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Resumo: O presente estudo mostra os avancos obtidos na coleta de peixes e caracterizacao ambiental de
riachos. Desde a publicacdo em 1999 do volume VI “Ecologia de Peixes de Riachos”, da entdo denominada
Oecologia Brasiliensis, hoje Oecologia Australis, varios progressos ocorreram. Diversos métodos de coletade
peixes propriamente ditos, permaneceram os mesmos. Porém, em relacdo ao uso da pesca elétrica, coleta
de ovos e larvas de peixes, e caracterizacdo de habitat fisicos em riachos, houve notavel desenvolvimento
e aperfeicoamento. O objetivo deste artigo é apresentar o “estado da arte” destes aspectos da amostragem
de peixes e habitat em riachos. Métodos de preparo de amostras para anélises genéticas, is6topos estaveis
e metais pesados sdo apresentados resumidamente ao final.

Palavras-chave: ictioplancton; integridade bidtica; pesca elétrica; preparo de amostras biolégicas;
suficiéncia amostral.

ADVANCES IN METHODS FOR FISH SAMPLING AND HABITAT ASSESSMENT IN TROPICAL STREAMS:
This paper brings some advances in fish data sampling and stream environments. Since the publication in
1999 of volume VI “Ecology of Stream Fishes” in the former Oecologia Brasiliensisjournal, today Oecologia
Australis, many progresses have occurred. Several methods of collecting fish themselves, have remained
the same. However, in relation to the use of electric fishing, collection of eggs and fish larvae, and
characterization of physical habitats in streams, there was remarkable development and improvement.
The purpose of this article is to present the “state of the art” of these three aspects of sampling fish and
habitats in streams. By the end, preparation methods of samples for genetic, stable isotopes and heavy
metal analyses are briefly presented.

Keywords: biological samples preparation; biotic integrity; electrofishing; ictioplankton; sampling
sufficiency.




INTRODUCAO

Como em qualquer outra &drea das Ciéncias
Naturais, amostragens em ambientes de dgua
doce de pequeno porte representam um desafio
para a caracterizacdo de sua biota, incluindo
os peixes. Apesar de abrigar alta diversidade de
espécies (Buckup 2021), riachos tropicais estao
entre os ecossistemas mais ameacados do mundo
(Dudgeon etal.2006), e ainda sdo menos estudados
que riachos temperados (Winemiller et al. 2008). A
diversidade de ambientes aos quais nos referimos
como “riachos” impode cuidados para que sejam
adequadamente amostrados. Eles podem ser de
altitude, ao nivel do mar, dentro de matas fechadas
ou ambientes abertos, em diferentes biomas
e latitudes, perenes ou intermitentes. Neste
volume especial sao abordados diversos tipos de
ambientes especificos, como por exemplo, riachos
de caverna (Bichuette 2021), intermitentes (Terra
et al. 2021), urbanos (Marques & Cunico, 2021),
ou numa abordagem macroecolégica (Dias et al.
2021).

A pesquisa em biologia de peixes pode ser
genericamente definida como “um processo
sistemdtico e ordenado pelo qual
conhecimentos ou informacdes sdo obtidos de
acordo com os objetivos especificados” (Waters
& Erman 1990). Como toda drea de pesquisa, o
planejamento antecede qualquer outra atividade,
principalmente antes de efetivamente ir ao campo
para a coleta das informacdes. Esse planejamento
deve envolver justificativas bem claras para sua
execucao, com a definicdo de perguntas a serem
respondidas e hipéteses a serem testadas (Willis &
Murphy 1996), e que definirdo o desenho amostral
(e.g., numero e distribuicdo espacial de pontos
amostrais e frequéncia amostral), que deve ser
estatisticamente robusto.

A padronizagido de amostragens é a maneira
de permitir comparacdes (Bonar et al. 2009). A
utilizacdo de métodos facilmente replicaveis por
profissionais e estudantes permite comparagdes
espaciais e temporais, que sao fundamentais para
a avaliacdo da qualidade ambiental, conservacao
e manejo desses ambientes. Seguindo o método
cientifico (Trujillo 1974, Galliano 1979), algumas
etapas devem ser previamente cumpridas.
Basicamente, parte-se de uma pergunta inicial a
serinvestigada, em seguidafaz-se umaprospeccao
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sobre o “estado da arte” do conhecimento sobre o
tema. Nessa fase, o pesquisador e/ou estudante
podem dimensionar o nivel de informacao
existente e formar a base conceitual para
responder aquela pergunta. De posse da pergunta
e das informacdes disponiveis, sdo elaboradas
as hipoéteses que norteardo o estudo e predigdes
do que se espera como resultados. Seguem-se,
entdo, as etapas de coleta de dados em campo,
processamento de material em laboratoério,
andlises estatisticas, interpretacdo e discussdo
dos resultados obtidos e as conclusoes.

Entre as diversas abordagens no estudo
da ictiofauna de riachos, é possivel planejar
atividades em diferentes escalas, partindo
da autoecologia e estudos populacionais de
uma espécie, até a ecologia de comunidades
e ecossistemas. Medidas de estrutura de
comunidades, por exemplo, servem para avaliar
comparativamente a saide do ambiente, tanto
na escala espacial quanto temporal. Mais
recentemente, os indices tradicionais como
riqueza de espécies, diversidade, equitabilidade,
similaridade (Leal et al. 2014) tém sido
complementados por indices multimétricos
como o Indice de Integridade Biética (em inglés
Index of Biotic Integrity — IBI) proposto por (Karr
1981), posteriormente desenvolvido por Peck
et al. (2006) e adotado pela Agéncia Ambiental
Americana (US-EPA) para aplicacdo em todo
o territorio americano. Hoje esse protocolo da
US-EPA encontra-se integralmente traduzido,
adaptado e validado para as condicoes tropicais
(Callisto et al. 2014), assim como o primeiro
indice proposto por Karr (1981) (Jaramillo-
Villa & Caramaschi 2008). Além de todos os
formuldrios de campo para a caracterizagao do
habitat fisico em riachos (Callisto et al. 2014),
toda a metodologia de planejamento e realizacao
de amostragens é apresentada na mesma obra
(Macedo et al. 2014). Aplicacdes do IBI foram
recentemente publicados parariachos de cerrado
(De Carvalho et al. 2017), Mata Atlantica (Ferreira
& Casatti 2006), caatinga (Santos & Caiola 2020), e
igarapés da Amazodnia (Chen et al. 2017, Prudente
et al. 2018), por exemplo. No presente volume,
Casatti & Ortigossa (2021) revisam o tema.

Nas amostragens com esforco padronizado
é possivel gerar o cdlculo de métricas ou mesmo
CPUE (Captura por Unidade de Esforco). Além das
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amostragens quantitativas, cuja padronizacgdo e
possibilidade de replicacdo permitem andlises e
testes estatisticos com base em médias, variancias,
desvios e padrdoes, as amostragens
qualitativas também sdo importantes. Este tipo
de amostragem ativa permite escolher e explorar
bidtopos especificos no ambiente, resultando
em um maior nimero de espécies coletadas em
trabalhos de inventdrio. Dessa forma, temos a
captura expressiva de espécies de pequeno porte,
enriquecendo significativamente abiodiversidade.
Em levantamentos de biodiversidade e trabalhos
de sistemadtica/taxonomia como
surveys e Avaliacoes Répidas (RAP - Rapid
Assessment Protocols) (Birindelli et al. 2016) a
coleta ndao padronizada (qualitativa) tem foco
em uma espécie, grupo de espécies ou ambiente
especifico.

O objetivo deste artigo é apresentar os avancos
em métodos de amostragem da ictiofauna de
riachos, ressaltando que a maioria dos métodos de
coleta ja estdo descritos em Uieda & Castro (1999).
Nesta obra, da entdo série Oecologia Brasiliensis,
foram abordadas técnicas de captura ativa e
passiva, equipamentos utilizados, métodos de
fixacdo, avaliacdo dos ambientes, observacao
visual, e até o uso de ictiotéxicos (timbo,
rotenona) atualmente proibidos no Brasil pela
Lei de Crimes Ambientais (Brasil 1998). Devido
aos avancos, tanto de técnicas quanto de textos
regulatorios para pesquisas em sistemas naturais,
apresentamos neste trabalho uma amplia¢cdo do
contetddo apresentado em Uieda & Castro (1999)
de modo a atender as demandas atuais para esse
tipo de estudo. Pretende-se, assim, complementar
o trabalho acima mencionado com informacdes
mais recentes ndo abordadas aquela época.

€rros

inventarios,

ASPECTOS METODOLOGICOS

Caracterizagdo do habitat fisico

Riachos podem ser compreendidos a partir de
diversas escalas espaciais, contemplando desde
sua bacia hidrografica, onde predominam a
influéncia do clima, a geologia e a topografia, até
escalas mais finas, de habitat (e.g., corredeiras e
remansos) e micro-habitat (e.g., tipos de substrato,
presenca de matéria organica) (Frissel et al. 1986,
Allan et al. 1997, Poff 1997). Tais componentes
sdo interligados, j4 que os habitats fisicos e
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caracteristicas quimicas locais sdo determinados
por processos em larga escala, como mudancas
no uso do solo (Leal et al. 2016).

Uma vez que cada espécie possui um conjunto
especifico de atributos ecoldgicos e bioldgicos
(traits) que a capacitam para adaptar-se e resistir
a filtros de habitat (Leal et al. 2018), padrdes
de distribuicao estdo ligados as condicoes dos
habitat locais (Townsend & Hildrew 1994, Poff
1997, Leal et al. 2011). Assim, identificar atributos
das espécies associados a caracteristicas do
habitat aumenta a capacidade de previsdo de
como as distribui¢cdes de espécies sao reguladas
em toda a paisagem (Castro et al. 2018).

Nesse sentido, uma série de protocolos vem
sendo aplicados no Brasil para caracterizar o
ambiente fisico de riachos (e.g., Roth ef al. 1996,
Barbour et al. 1999, Hall et al. 1999, Callisto et
al. 2002). Um deles em especial, descrito por
Kaufmann et al. (1999) e por Peck et al. (2006),
é aqui apresentado brevemente de forma
a exemplificar metodologias e aspectos da
estruturafisicaderiachosrelevantes paraestudos
ecolégicos. Esse protocolo vem sendo aplicado
em diferentes biomas brasileiros, incluindo o
Cerrado (Macedo et al. 2014, De Carvalho et al.
2017), a Mata Atlantica (Mazzoni et al. 2011, Terra
et al. 2013b, 2016) e a Amazodnia (Juen et al. 2016,
Leal et al. 2016, 2018, Benone et al. 2017, Leitao et
al. 2018, Prudente et al. 2018).

Nesta metodologia, cada trecho amostral
possui 40 vezes a largura do ponto central
sorteado, ou pelo menos 150 m de extensdo,
que é dividido por 11 transectos em 10 secdes
continuas, cada uma com 15 m de comprimento
(Figura 1). Cada transecto é geralmente nomeado
das letras “A” a “K” e as sessOes das letras “AB”
a “JK”. A caracterizacao fisica é feita de jusante
para montante, alternando-se transectos e
sessOes, em sua sequéncia. Assim, inicia-se
caracterizando o transecto “A”, a sessdo “AB”,
o transecto “B”, e assim sucessivamente. Duas
pessoas bem treinadas sdo capazes de completar
a caracterizacao do habitat fisico em cerca de
duas horas e meia.

Ao longo dos 11 transectos (transversais
ao leito do rio) é medida a profundidade e
caracterizado o tipo de substrato (Tabela 1) em
cinco pontos equidistantes. Nesses mesmos
cinco pontos, é estimada a fracdo em que cada
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Figura 1. Esquema dos transectos amostrados em riachos. De acordo com Macedo et al. (2014).

Figure 1. Site sampling scheme in stream. According to Macedo et al. (2014).

substrato estd imerso em substrato fino, sendo
que areia e silte sdo considerados como 100 %
de imersdo. A caracterizacdo do transecto ainda
inclui largura e profundidade do leito sazonal,
largura molhada, altura da incisao, profundidade
damargem escavada (quando presente) e angulos
das margens. Em cada transecto é também
estimada visualmente a complexidade do habitat
em parcelas de 10 m de comprimento (5 m acima
e5m abaixo dalinhado transecto) dentro do leito
do rio, avaliando-se de forma semi-quantitativa
a cobertura por algas filamentosas, macrofitas
aqudticas, bancos de folhas, drvores vivas e
raizes, madeiras grandes (> 30 cm de diametro) e
pequenas, vegetacao pendente sobre o canal (< 1
metro da superficie da 4gua), margem escavada,

matacdo e estruturas artificiais.

Para avaliar a densidade e estrutura da
vegetacdo ripdria, estima-se visualmente a
cobertura de trés camadas de vegetacdo riparia
(dossel, sub-bosque, herbdceo) em parcelas de
10 x 10 m com seus pontos médios em ambas
as margens de cada transecto. O densiémetro
devera ser utilizado para medir a cobertura do
dossel da vegetacao acima do canal no centro de
cada transecto voltado para montante, jusante,
esquerda e direita, bem como voltado para
ambas as margens perto das mesmas. Estima-
se, ainda visualmente, a presenca e proximidade
de 11 categorias de atividades humanas na zona
ribeirinha (plantagdes, pastagens, represas e
revestimentos, edificios, pavimentacao, estradas,
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Tabela 1. Categorias de substrato para a caracteriza¢do do habitat fisico em riachos.

Table 1. Substrate categories used to characterize physical habitat in streams.

Substrato Tamanho Caracterizacao pratica
RL = Rocha Lisa >4m Mais larga que um carro
RR = Rocha Rugosa >4m Mais larga que um carro
CO = Concreto/Asfalto - -

ML = Matacao Largo la4m Caixa d’dgua até um carro

MT = Matacao

SX = Seixo

CG = Cascalho Grosso

CF = Cascalho Fino

AR = Areia

ST = Silte/Argila/Lama

AC = Argila Consolidada (Hardpan)
BF = Banco de Folhas e galhos pequenos
MO = Matéria Organica Particulada
MA = Macrofitas

AL = Algas

RZ = Raizes Finas da Mata Ciliar

MD = Madeira (qualquer tamanho)

25cmalm

Bola de basquete até caixa d’dgua

64 a 250 mm Bola de ténis até bola de basquete
16 a 64 mm Jabuticaba até bola de ténis
2al6mm Joaninha até jabuticaba

0.06 a2 mm Arenosa até tamanho de joaninha
<0.06 mm Nao arenoso

- Substrato fino consolidado, firme.

tubulagoes, aterro/lixo, gramados, extracao de
madeira e mineracao).

J4 a caracterizacdo de cada uma das 10
sessoes, é feita caminhando-se de um transecto
a outro. Nesse percurso, sdo tomadas 10 medidas
equidistantes de profundidade do talvegue, ao
mesmo tempo em que se avalia a presenca de
sedimentos finos (< 16 mm). Nesse percurso
também é feita a quantificacdo visual debarrasno
canal, canaislaterais, remansos, etipodeunidade
do canal (piscina, fluxo suave, corredeira, rdpido,
cascata, queda ou canal seco). Finalmente, ao
longo de cada sessdo, é computado o nimero de
pedacos grandes de madeira de diferentes classes
de comprimento e didmetro, dentro e fora do leito
sazonal.

Apés a caracterizagao fisica, em cada secao
¢ medida a declividade (com o auxilio de uma
mangueira de nivel) e a sinuosidade (com auxilio
de uma bussola). Finalmente, procede-se a
estimativa da vazao do riacho. Usualmente, isso
é feito a partir da velocidade média da corrente
(estimada a partir do tempo de deslocamento de
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um objeto flutuante ao longo de trés distancias
conhecidas) e do célculo da &area transversal
média (medido como profundidade média x
largura média das trés distancias conhecidas) do
local onde foi realizada a medicao.

A partir dessa caracterizacdo podem ser
calculadas até 237 métricas de habitat fisico
(Kaufmann et al. 1999), incluindo 25 métricas de
morfologia do canal, 16 de unidade do canal, 5 de
sinuosidade e declividade, 32 de caracterizacao
do substrato e estabilidade do canal, 33 de
complexidade de habitat, 60 relacionadas a
presenca de grandes pedacos de madeira, 37 de
caracteristicas da vegetacdo ripdria e cobertura
do canal, além de 29 variaveis relacionadas ao
impacto humano.

Embora produza um
de métricas relacionadas aos diferentes
componentes que estruturam um riacho,
o protocolo proposto por Peck et al. (2006)
demanda recursos financeiros e de pessoal
elevados. Outros protocolos, um pouco mais
simplificados, também vem sendo aplicados com

elevado numero



sucesso (e.g. Mendonca et al. 2005, Casatti et al.
2006). Esses incorporam, em graus diferentes,
vérias das métricas ambientais descritas acima.
Essas mesmas métricas também podem ser
medidas de formas diferentes, incorporando
novas tecnologias. Um exemplo é o densiémetro,
que pode ser substituido por fotografias ou, mais
recentemente, por aplicativo do celular (GLAMA)
(Suganuma et al. 2008, Tichy 2014, Tichy 2016).

Pesca elétrica

Arrastos e peneiras sdo, também, artefatos
amplamente usados em amostragens de riachos.
Nao detalhamos seu uso aqui, pois os mesmos
estdo bem descritos em Uieda & Castro (1999),
o qual recomendamos para mais informagoes
sobre seu uso e aplicacdo. A pesca elétrica é
um dos muitos métodos de coleta de peixes
usados em amostragens de riachos. Por ter sido
abordado superficialmente em Uieda & Castro
(1999), apresentamos os avancos alcancados nas
ultimas décadas.

Pesca elétrica é o termo dado a uma série de
métodos que tém em comum a utilizacdo da
reacao de peixes a campos elétricos na dgua. O
uso da eletricidade para pesca remonta aos anos
1800, quando era usada para manejo de acudes
e criadouros de peixes (Hartley 1990). No inicio
do século XX foi incorporada, pela ictiologia, em
estudos sobre organizacdo e funcionamento de
comunidades de peixes de riachos, em especial
na América do Norte, Europa e alguns paises
da Asia. No Brasil, a primeira mengdo ao uso
da pesca elétrica como ferramenta em estudos
cientificos foi realizada por Ihering (1934),
mas apenas a partir do final do século XX foi
efetivamente incorporada como técnica de
amostragem em estudos de ecologia de peixes
de riacho (e.g., Severi et al. 1995, Mazzoni et al.
2000a). A introdugdo da pesca elétrica como
ferramenta amostral em estudos de ecologia de
peixes de riachos possibilitou o desenvolvimento
de abordagens que requerem informacao
quantitativa em amplas séries temporais. Estudos
sobre persisténcia, estabilidade e resiliéncia de
populagdes e comunidades ganharam forca e
possibilitaram avancos importantes na drea de
ecologia de peixes (e.g., Wiley & Tsai 1983, Growns
et al. 1996, Mazzoni & Lob6n-Cervia 2000b).

Dentre os principais pontos positivos da
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pesca elétrica, destacam-se a baixa seletividade
e a possibilidade de amostragem nao invasiva/
destrutiva, como costuma ser a pesca por outros
artefatos que envolvem redes e anzoéis. E um
método para facilitar a captura (Hartley 1980,
Pusey etral. 1998) e, embora tenha um custo inicial
elevado, é considerado um excelente custo-
beneficio dada a durabilidade do equipamento e
o reduzido nimero de pessoas necessdrias para
realizar o trabalho de campo.

Existem basicamente dois tipos de
equipamentos para a pesca elétrica: (i) os
geradores de corrente alternada, disponiveis no
mercado brasileiro; e (ii) os geradores de mochila
auto reguladores da corrente elétrica, disponiveis
para importacdao dos EUA ou Europa. O custo
desses ultimos é bastante elevado, mas tém a
vantagem de serem relativamente leves (~ 9,5
kg), de facil operacao, e possibilitarem diversas
combinacoes de tipo de corrente, amperagem
e voltagem. Esse é um elemento importante,
pois implica na reducao dos riscos associados
a sobrecarga elétrica que pode ser nociva aos
peixes (e outras espécies aqudticas presentes
na drea de estudo). Os geradores de corrente
alternada, em alguns casos, necessitam de um
retificador para fazé-los trabalhar em corrente
continua. Isso os torna bastante pesados, o que,
muitas vezes, limita seu uso em locais de dificil
acesso. Quanto aos protocolos de seguranga,
recomenda-se o uso de macacao de borracha ou
neoprene e luvas isolantes para os operadores do
equipamento. Além disso, ao menos um auxiliar
de coleta deve estar na margem para desligar o
gerador em caso de necessidade. Recomenda-se
os mesmos cuidados e protocolo de seguranca
adotados para o uso dos geradores portdateis de
corrente alternada (com ou sem retificador de
corrente) e do gerador de mochila.

A aplicabilidade da pesca elétrica em riachos
no Brasil sempre foi questionada pela crenca de
sua inoperancia em dguas limpidas e de reduzida
produtividade, caracteristicas frequentemente
encontradas em riachos que drenam o solo das
bacias e microbacias brasileiras. O principal
limitador ambiental para o uso da eletricidade
como ferramenta amostral é a condutividade.
Nos riachos Neotropicais a condutividade
costuma ser reduzida, dificultando o uso da
eletricidade por corrente continua (DC), pois a
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mesma prevé a existéncia de um campo elétrico
entre os eletrodos do equipamento (Figura 2). O
uso da corrente alternada (AC) tem se mostrado
uma excelente alternativa, pois, nesse caso, o
campo elétrico fica limitado ao entorno do pucé
acoplado ao gerador (Figura2). No entanto, alguns
cuidados devem ser tomados de acordo com tipo
de corrente (AC ouDC) usada. A corrente continua

gera uma resposta fisiolégica de galvanotaxia,
que é anatacao forcada e orientada para o anodo,
seguida de galvanonarcose (= relaxamento
muscular). A corrente alternada, por sua vez, gera
uma resposta fisiolégica de oscilotaxia, que é a
natacao desorientada, seguida de eletrotétano (=
contracao e paralisia muscular). Essas respostas
e suas consequéncias fisiol6gicas podem

(A)

Corrente Alternada (AC)

FONTE

Resposta Fisoldgica: Oscilotaxia (natacdo desorientada) — Eletrotétano (contragdao
e paralisia muscular)

(B)

Corrente Continua (DC)

FONTE

Resposta Fisoldgica: Galvanotaxia (natac¢do orientada para o anodo) -
Galvanonarcose (relaxamento muscular)

Figura 2. Esquema da aplicacdo da pesca elétrica com o uso de corrente continua (acima) e alternada

(abaixo).

Figure 2. Electric fishing application using direct (above) and alternating current (below).
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ser amenizadas com a reduc¢do do tempo de
exposicdo dos peixes a eletricidade.

Protocolo amostral para quantificagdo de
populacgoes

A obtencdo de dados quantitativos é um dos
maiores problemas nos estudos de ecologia de
peixes e, por conta da seletividade, os métodos
de amostragem sao a principal limitacao de
tais estudos (Pavanelli & Caramaschi 1997).
Recomenda-se, para a quantificacdo de
populacdes, o uso da pesca elétrica, devido a
sua reduzida seletividade (e.g., Stewart 1975). No
entanto, o protocolo apresentado a seguir pode ser
utilizado, também, com outros artefatos, tal como
rede de arrasto ou peneiras.

Para seguir ao protocolo de quantificagdo, no
caso da pesca elétrica, a amostragem deve ser
realizada por uma pessoa munida de um pucd
acoplado ao gerador seguida por um auxiliar
munido de um outro pu¢d ndo acoplado. Ambos se
deslocam contra o fluxo da dgua (sentido jusante
para montante), de uma extremidade a outra
do trecho amostral, retirando todos os peixes
presentes no campo elétrico. Esse protocolo de
amostragem vale tanto para os geradores portateis
de corrente alternada (com ou sem retificador de
corrente), como para os geradores de mochila. As
duas extremidades da drea amostrada devem ser
bloqueadas porumarede de fechamento (0,5 cmde
malha), de forma que nenhum peixe entre ou saia
da localidade amostrada (= populacdo fechada -
que éaprimeirapremissa, como serdvisto adiante).
Esse mesmo trajeto é repetido mais duas vezes
e os peixes coletados em cada uma das capturas
(sdo trés capturas no total) devem ser mantidos
isolados para serem identificados e contados
considerando cada captura separadamente. Os
peixes coletados devem ser mantidos em gaiolas
flutuantes com 4gua corrente do riacho e fora da
drea de acdo da eletricidade. Uma vez contados
e medidos, os peixes devem ser devolvidos ao
riacho no ponto médio da localidade amostral. Os
dados relativos ao nimero de individuos de cada
espécie e cada captura devem ser contabilizados
separadamente para aplicagdo de um modelo de
estimativa de abundancia. Sugerimos o método
de Zippin (1958) para a estimativa de abundancia,
baseada no nimero de individuos de cada espécie,
por captura. A aplicacdao do método Zippin estd
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condicionado a trés premissas: (i) populacao
estudada fechada, ou seja, nenhum individuo
entra ou sai da drea de amostragem durante o
experimento; (ii) o esforco de pesca é constante,
ou seja, o tempo de pesca é o mesmo para todas
as capturas; (iii) a capturabilidade é constante, ou
seja, a probabilidade de ser pego é a mesma para
cada um dos individuos da populagdo. De posse
desses dados e da aplicacdo do método de Zippin
tem-se a estimativa de abundancia que pode ser
transformada em densidade a partir dos dados
batimétricos para cdlculo da 4rea amostrada.

Suficiéncia amostral

A riqueza de espécies de peixes é frequentemente
usada para avaliar os efeitos biol6gicos das
mudancas ambientais (Xenopoulos & Lodge
2006) e a condicdo bioloégica dos ecossistemas
de riachos (Karr 1981, Simon 1998, Whittier et al.
2007, Pont et al. 2009). No entanto, essa métrica de
estrutura da comunidade é uma funcao do esforco
de amostragem. Por isso, é fundamental entender
se a extensao do local e a cobertura regional sdo
suficientes para uma avaliacdo adequada dos
padroes de biodiversidade, ou mesmo, uma boa
representacao da fauna local. Normalmente,
a riqueza de espécies de peixes aumenta
abruptamente com o aumento da extensido do
trecho amostrado, mas a partir de certo ponto,
este incremento é cada vez menor (Lyons 1992,
Angermeier & Smogor 1995, Paller 1995, Patton et
al. 2000, Dauwalter & Pert 2003, Reynolds et al.
2003, Terra et al. 2013a). Essarelacdo produz curvas
de acumulacdo de taxa assintéticas. Portanto,
esforcos de amostragem baixos (ou seja, pequenas
extensdes de riacho amostradas) subestimam
a verdadeira riqueza de espécies de peixes. Por
outro lado, extensdes longas significam que, em
um cendrio de recursos limitados, menos riachos
serdo amostrados em umaregido (Fritz et al. 2006).

Alguns sugerido que uma
amostragem seria suficiente quando 90-95 % das
espécies observadas sdo coletadas (Angermeier
& Smogor 1995, Patton et al. 2000, Dauwalter
& Pert 2003, Reynolds et al. 2003). No entanto,
estudos sobre ecologia de comunidades de
peixes de riachos apresentam grande variacao na
extensdo amostrada, variando de 22 a 85 vezes a
largura média do riacho (Lyons 1992, Angermeier
& Smogor 1995, Paller 1995, Patton et al. 2000,

estudos tém
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Reynolds et al. 2003, dos Anjos & Zuanon 2007,
Terra et al. 2013a, Casarim et al. 2020). O niimero
necessario de riachos a ser amostrado para
caracterizar a fauna de umaregiao, pode ser ainda
mais varidvel. Essas diferencas provavelmente
resultam de vdarios fatores de interagdo, como
variacoes no pool regional de espécies (Cao et al.
2001), condicoes de habitat (Angermeier & Smogor
1995, Angermeier & Winston 1998), padroes de
distribuicdo (Angermeier & Smogor 1995, Paller
1995, Kanno et al. 2009), abundancias individuais
(Angermeier & Schlosser 1989, Angermeier &
Smogor 1995), processos de metacomunidade
(Leibold et al. 2004, Brown et al. 2017) e o nimero
de espécies raras (Paller 1995, Kanno et al. 2009,
Terra et al. 2013a). Adicionalmente, nao pode ser
subestimado o papel de diferen¢as nos métodos de

amostragem (Kimmel & Argent 2006), seletividade
de equipamento e eficiéncia de pesca (Meador &
MclIntyre 2003), além da experiéncia das equipes
de amostragem (Hughes & Peck 2008).

Dado o conjunto de fatores que podem
interferir na suficiéncia amostral, é importante
conhecer as ferramentas que permitem tal
avaliacdo. Curvas de acumulacao de espécies e
estimadores de riqueza sao as principais delas.
Para uma dada regido, por exemplo, pode ser
determinado o nimero cumulativo de espécies
em fun¢do do ntiimero de riachos, ou mesmo o
numero de individuos coletados (Figura 3). O
formato da curvaindicard se sdo esperados novos
registros de espécies diferentes com a adicdo de
novos riachos. Como o formato da curva varia
em funcdo da sequéncia em que os riachos sao
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Figura 3. Relagdo entre o namero de individuos de peixes coletados e a riqueza de espécies
de peixes para sete regides hipotéticas. Neste caso, apenas para a regiao “A” alcancou-se
uma assintota. Apés a coleta de 12 mil exemplares, ndo eram esperados novos registros
de espécies. Curvas similares podem ser geradas para nimero de riachos em uma regiao,
namero de se¢des ou extensao amostrada em um riacho (Eixo X), ou para ntimero de novos

registros ou de espécies raras (EixoY).

Figure 3. Relationship between the number of fish individuals collected and the species richness
for seven hypothetical regions. In this case, only for region ‘A” an asymptote was achieved. After
registering 12,000 specimens, new species records were not expected. Similar curves can be
generated for number of streams in a region, number of sections or extension sampled in a
stream (X axis), or for number of new records or rare species (Y axis).
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ordenados, alguns softwares produzem todas
as curvas possiveis (sorteando a sequéncia em
que os riachos sao ordenados), e as combinam
em uma curva média, com a apresentacdo dos
respectivos desvios. A mesma avaliagdo vale para
a extensdo do trecho a ser amostrado. Nesse caso,
é necessdrio que a amostragem seja fragmentada.
Em um riacho que terd 150 m de sua extensao
amostrada, os peixes sao coletados a cada 15
m. A partir dessas 10 “sub-amostras”, é possivel
produzir curva de acumulacdo de espécies que
indicara se seriam esperadas novas ocorréncias
com o aumento da extensao do trecho amostrado.
Jdosestimadoresderiquezasevalemdediferentes
férmulas para tentar fornecer informacoes sobre
o numero de espécies que ndo foram capturadas
(Magurran 2004). Diferentes tipos de estimadores
vém sendo propostos (e.g, Chao 1, Chao 2,
Jacknife 1 e Jacknife 2). Esses variam com relacdo
a natureza dos dados (presenca/auséncia ou
abundancia) e com relacdo ao peso da presenca
de espécies raras (singletons/dobletons e/ou
uniques/duplicates). Assim, a escolha de qual é
mais adequado para cada caso varia em funcao
de algumas caracteristicas do pool de espécies
(Palmer 1990, Dias 2004, Glowacki 2011).

Coleta de ovos e larvas

Em estudos envolvendo reproducao e estrutura
populacional, é importante que a amostragem
contemple ndo somente as formas adultas, mas
também ovos, larvas e jovens. Assim, é necessdrio
que mais de um equipamento de pesca seja
utilizado para explorar o maior nimero formas
de vida e de habitat, uma vez que pode ocorrer
segregacao espacial na mesma localidade
associado a ontogenia (Arratia 1983, Brito et al.
2016).

Um grande desafio nos estudos de reproducao
de peixes de riacho é a coleta de ovos e larvas
(Caramaschi & Brito 2021). A amostragem com
rede de deriva, comumente utilizada para coleta
de ictioplancton em rios (Nakatani et al. 2001),
pode ser uma alternativa principalmente em
meses chuvosos, quando hd maior volume de
4gua nos riachos. Entretanto, a efetividade para
capturar ovos pode ser baixa em funcdo da
estratégia reprodutiva da maior parte dos peixes
de riacho estar relacionada a um substrato para a
postura (e.g., ovos adesivos) ou ocultacdo da prole
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(e.g, ninhos). No caso das larvas, a captura pode
ser facilitada pela auséncia de autonomia na
natacdo nas primeiras fases pés-eclosdo. Nessa
técnica, realizada a noite, a rede em forma de
funil (malha 500 pm, 1 m comprimento, didmetro
30 cm) com fluxémetro (mecanico ou digital)
acoplado (Figura 4) permanece estaciondria por
10 minutos no canal do riacho. O fluxémetro
corresponde a um equipamento dotado de um
rotor associado a um contador que auxiliard na
medicdo do volume de 4gua filtrado pela rede.
Para estimar o volume filtrado, multiplica-se a
drea da boca da rede pelo nimero de rotacdes
do fluxometro e pelo fator de calibracdo do
fluxémetro, através da férmula abaixo:

V=a*n*c

Onde V = Volume filtrado, a = drea da boca da
rede conico-cilindrica, n = nimero de rotagdes
do fluxdmetro durante a medicdo e c = Fator de
calibracao do fluxémetro.

De posse do volume filtrado, apés a triagem
e contagem dos ovos e larvas coletados, sdo
calculadas as respectivas densidades, geralmente
padronizadas por uma unidade de volume (e.g,
ne larvas ou n° de ovos por 10 m®), utilizando-se a
seguinte férmula:

Y=(X/V).10

onde Y = densidade de ovos ou larvas, X =
numero coletado de ovos ou larvas e V = volume
de dgua efetivamente filtrado (m?).

Para coleta de ovos e larvas junto a vegetacao
marginal de riachos, a adaptacdo da metodologia
em ambientes lénticos descrita em Nakatani et al.
(2001) é uma boa alternativa. Essa metodologia
consiste na utilizacdo de duas peneiras
sobrepostas com as mesmas dimensodes (60 cm x
40 cm). O formato do saco da peneira de malha
mais grossa (5 mm) é semelhante ao de uma
peneira convencional. A segunda peneira (malha
500 um) apresenta formato em funil e copo coletor
na porcao inferior (Figura 5), sendo semelhante
a rede de ictioplancton. A sobreposicdo das duas
peneiras permite coletar na malha da primeira
peneira peixes adultos e juvenis; ovos e larvas
associados a vegetacdo marginal conseguem
passar pelamalha de 5 mm e ficam retidos no copo
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Figura 4. Rede de ictioplancton com fluxdmetro acoplado para coleta de ovos e larvas de peixes em riachos
com vazdo alta.

Figure 4. Ichthyoplankton net with coupled flowmeter for collecting fish eggs and larvae in streams with high

flow.

coletor da segunda peneira (Figura 5). A estimativa
de densidade para a peneira serd calculada de
forma similar aquela utilizada para o “peneirao”
proposto por Nakatani et al. (2001):

Z=X/A*L)

Sendo, Z = nimero de espécimes por m?, X =
nimero de espécimes, A = drea da peneira (m?) e L
=numero de lances.

No processo de fixacdo, inicialmente os
espécimes devem ser eutanasiados (CONCEA 2016,
Fernandes et al. 2017), e em seguida preservados
em formalina 4 % tamponada com carbonato
de calcio (1 g CaCO,para 1 L de formalina 4 %).
Essa solucdo de formalina deverd ser preparada
previamente, pois necessita de repouso por 12
h para ser utilizado somente o sobrenadante
(Nakatani et al. 2001). Uma parcela das amostras
coletadas pode ser fixada em dlcool absoluto, para
identificacdo molecular dos ovos e confirmacado
da identificacdo morfolégica das larvas usando
técnica de sequenciamento de DNA pelo método
Sanger, de acordo com Becker et al. (2015) e/ou de
agrupamento de amostras utilizando a técnica de
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identificacdo metagendmica, com o uso de primers
especificos para peixes.

Anestesia, fixacdo e conservagdo de amostras

Nesse item pretende-se abordar de forma geral
sobre anestesia, fixacdo e preparo de amostras
de material biolégico para outros fins: genética,
is6topos estdveis, metais pesados. Além dos
procedimentos de fixacdo e conservacdao de
material especificos da coleta de ovos e larvas,
descritos acima, e os respectivos principios éticos
e legais (CONCEA, 2016), técnicas para outros
tipos de estudos possuem suas particularidades.
O uso de anestésicos (eugenol, ou 6leo de cravo
da India, mentol e outros) podem ser aplicados
tanto para a eutandsia de peixes que serao
fixados em formol ou dlcool, ou para utilizacao
em procedimentos cujo interesse € manter
o individuo vivo posteriormente. No caso da
telemetria para estudos de movimentacdes
de peixes, com implantacdo cirdrgica de
transmissores na cavidade celomadtica, utiliza-
se anestesia inicial com eugenol. Os peixes
sdao imersos na dgua com anestésico, na
concentracao de 0,050 ml/L, até atingirem o
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i 60 cm &

Figura 5. Peneira para coleta de ovos e larvas de peixes de riacho, com esquema mostrando a sobreposi¢cao
da peneira com malha de 5 mm sobre a malha de 500 pm.

Figure 5. Hand net for collecting stream fish eggs and larvae, with a scheme showing the overlap of the sieve

with a 5 mm mesh over the 500 um mesh size.

estdgio IV de anestesia, caracterizado pela perda
total no equilibrio e do téonus muscular, bem
como falta de reacdo a manipulac¢ao e a estimulos
visuais (Summerfelt & Smith, 1990). Durante o
procedimento, a imobilizacdo é mantida com a
irrigacdo direta das branquias continuamente
com a solucao anestésica (Eugenol 0,035 ml/L),
sendo substituida por d4gua pura caso haja queda
na frequéncia dos movimentos operculares
(Lopes et al. 2016).

O uso da solugdo de formaldeido 10 %
(formalina) ainda é o método mais comum de
fixacdo, apesar dos cuidados inerentes a sua
inalacdo e contato direto com as maos por se
tratar de substancia carcinogénica (ANVISA,
2013). Peixes devem ficar imersos na solucdo por
um periodo entre 48 horas a uma semana (Kelsch
& Shields; 1996; Uieda & Castro, 1999). Peixes
menores requerem menos tempo na solucao;
peixes até 15 cm de comprimento podem ser
injetados com a formalina intramuscularmente
e na cavidade celomdtica, e exemplares maiores
devem sofrer uma incisao ventral que permita
a entrada do fixador na cavidade celomatica.
Sugere-se, também, a perfuracdo da bexiga de
gds para evitar que o exemplar flutue na solucdo.
Ap6s o periodo de fixacdo, os peixes devem ser
retirados da solucdo, lavados em dgua corrente
e depois transferidos para frascos de vidro

compativeis com os tamanhos dos espécimes
(colecdes) ou bombonas plasticas com solugdo
de dlcool 70 % (etanol), para conservac¢ao. Tanto
nos frascos quanto nos recipientes maiores,
devidamente tampados, os peixes devem estar
completamente imersos nas solugdes para
evitar a proliferacdo de fungos que venham a
comprometer a qualidade do material biolégico,
preservado para fins cientificos.

Para coleta de amostras de tecidos para
estudos genéticos, os fragmentos de nadadeiras
ou tecido muscular devem ser armazenados em
etanol absoluto (PA), como em Sales et al. (2018).
E importante fazer a retirada da amostra antes
do uso de anestésicos e fixadores. Recomenda-
se a utilizacdo de uma das nadadeiras pares
(preferencialmente do lado direito), de forma que
a outra esteja conservada para a contagem de
raios e outras medidas de interesse taxondémico
ou ecomorfolégico. Os criotubos (Eppendorf
ou similares) com os fragmentos devem ser
armazenados resfriados ou em local fresco e
ao abrigo da luz, até o processamento. Caso se
utilize o alcool 70 % como fixador, é aconselhavel
o congelamento dos frascos com as amostras
(D. R. Carvalho, comunicacao pessoal). Estudos
populacionais requerem maior numero de
amostras (entre 30 e 50 individuos, quando
possivel) de cada local a ser investigado em
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um rio, numa bacia hidrografica ou bioma. E
aconselhédvel que pelo menos um espécime seja
destinado como testemunho (voucher) e tombado
em uma colecao cientifica.

Estudos de is6topos
utilizam fragmentos de tecidos ou peixes inteiros
eviscerados, desde que sejam de pequeno porte
(até 3 ou 5 cm de comprimento). As amostras
frescas sao retiradas em campo, com uso de
luvas cirdrgicas e material cirargico limpo
(tesoura, bisturi e ldminas) e acondicionado em
criotubos (Eppendorf ou similares) que devem
ser resfriados imediatamente apds a coleta
e congelados o mais rapidamente possivel.
Da mesma forma que nos estudos genéticos,
a retirada da amostra deve preceder do uso
de anestésicos e fixadores. Se for necessério
o sacrificio do exemplar, o procedimento
adequado é a eutandsia por hipotermia de acordo
com os critérios éticos e de bem-estar do animal
(CONCEA, 2016). Para cada local amostrado, a
depender da pergunta cientifica do trabalho, o
ideal é haver até 5 réplicas por espécie, quando
possivel. Também é desejavel a coleta de espécies
deniveistroficos diferentes. Paraevitar variacoes
intraespecificas associadas ao porte, sugere-se
a coleta de material de exemplares de tamanho
semelhante de cada espécie. Até o envio para as
andlises especificas, todo o material deve ficar
armazenado em freezer. Toda a rotina pode ser
consultada em De Carvalho et al. (2020).

Por fim, a coleta de material para andlises de
metais pesados também utiliza material fresco,
sem uso de fixadores e anestésicos. Sugere-
se a coleta de, pelo menos, oito individuos
pertencentes a trés niveis tréficos (ilibfagos/
detritivoros, onivoros/herbivoros/invertivoros/
insetivoros/frugivoros e carnivoros). A eutandsia
é realizada por hipotermia. Peixes devem
ser embalados
plasticos (evitando contato uns com 0s outros)
e mantidos resfriados até o congelamento em
freezer. A assepsia é fundamental e s6 sdo
recomendados materiais inertes (bandejas de
polipropileno e materiais cirtargicos de aco
inoxidédvel). Qualquer objeto metélico deve ser
evitado para ndo interferir nas dosagens dos
elementos quimicos visados. Todo o material
deve ser lavado com sabao neutro laboratorial,
enxaguado com 4gua destilada, seguido de

estaveis também

individualmente em sacos
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banho com 4cido nitrico 10% e novamente
enxaguado com 4gua destilada. Deve-se evitar
qualquer contato do material de um peixe com
o de outro, bem como com superficies que nao
passaram pelos métodos de assepsia descritos,
para evitar qualquer foco e contaminacdo e
perda da amostra. No ambiente de laboratério,
o processo de filetagem consiste na retirada
das amostras de musculo e 6rgdos (figado,
branquias, rins e outros), sempre utilizando luvas
cirdargicas. Para tal, descongela-se o individuo, e
retiram-se amostras do filé através de incisdo no
dorso. Em seguida, retiram-se as partes moles
(lamelas) das branquias. S6 entdo a cavidade
celomadtica é aberta para retirada de amostras
de 6rgdos de interesse. Todas as aliquotas devem
armazenadas em frascos estéreis devidamente
rotulados em freezer até o envio para as anélises
laboratoriais especificas.

CONCLUSOES

Desde a publicacao do primeiro volume do livro
“Ecologia de Peixes de Riacho”, muitos alunos
e profissionais utilizaram os procedimentos
amostrais ali descritos por Uieda & Castro (1999).
Nao por acaso correspondia ao primeiro capitulo,
que representa uma das etapas mais importante
na pesquisa em ictiologia — acessar o peixe em
seu habitat. Seguramente, o trabalho de Uieda
& Castro (1999) foi utilizado no desenvolvimento
de centenas de estudos nas diversas dreas de
conhecimento que envolviam a captura de peixes.
Nossoestudodescreveecomplementaalgumas
metodologias aquelas descritas anteriormente. A
caracterizacdo do habitat, realizada por meio de
seus componentes, traz novas possibilidades de
avaliacdo dos padrdes de distribuicao de peixes
em relacdo a paisagem, no momento em que
associamos essas caracteristicas aos atributos
biolégicos e ecolégicos das espécies. A pesca
elétrica é uma metodologia nao seletiva e nao
invasiva que permite coletar espécimes tanto
pararesponder a perguntas acerca da sua biologia
e ecologia como para avaliar populacdes e
comunidades. A coleta de ovos elarvas em riachos
com a peneira abre a possibilidade para conhecer
e descrever as fases iniciais de desenvolvimento
de peixes de pequeno porte, muitas vezes
conhecidos apenas em sua forma adulta.



Ressaltamos a grande importancia do
delineamento experimental e da padronizacado
amostral, para que comparacdes (espaciais
e temporais) possam ser realizadas e avaliar
importantes questdes ecoldgicas. Em decorréncia
da acelerada degradacdo dos ecossistemas
aquaticos provocada  principalmente por
acoes antropicas (Reid et al. 2019), as coletas
padronizadas permitem tracar paralelos entre
passado e presente, a fim de avaliar a magnitude
do impacto e prever cendrios.
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