o protocolo de extracdo utilizado pelo Laboratério de Genética da
Conservacao, PUC Minas, coordenado pelo Prof. Daniel Carvalho.
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Nesse protocolo, a extragdo do eDNA ¢ realizada com base no kit comercial
DNEasy PowerWater (Qiagen), precedida de uma etapa inicial de digestdo do DNA com
Proteinase K.

A etapa de extracdo de DNA foi realizada em sala de dedicacao exclusiva, luz
ultravioleta (UV), material estéril e equipe com Equipamento de Protecdo Individual -
EPI, especificos para se evitar a contaminacéo das e entre as amostras. A concentragao e
a pureza do DNA extraido foram avaliadas em espectrofotdbmetro Nanodrop 2000
(ThermoFisher).

Tabela 1. Membranas de filtragem recebidas (‘Réplica’) para a extracdo de eDNA, construcéo e
sequenciamento de biblioteca de DNA metabarcoding, suas concentragdes (ng/uL) e relagdes de
absorbéancia (A260/280) estimadas em Nanodrop 2000.

N PONTO REPLICA [ng/nL] A260/280
1 MK2A 45 1,66
2 MK2 MK2B 8,8 133
3 MK2C 9,3 181
4 MK3A 6.7 16
5 MK3 MK3B 3 1,61
6 MK3C 10,4 1,65
7 MK4A 35 1,93
8 MK4 MK4B 3.1 1,84
9 MKA4C 4,7 1,54
10 MK5A 10,3 1,69
11 MIKS MK5B 75 1,45
12 MK5C 48 17
13 MK6A 3.7 1,66
14 MKG6 MK6B 35 151
15 MK6C 38 1,14
16 MK7A 38 1,68
17 MK7 MK7B 4,6 1,55
18 MK7C 8,1 1,36
19 RBS1A 248 1.46
20 RBS1 RBSI1B 3.4 173
21 RBSIC 15,38 187
22 RBS8A 211 1.42
23 RBSS RBS8B 3 1,68

24 RBS8C 2,8 1,06
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25 SPA9 SPA9A 3,3 1,17
26 SPA9B 3 0,92
27 SPA9C 2,6 1,18
28 PPA1 PPA1A 3,1 1,32
29 PPA1B 5 1,61
30 PPA1C 4,1 1,35
31 Controle 1 2,9 1,41
32 Controle 2 2,7 1,54

2.7. Anélises moleculares

Um fragmento de 200pb da regido mitocondrial 12S foi amplificado via reacao
em cadeia da polimerase- PCR, utilizando os primers Mifish (Miya et al., 2020). Trés
amplificagdes independentes foram realizadas para cada amostra (filtro) obtido. Os
produtos de PCR foram misturados em um unico tubo para posteriormente receberem
uma cauda (pré-adaptador Illlumina) complementar ao adaptador utilizado em uma
segunda PCR subsequente. Em seguida, os produtos da PCR foram purificados com
esferas magnéticas (Agencourt AMPure XP® — Beckman Coulter).

Apbs a purificacdo, foi realizada uma segunda PCR com os adaptadores do
Nextera Index kit® (Illumina) para a amplificacdo do conjunto de amplicons do passo
anterior. Nessa reacdo, o0s adaptadores compativeis com o sistema Illumina de
sequenciamento de nova geracdo (P5 e P7) foram utilizados como primers. Uma
combinacéo de index unico (sequéncias especificas associadas ao adaptador lllumina) foi
utilizada para posterior identificacdo de cada amostra, uma vez que todos os pontos
formardo um Unico conjunto de sequenciamento. O produto da amplificacdo avaliado em
gel de agarose 1,5 % (Figura 6).

Todas as amostras foram entdo unidas em um anico pool e este purificado com
o kit Zymoclean™ Large Fragment DNA Recovery (Zymo Research) para a retirada de
fragmentos espurios ao fragmento de tamanho desejado (700pb 12S + 60pb adaptador +
64pb index = 824pb). Por meio de uma PCR em tempo real, realizada com o reagente
KAPA Biossystems Quantification Kit (illumina), o pool foi quantificado, diluido a uma
concentracdo de 2nM e novamente quantificado para confirmacéo da concentracao final.

A solucdo final foi desnaturada e carregada no equipamento MiSeq® (lllumina),
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utilizando o kit de sequenciamento MiSeq® 300 ciclos (2x150pb) com uma concentragédo
final de 16 pM.

L RBS1 RBS2 SPA9 PPA1 BCO1 MK2 BCO2 MK3 MK4 MK5 MK6 MK7

Figura 6. Gel de agarose 1,5%. Fragmentos gerados para 0 marcador MiFIsh apés a segunda PCR
para insercdo dos adaptadores compativeis a plataforma illumina (P5 e P7) e das sequéncias index.

(L) Marcador de peso molecular 100pb Ladder (Invitrogen).

2.8. Analise bioinformética

O processamento dos dados foi realizado utilizando um script customizado em
R, por meio dos pacotes DADA2 (Callahan et al., 2016) e Phyloseq (McMurdie &
Holmes, 2013), bem como o programa cutadapt (Martin, 2011). As reads obtidas no
sequenciamento foram automaticamente demultiplexadas pela plataforma Basespace
(IMlumina). Inicialmente € realizada a remocdo de bases indeterminadas (Ns), e a deteccdo
e remocdo das sequéncias correspondentes aos primers. Em seguida realizamos a remocao
de reads com qualidade inferior a PHRED 20 (1 erro a cada 100 bp). As sequéncias de
DNA (reads) foram submetidas a busca por similaridade contra o banco de dados NCBInr,
utilizando a ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990), com limiares de cobertura de
sequéncia > 85% e de identidade de sequéncia > 80%. A curadoria das identificacdes foi
realizada individualmente para cada amostra. Apenas sequéncias de DNA (reads) com

abundancia relativa superior a 1% foram mantidas.

2.9. Inventario

Realizamos um levantamento, para a regido da area de estudo, dos registros de
coletas tradicionais (artefatos de pesca: rede de arrasto, peneira e picaré), existentes na
colecéo ictiologica do INMA (MBML-Peixes), colegdo de referéncia para a ictiofauna

capixaba. Também procuramos por registros a partir de consulta ao Centro de Referéncia
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em Informacdo Ambiental (CRIA, 2023), onde as identificacfes das espécies foram
conferidas pela taxonomista Dra. Luisa Maria Sarmento Soares. Esse levantamento teve
por objetivo, saber quais espécies ja haviam sido registradas para 0s corregos da regido,
através dos métodos tradicionais de coleta e comparar com os resultados obtidos pelo

eDNA metabarcoding e senso visual (durante o campo de eDNA) (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo da deteccdo das espécies por método de amostragem. Coletas tradicionais
(CT): levantamento feito em banco de dados para a regido. eDNA: levantamento da ocorréncia
das espécies com base no DNA detectado na dgua dos corregos, com acuracia de bancos de dados
e taxonomistas e Senso visual (SV): observacao direta da presenca de peixes nos ambientes.

ORDEM FAMILIA GENERO ESPECIE CT |eDNA |SV
Astyanax microschemos
Characiformes Characidae Astyanax Bertaco & Lucena, 2006
Deuterodon giton
Characiformes Characidae Deuterodon (Eigenmann, 1908)
Deuterodon janeiroensis
Characiformes Characidae Deuterodon (Eigenmann, 1908)
Deuterodon parahybae
Characiformes Characidae Deuterodon Eigenmann, 1908
Characidium vidali
Characiformes Crenuchidae Characidium Travassos, 1967
Hoplias malabaricus
Characiformes Erythrinidae Hoplias (Bloch, 1794)
Phalloceros harpagos
Cyprinodontiformes | Poeciliidae Phalloceros Lucinda, 2008
Poecilia reticulata
Cyprinodontiformes | Poeciliidae Poecilia Peters 1859
Gymnotus carapo
Gymnotiformes Gymnotidae Gymnotus Linnaeus, 1758
Coptodon rendalli
Perciformes Cichlidae Coptodon (Boulenger 1897)
Geophagus brasiliensis
Perciformes Cichlidae Geophagus (Quoy & Gaimard 1824)
Oreochromis niloticus
Perciformes Cichlidae Oreochromis (Linnaeus, 1758)
Perciformes Sciaenidae Plagioscion Plagioscion sp.
Hypoclinemus mentalis
Pleuronectiformes | Achiridae Hypoclinemus | (Glnther, 1862)
Hypostomus affinis
Siluriformes Loricariidae Hypostomus (Steindachner, 1877)
Neoplecostomus microps
Siluriformes Loricariidae Neoplecostomus | (Steindachner, 1877)
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Siluriformes Heptapteridae Pimelodus Pimelodus sp.

Rhamdia quelen
Siluriformes Heptapteridae Rhamdia (Quoy & Gaimard 1824)
Trichogenes claviger

de Pinna, Helmer, Britski
Siluriformes Trichomycteridae | Trichogenes & Nunes, 2010
Trichomycterus
caudofasciatus
Siluriformes Trichomycteridae | Trichomycterus | Alencar & Costa, 2004

3. RESULTADOS
3.1. eDNA- Diversidade de espécies de peixes

O marcador criado para deteccdo da espécie T. claviger amplificou e a
identificacdo da espécie pode ser confirmada por sequenciamento nas amostras
analisadas.

Além da espécie T. claviger, foram identificadas 14 espécies de peixes,
conforme indice de confiabilidade do BLASTn e DADAZ2, juntamente com a acuracia de
taxonomistas. As espécies detectadas, pertencem a 6 ordens, 10 familias e 14 géneros. A
ordem Siluriformes foi a mais representativa, compreendendo 5 espécies; seguido por 4
espécies de Perciformes; 2 de Characiformes e 1 espécie de Cyprinodontiformes,
Gymnotiformes e Pleuronectiformes.

Os pontos SPA9, RBS8 e MK2, foram os locais que tiveram o maior nimero de
sequéncias (reads) por amostra apds o processamento por bioinformatica,
respectivamente (Figura 7). Com as novas deteccBes para a espécie T. claviger (Pontos:
MK4 e RBS8), sua distribuicdo geografica foi ampliada. Com destaque para o ponto
RBS8, que além de detectar a presenca do bagrinho, foi possivel visualizar varios

individuos nadando, entre adultos, juvenis e alevinos (Figura 8).
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3.2. eDNA- espécies ndo-alvo

Apo6s removermos os ASVs (Amplicon Sequence Variant) com propor¢do >
0,1% das amostras e atribuirmos as identificacdes dos mesmos, mantivemos 24 espécies
de vertebrados, com pelo menos 98% de similaridade de uma espécie em nosso banco de
dados de referéncia DADA e/ou BLASTn (Altschul et al., 1990). Como esperado, a
maioria dos ASVs (33 ASVs em um total de 19291 reads) pertencem a peixes, seguidos
por mamiferos (3553 reads pertencentes a 21 ASVs) e 6 ASVs (1.085 reads) atribuidos a

aves (Figura 9).

15
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Figura 9. Nimero de ASVs detectadas por ponto amostral de coleta.

Todas as ASVs de mamiferos foram identificadas a nivel de espécie, sendo as
especies domesticas, como cachorro, boi e porco, alem do DNA humano, as que mais
foram detectadas nas amostras, devido as areas de estudo serem rodeadas por
propriedades rurais. O Unico mamifero silvestre detectado, foi a espécie Philander
frenatus, popularmente conhecida como cuica-de-quatro-olhos. Das seis ASVs

designadas como aves, todas foram identificadas em nivel especifico, sendo todas as
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especies de habitos florestais. J& para o0 grupo dos peixes, das 33 ASVs, 14 foram
identificadas em nivel de espécie e uma a nivel de género (Pimelodus sp.).

Quando analisamos os métodos de amostragem, mesmo nao pertencendo aos
mesmos trechos, podemos observar que as estimativas da composi¢cdo de espécies por
riacho amostrado, demonstram que o método tradicional de coleta e o eDNA, se
complementam, tendo em vista que das 20 espécies levantadas com ocorréncia para a
regido, sete foram detectadas em ambas as amostragens (35%) e 8 espécies (40%) foram
detectadas somente pelo eDNA.

Apesar do foco deste estudo ser uma Unica espécie, com a utilizacdo dos
protocolos em abordagem metabarcoding, varias sequéncias de espécies nao-alvo sdo
inevitavelmente geradas e em muitos casos acabam sendo descartadas nas anlises de
bioinformatica (Macher et al., 2021). Porém, quando precisamos compreender a dindmica
de uma espécie, levar em consideracdo as informacdes bioldgicas sobre a presenca de
outros organismos nos ambientes estudados, nos permite ter um panorama maior e mais
preciso para os estudos ecoldgicos, além de possibilitar a compreensdo da dindmica de
espécies que convivem nos mesmos ambientes que o bagrinho T. claviger.

Neste contexto, analisamos também a presenca de outros vertebrados presentes
nas amostras ambientais aquaticas, que foram amplificadas inicialmente visando a
presenca de espécies de peixes.

Os ASVs designados como mamiferos, pertencem a cinco espécies, Bos taurus
(boi); Canis lupus familiaris (cachorro doméstico); Homo sapiens (homem); Philander
frenatus (cuica-quatro-olhos) e Sus scrofa (porco). Ja para as aves, foram determinadas
cinco espécies, Campylorhamphus falcularius (arapacgu-de-bico-torto), Scytalopus
speluncae (tapaculo-preto), Crypturellus obsoletus (inhambuguacu), Contopus cinereus
(papa-moscas-cinzento) e Turdus flavipes (sabia-una) (Tabela 3). As ASVs para as aves,
foram registradas para os pontos MK2, MK3. J& as ASVs para mamiferos, foram
registradas para os pontos MK2, MK3, MK4, MK5, MK6, MK7 e RBS8. Os pontos MK3

e MK®, foram os Unicos pontos que ndo houve detecgdo de espécies de peixes.
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Tabela 3. Relacdo das espécies de peixes, aves e mamiferos, identificados nas amostras de eDNA.

CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO ESPECIE
Peixes Characiformes Characidae Deuterodon De_uterodon giton
(Eigenmann, 1908)

. . - . Hoplias malabaricus
Peixes Characiformes Erythrinidae Hoplias (Bloch, 1794)

. . . - Phalloceros harpagos
Peixes Cyprinodontiformes Poeciliidae Phalloceros Lucinda, 2008

. . . Gymnotus carapo
Peixes Gymnotiformes Gymnotidae Gymnotus Linnaeus, 1758

. . . Coptodon rendalli
Peixes Perciformes Cichlidae Coptodon (Boulenger, 1897)

. . o Geophagus brasiliensis
Peixes Perciformes Cichlidae Geophagus (Quoy & Gaimard, 1824)
Peixes Perciformes Cichlidae Oreochromis Or_eochromls niloticus

(Linnaeus, 1758)
Peixes Perciformes Sciaenidae Micropogonias Plagioscion sp.

. . . . Hypoclinemus mentalis
Peixes Pleuronectiformes  Achiridae Hypoclinemus (Ginther, 1862)

. - S Neoplecostomus microps
Peixes Siluriformes Loricariidae Neoplecostomus (Steindachner 1877)
Peixes Siluriformes Heptapteridae Pimelodus Pimelodus sp.

. oo . . Rhamdia quelen
Peixes Siluriformes Heptapteridae Rhamdia (Quoy & Gaimard 1824)

Trichogenes claviger
Peixes Siluriformes Trichomycteridae Trichogenes de Pinna, Helmer, Britski &
Nunes 2010
. - . . . Trichomycterus caudofasciatus
Peixes Siluriformes Trichomycteridae Trichomycterus Alencar & Costa 2004
. . Campylorhamphus falcularius
Aves Passeriformes Dendrocolaptidae Campylorhamphus (Vieillot, 1822)
. . . Scytalopus speluncae
Aves Passeriformes Rhinocryptidae  Scytalopus (Ménétries, 1835)
. . . Crypturellus obsoletus
Aves Passeriformes Tinamidae Crypturellus (Temminck, 1815)
. . Contopus cinereus
Aves Passeriformes Tyrannidae Contopus (Spix, 1825)
Aves Tinamiformes Turdidae Turdus Turdus flavipes Vieillot, 1818
Mammalia Artiodactyla Suidae Sus Sus scrofa Linnaeus, 1758
Mammalia Artiodactyla Bovidae Bos Bos taurus Linnaeus, 1758
Mammalia Carnivora Canidae Canis Cf”m'S lupus familiaris
Linnaeus, 1758
. . . . . . . Philander frenatus
Mammalia Didelphimorphia Didelphidae Philander (Olfers, 1818)
Mammalia Primates Hominidae Homo Homo sapiens
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4. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que a abordagem eDNA metabarcoding é uma
alternativa viavel de informacg6es genéticas para espécies ameacadas e espécies ndo-alvo.
Também demonstrou que a utilizacdo do marcador 12S, desenvolvido para a detec¢éo de
T. claviger, se mostrou eficiente, tornando essa abordagem uma ferramenta poderosa e
promissora para monitorar a ocorréncia de espécies ameacadas e que vivem em ambientes
sensiveis.

A abordagem eDNA metabarcoding, foi uma ferramenta auxiliar na percepcao
holistica da biodiversidade, detectando uma diversidade de tdxons com igual certeza. Nas
cabeceiras do rio Itapemirim o0 eDNA auxiliou na deteccdo de espécies invasoras, exéticas
e ameacadas, mas também detectou a presenca de outras espécies de vertebrados néo-
alvo, que vivem préximos dos ambientes aquaticos, tonando essa técnica abrangente e
reduzindo custos adicionais e impactos sobre os frageis ambientes de cabeceira de riachos
florestados.

O potencial de deteccdo de espécies bioindicadoras se confirmou com o uso da
técnica e se mostrou um metodo bastante sensivel para rastrear as espécies presentes em
um determinado ambiente.

O ponto RBS8, localizado no Ribeirdo Braco Sul, além de ser uma ampliagéo da
distribuicdo da espécie, que até entdo era conhecida somente para 0s contribuintes do rio
Caxixe, demostrou ser um bercario para a espécie, onde foi possivel visualizar dezenas
de individuos juvenis e alevinos nadando.

Os resultados demonstraram que T. claviger ainda estd presente na regido
delimitada para este estudo e sua detec¢do nas amostras ampliou a distribuicdo da espécie,
que antes do estudo era conhecida somente da localidade tipo, com uma area de Extensdo
de Ocorréncia (EOO) que era desconhecida e agora passa a ter 8.883 km2 e uma Area de
Ocupacéo (AOOQ) revisada agora com 16.000 km2.

O rapido avanco das tecnologias em genémica € promissor. Esperamos em um
futuro proximo que a aplicabilidade do eDNA possa fazer a diferenca como uma

ferramenta de apoio aos estudos em conservacao da biodiversidade.
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1. INTRODUCAO

Os estudos de histdria natural auxiliam na compreensdo da dindmica dos organismos e
buscam saber onde eles vivem e o que eles fazem em seu ambiente, incluindo interagdes
com outros individuos. As pesquisas sdo baseadas em estudos voltados para ecologia,
comportamento descritivo, além de experimentos para observacdo da interacdo entre
espécies (Greene, 1994). Pesquisas dessa natureza sao importantes para compreensao da
biodiversidade, pois permitem tracar estratégias de conservacdo para 0 grupo que se
estuda (Grene & Losos, 1988).

Para os peixes Trichomycteridae, os estudos se concentram mais para as especies de
caverna como Trichomycterinae (Bichuette & Trajano, 2004; Rizzato et al., 2011) e de
habitos parasiticos, como o0s Vandeliinae e Stegophilinae (Winemiller & Yan, 1989; de
Pinna & Britski, 1981; Spotte et al., 2001). Para as espécies epigeas se destacam 0s
estudos de Zuanon & Sazima (2004) e Zanata & Primitivo (2014).

Os peculiares cambevas do género Trichogenes (nome popular dado as espécies
pertencentes a familia Trichomycteridae), estdo alocados em uma subfamilia prépria,
Trichogeninae. Essa subfamilia apresenta a morfologia e 0 comportamento muito
distintos do que se vé outros grupos dentro da familia Trichomycteridae na Mata
Atlantica.

Quando comparados o0 género Trichogenes como o0s géneros Trichomycterus,
Microcambeva e ltuglanis, as diferencas estdo, respectivamente: corpo parcialmente
comprimido (vs. deprimido), olhos proporcionalmente grandes (vs. pequenos), habitos de
vida ndo tdo cripticos (vs. cripticos), nadadores ativos a meia agua (vs. demersais), e na
maioria das vezes a Unica espécie de peixe naquele trecho do riacho (vs. ambiente co-
habitado por outras espécies).

A subfamilia Trichogeninae, conta com trés espécies descritas: Trichogenes longipinnis
Britski & Ortega, 1983, Trichogenes claviger de Pinna, Helmer, Britski & Nunes, 2010 e
Trichogenes beagle de Pinna, Reis & Britski 2020.

A espécie Trichogenes longipinnis, a primeira a ser descoberta, ocorre em rios costeiros
entre os estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro, habitando riachos de cabeceiras na regido
nomeada Costa Verde, entre litoral norte de Sdo Paulo e o sul do Rio de Janeiro. A espécie
Trichogenes claviger, descrita quase trés décadas apds seu congénere T. longipinnis,
também vive em ambientes restritos e de altitude da Mata Atlantica, porém habita as

cabeceiras do rio Itapemirim, ao sul do estado do Espirito Santo.
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Uma terceira espécie, Trichogenes beagle, foi descrita a partir de material colecionado
sem a informagdo de localidade, carecendo inclusive de conhecimento acerca de qual
bacia hidrogréfica pertence. Sua descri¢do foi uma tentativa de colocar a publico mais
uma populacdo desses enigmaticos peixes de riacho, que inclusive ndo possui nem
informacdes sobre os coletores, o que seria uma esperanca de resgatar mais informacoes
sobre a espécie (M. de Pinna, com. Pessoal).

Para a espécie T. claviger, foco deste estudo, as informac6es disponiveis até 0 momento,
limitam-se a sua descricdo original, a notas publicadas em anais de congressos (Silva et.
al, 2017; Silva et. al, 2022), e a publicacdes focadas em conservacdo e comportamento
(Sarmento-Soares et. al, 2018 e Silva et. al, 2022).

Com o trabalho voltado para o eDNA da espécie, questdes como sua distribuicdo de
ocorréncia, 0s ambientes que a espécie vive, puderam ser compreendidos, como consta
no Capitulo 1 dessa dissertacéo.

Porém, compreender somente sua distribuicdo ndo é o suficiente para proteger de fato
essa espécie, saber quais sdo as ameagas que ela enfrenta sdo fundamentais, tendo em
vista as pressdes constantes que os ambientes aquaticos sofrem. Este cenario se torna mais
preocupante, quando as espécies que ali vivem, sdo extremamente sensiveis a mudancas
ambientais e dependentes de vegetacgéo ciliar para sobreviver (Buckup, 1999; Langeani
et al., 2005). Por este motivo, o presente estudo, tem por objetivo principal caracterizar
os ambientes de vida, a ocupacdo do habitat e aspectos do comportamento de T. claviger
em seu ambiente natural e em aquario, para subsidiar informacdes necessarias a sua

conservacao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Area de estudo

O presente estudo foi realizado nos municipios de Castelo e Vargem Alta — ES, situado
entre o Parque Estadual de Forno Grande e a RPPN Aguia Branca (Figura 1).

A sub-bacia do rio Caxixe, tributario do rio Castelo no Alto rio Itapemirim, é formada

principalmente pelo corrego Picada Comprida e o Ribeirdo Brago Sul.
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Segundo o INCAPER (2022), a vegetacdo predominante dessa regido € originaria da Mata
Atlantica ombrofila densa sub-montana, com maior concentracdo nas areas de maior
altitude, com caracteristicas de mata secundaria e em regeneracéo, e com poucas areas de
matas originais. As florestas cultivadas predominantes nessa regido sao de espécies de
eucalipto e pinus. De acordo com a Classificacdo Climatica de Képpen & Geiger (1928)
feita por Alvares et al. (2013), as cidades de Vargem Alta e Castelo, estdo classificadas

com o clima temperado quente, sem estagdo seca no inverno (clima do tipo “Ctb”).
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Figura 1. Area de estudo: bacia do rio Itapemirim. Os circulos e estrela, indicam os locais que
a espécie ocorre. A érea esté situada entre as RPPNs Mata de Kaetés e Aguia Branca.

2.2. Observacdes de campo

As observacdes de campo foram realizadas em trechos lénticos ou semi I6ticos dos
corregos na area de estudo, em ambientes arenosos, com aguas cor de ché e vegetagdo
marginal (Figura 2). A profundidade média desses locais ndo ultrapassava os 40cm,

formando em algumas localidades pogas maiores, sem correnteza.
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Observacdes subaquaticas e captura de peixes foram realizadas em quatro localidades
diferentes, sendo trés na Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Mata de
Kaetés e uma no Ribeirdo Braco Sul, em uma propriedade particular.

O comportamento foi observado diretamente, a luz do dia. Observagdes noturnas foram
feitas em aquério de campo. Para evitar perturbagdes, os animais em aquario foram
observados usando iluminacdo indireta, com o auxilio de uma luminéaria revestida com
papel celofane vermelho. O registro do comportamento em sessdes diurnas no ambiente
natural somou 10 horas de observacdo direta. As observacfes em aquario de campo,

incluindo fotografia e gravacdes de comportamento, somaram 32 horas de observacéo.

2.3. Numero de individuos visualizados

Com o objetivo de estimar 0 numero de individuos ativos em cada visita, foram realizadas
observagdes subaquaticas, sendo anotados o nimero de exemplares observados e seu
comportamento (Figura 3). Os registros do nimero de individuos visualizados séo
apresentados na forma de médias por ponto.
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Figura 3. Espécie Trichogenes claviger em filmagens subaquéticas no campo.

2.4. Amostragem

Para este estudo de comportamento, foi realizada uma expedicgéo de campo na localidade
de Caetés, Corrego Picada Comprida, municipio de Castelo. Para a expedi¢do obtivemos
autorizacdo de licenca do SISBIO (NUmero: 79046-1/2).

Por se tratar de uma espécie Criticamente em Perigo (CR), os peixes foram observados e
coletados com peneira, e apds a captura o0s espécimes foram mantidos em aquario. Os 05
individuos de Trichogenes claviger, foram trazidos para o laboratorio e foram utilizados
em um experimento comportamental. Nesse experimento de 15 dias, os espécimes foram
mantidos em aquéario pequeno (15cm de altura x 30 cm de largura x 20 cm de

profundidade), com agua proveniente do riacho amostrado (Rio Caxixe). Os peixes foram
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mantidos em fotoperiodos de 12 horas claro: 12 horas escuro, em um ambiente provido
de iluminag&o natural indireta.

Foram tomados dados bioticos referentes a vegetacdo e abidticos quanto a agua e
substrato das localidades amostradas. Alguns exemplares foram fotografados em vida,
assim como seus respectivos biotopos (Figura 4). Em laboratdrio, os exemplares foram
medidos com paquimetro digital Mitutoyo 500-196-30B (precisdo de 0,01mm) para

obten¢do do comprimento padrao.

Figura 4. A- espécie Trichogenes claviger recém capturada; B e C- ambientes que a espécie

ocorre.

Os pontos de amostragem foram georreferenciados por GPS (Global Positioning System),
fotografados e caracterizados quanto as condi¢des ambientais. Do material coletado, antes
da fixacdo, foram extraidas amostras de tecido, para usos posteriores em analises
genéticas, que foram acondicionados em microtubos com alcool absoluto, mantidos em
freezers da colecdo MBML-PEIXES.
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2.5. Contelido estomacal
Como os exemplares foram mantidos em observacao no aquério, ndo foi possivel realizar
a analise do conteudo estomacal, devido a interferéncia na alimentacdo. Nos baseamos no

trabalho anterior realizado por Sarmento-Soares (2018), com a espécie.

3. RESULTADOS

3.1. Habitat natural

A cobertura vegetal predominante é a floresta ombrofila densa submontana, com uma
vegetacdo arbdrea entre 7 a 15 metros de altura (Ambientais, 2000). Na mata riparia
destaque para a canela (Nectandria spp.), e a palmeira jucara (Euterpe edulis Mart.),
sendo essa Ultima espécie altamente visada por cacadores que a extraem nesses
remanescentes florestais (Figura 5). Na margem fluvial, também havia ocorréncia de
samambaias. Além disso, existe uma grande diversidade de epifitas, principalmente as
Bromeliaceas (Guzmania lingulata (L.) Mez), Gesneridceas e Araceas, com destaque para
a espécie Philodendron spiritus-sancti G.S.Bunting, endémica do Estado do Espirito

Santo e ameacada de extin¢do (Fraga et al., 2019).

Figura 5. Retirada de palmito nas areas limitrofes de ocorréncia da espécie Trichogenes

claviger.
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Os pontos onde a espécie foi avistada, conforme resultados da pesquisa com eDNA, estéo
situados entre VVargem Alta e Castelo, no complexo Mata de Kaetés e Ribeirdo Braco Sul.
Registros incluem riachos de primeira e segunda ordem nas cabeceiras do rio Caxixe,
entre as coordenadas 20°30'40.0"S 41°02'00.0"W e 20°28'37"S 41°04'17"W.

Os riachos séo rasos, entre 20 e 70 cm de profundidade, de correnteza fraca ou parada.
Possuem leitos arenosos, revestidos por densa camada de folhico, galhos e restos de
vegetacdo. Ndo haviam macrofitas flutuantes ou plantas emergentes, mas em alguns
trechos estavam presentes raizes submersas da vegetacao riparia. A dgua € transparente,
de tonalidade translucida e sem turbidez, nas localidades da RPPN Mata de Kaetés e com

matéria organica em decomposicdo e agua mais escura em Ribeirdo Braco Sul (Figura 6).

Figura 6. Diferencas na coloragdo da agua nos ambientes com ocorréncia da espécie Trichogenes
claviger. A- agua transparente, cor de cha, com substrato arenoso (RPPN Mata de Kaetés) e B-
agua mais escura, com substrato de lama e matéria organica em decomposicdo (Ribeirdo Braco
do Sul).
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3.2. Comportamento na natureza

Em ambiente natural Trichogenes claviger demonstrou comportamento de agregacao,
onde juvenis e adultos convivem juntos, sendo que os juvenis ficam mais expostos,
enquanto individuos adultos tém comportamento criptico durante o dia, e a noite
forrageiam, corroborando as observacdes ja realizadas (Silva et al., 2022). Os riachos
possuem leitos arenosos, com uma camada densa de folhico sobre a areia, e ainda galhos
e restos de vegetacdo, onde a espécie usa como esconderijo. Os bagrinhos foram
observados em aguas claras, translicidas e também em aguas mais escuras, ambos com
correnteza fraca e em area mais empocadas. Nos trechos onde havia correnteza forte a

espécie ndo foi encontrada.

3.3. Comportamento em aquario

O comportamento da espécie foi registrado durante o dia (periodo da manha) e a noite
(no crepusculo). Individuos juvenis de T. claviger nadam ativamente sobre o substrato e
ndo exibem um comportamento criptico, ou seja, ndo se enterram na areia quando
perturbados (Figura 7). Observamos que a ocupagdo na coluna d’agua varia conforme o
tamanho. Os adultos sdo principalmente demersais, e demonstram comportamento
criptico. Estes adultos se mostram territorialistas durante o dia, ocupando o abrigo e
impedindo a entrada dos demais, enquanto que os sub-adultos e jovens nadam na meia
agua. Durante o dia os individuos se mantém ocultos sob a vegetacdo, e saem para
forragear no horéario do crepusculo. Individuos maiores se camuflam no fundo de areia e

pedras, permanecendo estacionarios por minutos, quando percebem perturbacdes.

Figura 7. Individuos juvenis de Trichogenes claviger nadando ativamente no aquario.
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A oferta alimentar consistiu em insetos imaturos e invertebrados terrestres. Os individuos
sdo ageis principalmente ao anoitecer, no momento da oferta alimentar, tendo preferéncia
por animais relativamente pequenos, contudo, em uma situagdo observada, um juvenil
conseguiu ingerir uma minhoca inteira, 0 que pode sugerir plasticidade na ingestdo de
alimentos que caem na agua (Figura 8). As observacdes corroboram que T. claviger é
bastante resistente a ambientes controlados, sem aeragdo artificial. E o comportamento
em aquario possivelmente se relaciona com as peculiaridades do ambiente habitado, que
sdo matas preservadas de aguas claras extremamente limpas, com pouca oferta de

nutrientes de origem autoctone.

Figura 8. Individuo juvenil de Trichogenes claviger capturando uma minhoca (que foi ofertada

como sugestdo de alimentagdo), e engolindo inteira.

3.4. Interagdo com outras espécies

Em seu habitat natural Trichogenes claviger, foi a Unica espécie observada em seu
biétopo. Mas mesmo assim foram realizados experimentos colocando outras espécies
“invasoras”, para documentar o comportamento da espécie em ambiente controlado.

A primeira a ser introduzida no aquario foi um barrigudinho da espécie Poecilia vivipara,
coletado em um riacho do contribuinte do rio S8 Lourengo, em Santa Teresa-ES

(residéncia da pesquisadora Juliana Silva). A espécie se adaptou muito bem ao aquéario e
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sua presenca nao incomodou os individuos de T. claviger, tampouco serviu de
alimentacdo. Foram observados em alguns momentos, quando eram ofertados alimentos,
que os juvenis de T. claviger espantavam a P. vivipara, quando a mesma se aproximava
do alimento.

A outra espécie introduzida foi um cascudo Hypostomus affinis (Figura 9).
Diferentemente do comportamento com o barrigudinho, com a presenca do cascudo todos
os individuos se sentiram ameagados, levando os adultos a atacarem o cascudo (ainda que
este fosse maior), que ficou o tempo todo aderido a lajota (local que era abrigo dos
individuos de T. claviger). Apés alguns dias da introducéo do cascudinho, os individuos

de T. claviger comecaram a morrer, provavelmente devido ao estresse.

Figura 9. Individuo de Hypostomus affinis, colocado no aquario juntamente

com os individuos de Trichogenes claviger e Poecilia vivipara.

3.5. Distribuicéo espacial e periodo de atividade

Tanto na RPPN Mata de Kaetés, quanto no Ribeirdo Braco do Sul, foram avistados varios
individuos, inclusive no ultimo ponto foram avistados alevinos de T. claviger, mostrando
que a espécie esta reproduzindo. Em ambos os pontos o nimero de individuos nadando
era superior a 100 (estimativa visual).

Os alevinos, juvenis e individuos adultos, tém preferéncias distintas de habitat e periodo
de atividade. Alevinos: foram observados muitos individuos (50 a 100) nadando
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ativamente durante o dia em areas maiores mais a jusante, onde os individuos adultos e
juvenis costumam ficar, com profundidade mais rasa (25cm). Esses individuos possuem
a cabeca maior, quando comparada ao tamanho do corpo (Figura 10).

Figura 10. Alevino da espécie Trichogenes claviger, recém capturado.

Ja os individuos juvenis compartilham do mesmo ambiente que os individuos adultos,
porém estes ficam mais expostos, nadando ativamente no periodo do dia, podendo ser
facilmente avistados, possuindo também comportamento de agregacao.

Um comportamento bem comum nos individuos adultos e juvenis de maior porte, era se
manter ocultos sob a vegetagdo, e sairem para forragear no horario do crepusculo.
Individuos maiores se camuflam no fundo de areia e galhos, permanecendo estacionarios

por minutos, quando percebem perturbacdes.

3.6. A participacdo social na conservagao

Com a parceria realizada com o Projeto Saira apunhalada, que abriga em sua area de
atuacdo a o bagrinho T. claviger, a espécie que até entdo era andbnimo ao publico néo-
cientista, passou a ser conhecida na regido. Com o apoio foi possivel voltar a localidade
tipo da espécie e coletar os cinco primeiros exemplares, tendo em vista que a area até o
ano de 2019 pertencia a uma empresa privada, o que dificultava o acesso ao local.

Com a popularizacdo da espécie na regido, uma descoberta inesperada foi feita no inicio
de 2023. Um agricultor local relatou a presenca de T. claviger em uma outra sub-bacia,
localizado no Braco do Sul (Ribeirdo Braco do Sul), pertencente ao municipio de Castelo.
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Em visita ao local foi possivel verificar que, além de abrigar centenas de individuos, o
local correspondia a um bercério, onde a espécie se reproduzia. Gragas ao apoio da familia
Faccini, foi possivel descobrir uma nova localidade para o bagrinho, que rapidamente se

popularizou na regido, se tornando conhecido pela comunidade local (Figura 11).

Figura 11. Espécie Trichogenes claviger desenhada em um dos pontos de coleta seletiva na
localidade de Alto Castelinho, Castelo- ES.

3.7. Midias sociais e a popularizagdo da ciéncia

As midias sociais ttm se tornado cada vez mais uma ferramenta importante de
aproximacéo dos projetos de pesquisa, com a populagdo ndo-cientista, tendo em vista a
facilidade e agilidade que as informacdes séo repassadas.

Pensando nesse canal de comunicacdo, foi criado recentemente, um perfil do projeto no
Instagram, com o objetivo de repassar as informac6es geradas pelo projeto, de forma mais

sintetizada e de facil entendimento (Figura 12).
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Figura 12. Perfil no instagram criado para divulgacéo do projeto.

4. DISCUSSAO

As populacdes da espécie T. claviger, mesmo apresentando um alto namero de individuos
por trecho, ainda estdo isoladas em fragmentos florestais, 0 que representa um risco
eminente para a espécie. A populacdo que vive na Reserva de Caetés e Ribeirdo Brago do
Sul, podem ser consideradas restritas, pois conforme a vegetacdo marginal é alterada a
espécie desaparece, mostrando-se extremamente exigente quanto as condigOes
ambientais.

As observacGes comportamentais da espécie em campo e aquario, mostraram que 0S
bagrinhos sdo nadadores ativos durante o dia e, ocupam o0 meio da coluna d"agua e ndo o
fundo do rio, como acontece com a maioria dos Trichomicterideos. Sua dieta sugere
dependéncia de recurso alimentar aloctone pela presenca de besouros Coleoptera e
formigas Hymenoptera (Sarmento-Soares et al.,2018). Em aquério, mostrou-se ser uma
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espécie altamente territorialista, cujos individuos juvenis competiam entre si por oferta
de alimento, além de apresentar comportamento agonistico, onde perseguia outros
individuos sempre que o alimento era ofertado e atacando nas vezes que se sentiu
ameacado por outra espécie, como Hypostomus sp., por exemplo.

A descoberta de individuos alevinos em campo, na localidade de Ribeirdo Brago do Sul,
mostrou que a espécie esta se reproduzindo e em grande quantidade, dado aos numerosos
individuos vistos nadando. Pelo fato dessa populagdo ndo estar em uma Unidade de
Conservacao, 0s riscos que esse grupo sofre sao eminentes, tendo em vista que a area €
rodeada de pastagem, eucalipto e cultivares agricolas.

Com a criacdo da area RPPN Mata de Kaetés, através do Projeto Saira-apunhalada,
grandes avancos foram tomados para a preservacao desta espécie e de todas as outras que
ali vivem, servindo de refugio e protecdo efetiva. Porém, para que essa espécie esteja de
fato protegida, sera preciso proteger ainda mais os remanescentes florestais do alto
Itapemirim, em especial na sub-bacia do rio Caxixe. Envolver a populagdo local é
fundamental, tendo em vista o reconhecimento da populacdo sobre a importancia da
espécie. A ampliacdo e/ou construcdo de novas areas protegidas, seria mais um grande
avanco para a preservacao do bagrinho-de-kaetés, nome adotado pela populacéo local e

que sugerimos como nome popular para a espécie.
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