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RESUMO 

LUCENA, Ana Luisa Monezi. M. Sc. Universidade Estadual de Maringá, fevereiro 
de 2010. Diferenciação genética de populações do gênero Neoplecostomus (Teleostei: 
Loricariidae) da bacia do Alto Rio Paraná. Professor orientador: Erasmo Renesto. 
 
A Ictiofauna Neotropical de água doce compreende uma rica diversidade de peixes. 

Os estudos taxonômicos, econômicos e ecológicos são necessários para 

identificação e conservação de Neoplecostomus e demais espécies desta ictiofauna.  

Este trabalho teve como objetivo analisar a variabilidade genética de oito 

populações do gênero Neoplecostomus, de status taxonômico, ainda não definido e 

comparar com uma espécie já descrita, como Neoplecostomus corumba. Para isso, 

utilizou-se da técnica de eletroforese de isoenzimas em gel de amido para a análise 

de seis sistemas enzimáticos (G3PDH, GPI, LDH, IDH, MDH e PGM). Foram 

detectados 10 loci enzimáticos e 24 alelos, sendo que, quatro alelos foram 

exclusivos, dois presentes na população de Cachoeira (Gpi-B(b) e Idh(b)) e os 

demais nas populações de Taquari (Gpi-A (e)) e na de Espraiado (Gpi-A (a)). Todas 

as populações apresentaram loci polimórficos, com exceção da população de Casca 

D’Antas. O número médio de alelos por locus variou entre 1,8-1,0. O valor médio 

do índice FIS (0, 5621) e de FIT (0, 8716) demonstraram excesso de homozigotos e o 

valor de FST = 0,7067 indicou que as populações são geneticamente diferenciadas 

uma das outras. As identidades e as distâncias genéticas de Nei calculadas 

demonstraram que algumas são um tanto diferentes, podendo ser consideradas 

espécies distintas. O dendograma de UPGMA construído demonstrou que as 

populações ficaram agrupadas em três conjuntos: Cachoeira+N. 

corumba+Espraiado, Piranguçu+Jaguari+Monjolinho+Casca D’Antas, e 

Carandaí+Tamborete. Concluímos, portanto, que os métodos utilizados foram 

eficazes para diferenciação das populações, refletindo um forte indicativo da 

presença de, pelo menos, duas espécies diferentes de Neoplecostomus corumba 

dentre as regiões analisadas do alto da bacia do rio Paraná. 

Palavras-chave: Aloenzimas, heterozigosidade, variabilidade genética.  
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ABSTRACT 

LUCENA, Ana Luisa Monezi, M. Sc. Universidade Estadual de Maringá, February 
2010. Genetic differentiation in populations of Neoplecostomus genus 
(Teleostei: Loricariidae) from the upper Paraná River. Adviser: Erasmo 
Renesto. 
 

The Neotropical freshwater ichthyofauna comprises a rich diversity of fish. The 

taxonomic, ecological and economical are needed for identification and 

conservation of this species Neoplecostomus and other fish species. This study 

aimed to analyze the genetic variability of eight populations of the genus 

Neoplecostomus of  taxonomic status is not defined and compared with a population 

of species already described as Neoplecostomus corumba. For this we used the 

technique of isoenzyme electrophoresis in starch gel for the analysis of six (G3pdh, 

GPI, LDH, IDH, MDH and PGM) enzyme systems. Were observed in 10 loci and 

24 alleles, four alleles were unique, two present in the population of Cachoeira 

(Gpi-B (b) and Idh (b)) and other populations of Taquari (Gpi-A (e)) and of 

Espraiado (Gpi-A (a)). All populations showed polymorphic loci, except the 

population of Casca D’Antas. The average number of alleles per locus to ranged 

from 1.8-1.0. The average of the index FIS (0.5621) and FIT (0.8716) indicated the 

homozygote excess and the value of FST = 0.7067 indicated that the populations are 

genetically too different from each other. Nei’s Genetic Identities and genetic 

distances estimated demonstrate that some of them are enough different to be 

considered distinct species. UPGMA dendrogram demonstrated that the populations 

are grouped into three sets, Cachoeira+N. corumba+Espraiado, 

Piranguçu+Jaguari+Monjolinho+Casca D’Antas, and Carandaí+Tamborete. We 

conclude that the methods used were effective for differentiation of populations 

reflecting a strong indication of the presence of at least two different 

Neoplecostomus corumba among the regions analyzed the upper of the Paraná River 

basin.  

 

Key words: alozyme, heterozygosis, genetic variability. 
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1. INTRODUÇÃO 

O estudo das relações evolutivas entre os organismos é de grande 

importância para diversas áreas da Biologia, diferenciando apenas nos objetivos de 

cada pesquisador. A história evolutiva dos organismos está associada às mudanças 

climáticas, geográficas, mutações, recombinações e fluxo gênicos ocorridas durante 

a história do planeta. As análises da variabilidade genética de populações naturais, 

que estão diretamente relacionadas a estas mudanças, permitem não só a elucidação 

de estudos de sua evolução, como também constitui a base para estudos 

biogeográficos, ecológicos e ainda auxiliam na identificação de novas espécies 

(Futuyma, 1992). 

Pesquisas voltadas ao conhecimento da diversidade biológica são o ponto 

de partida para todos os estudos básicos ou aplicados relacionados às ciências da 

vida e ao reconhecimento de espécies, bem como a habilidade de nomeá-las é 

fundamental para o estudo da ecologia, comportamento, evolução e todas as outras 

disciplinas relacionadas aos organismos (Savage, 1995). A associação de 

informações morfológicas e análises genéticas têm adicionado dados importantes na 

investigação deste estudo. 

Crescentes estudos têm sido voltados à diversidade da ictiofauna 

Neotropical de água doce, em especial por esta ser rica em formas, tamanhos e 

habitat. Segundo um levantamento feito por Reis et al. (2003), reconhecem-se 71 

famílias e 4.475 espécies válidas de peixes de água doce nas Américas do Sul e 

Central.  Além disso, estes autores estimam a existência de 6.000 espécies nos rios e 

lagos da região Neotropical, sendo que a estimativa disponível sobre a quantidade 

de peixes de água doce para todo o planeta é da ordem de 13.000 espécies. 

A família loricariidae possui representantes com ampla distribuição e 

diversidade de peixes neotropicais de água doce (Chiachio et al., 2008). O gênero 

Neoplecostomus, pertencente a esta família e a ordem Siluriformes foi reconhecida 

por Regan (1904) como um grupo pertencente à subfamília Neoplecostominae.  

Neoplecostomus compreende espécies de tamanho pequeno (menos 15 cm) e seus 

representantes no Brasil são encontrados no sul e sudeste, em pequenos riachos de 
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águas claras e rasas, correntezas fortes a moderadas, e fundos com pedregulhos e, às 

vezes, areias (Langeani, 1990; Pereira e Reis, 2002; Pereira e Oyakawa, 2003). 

O gênero Neoplecostomus foi revisado por Langeani (1990) que citou duas 

espécies reconhecidas como: N. granosus (Valenciennes, 1840), de Cayenne 

(Guyana Francesa) e no Rio de Janeiro o N. microps (Steindachner, 1876), a espécie 

tipo do gênero, da bacia do rio Paraíba do Sul. Langeani (1990) também descreveu 

quatro novas espécies: N. espiritosantensis, dos rios costeiros do Estado do Espírito 

Santo; N. franciscoensis, dos rios de cabeceira da bacia do rio São Francisco; N. 

paranensis, dos riachos de cabeceira da bacia do alto rio Paraná (sensu Britski e 

Langeani, 1988); e N. ribeirensis, da bacia do rio Ribeira de Iguape. Cinco anos 

mais tarde, Bizerril et al. (1995) descreveram uma espécie adicional, N. variipictus 

da bacia do rio Paraíba do Sul. Recentemente Zawadzki et al. (2008), acrescentaram 

três novas espécies a este gênero (N. Corumba; N. Solenae e N. yapo) localizadas 

no alto da bacia do rio Paraná, na qual foram diferenciadas das congêneres por 

caracteres morfométricos e merísticos, além do padrão de colorido e a presença de 

nadadeiras adiposas bem desenvolvidas.  

Durante o século XIX e início do século XX, a definição morfológica de 

espécie dominou a taxonomia animal (Mayr, 1977), em que basicamente as 

diferenças morfológicas eram usadas como critério para a determinação de uma 

espécie. Para Mayr (1963) e Dobzhansky et al. (1977), em organismos que 

apresentam reprodução sexuada, espécies são “grupos de populações naturais real 

ou potencialmente intercruzantes que são reprodutivamente isolados de outros 

grupos semelhantes”. Este isolamento reprodutivo seria uma adaptação para 

proteger os genes já bem integrados e co-adaptados da espécie.  

Atualmente, vários conceitos de espécie se somam. Na literatura são citados 

no mínimo 26 significados. Alguns conceitos definem espécies num instante no 

tempo, enquanto outros procuram defini-las através do tempo geológico. Alguns 

apontam o processo de especiação, outros dirigem a atenção para o produto da 

especiação. O moderno significado de espécie tem sido indicado a partir da 

filogenética, na qual se define espécie como a soma de todos os indivíduos e de suas 

relações de parentesco desde sua origem, ou seja, considera-se que são entidades 
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transtemporais, abrangendo as seqüências de todos os momentos da espécie ao 

longo do tempo, desde sua origem. Assim a premissa implícita no conceito 

filogenético é que a classificação deve refletir a relação ramificada entre as 

espécies, a qual é indicada por cladogramas (Amorim, 2009) 

A dificuldade na distinção de espécies, principalmente para aqueles que 

utilizam como principal método de diferenciação os morfológicos, podem não 

encontrar resultados satisfatórios, pois algumas vezes as espécies parecem ser 

morfologicamente muito similares, mas apresentam características genéticas 

distintas. Atualmente as análises genéticas tem trazido bons resultados na 

identificação, como pode ser observado nos trabalhos de Zawadzki et al. (2004a), 

no qual, utilizando a técnica de eletroforese de aloenzimas, comparou-se duas 

espécies de Neoplecostomus, uma Neoplecostomus sp. do rio Corumba, bacia do rio 

Paranaíba e a outra N. paranensis do riacho Hortelã, bacia do rio Paranapanema. 

Neste estudo eles detectaram que, apesar da semelhança morfológica geral, estas 

populações apresentaram distância genética significativas, como aquelas obtidas 

entre espécies de diferentes gêneros (Zawadzki et al., 2005). Utilizando esta mesma 

técnica Ito et al. (2009) conseguiram diferenciar dois morfótipos; Hypostomus 

nigromaculatus e Hypostomus cf. nigromaculatus, que morfologicamente eram 

muito similares, mas novamente distintos quanto às características genéticas. No 

entanto, estudos genéticos podem ser utilizados ainda para confirmar hipóteses de 

semelhanças, como observado no estudo de Philippsen et al. (2009), analisando 

quatro populações de Neoplecostomus yapo através da técnica de isoenzimas 

verificaram as semelhanças genéticas adjacente às análises morfológicas.  

Interessar-se na identificação e na prática de conservação de espécies ainda 

não descritas, em especial do gênero de Neoplecostomus, objeto de nosso estudo, é 

corroborar com estudos sistemáticos, econômicos e ecológicos futuros. Assim, o 

objetivo deste trabalho foi analisar a variabilidade genética de oito populações do 

gênero Neoplecostomus e comparar estas populações com a espécie 

Neoplecostomus corumba. Para isso, utilizou-se da técnica de eletroforese de 

isoenzimas para estimar o nível de variabilidade genética.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Ordem Siluriformes 

Siluriformes é a ordem mais diversificada e amplamente distribuída. 

Atualmente inclui cerca de 36 famílias, 478 gêneros e 3.093 espécies (Ferraris, 

2007).  

Os Siluriformes são popularmente conhecidos no Brasil como “bagres”, 

“cascudos”, “armados”, “mandis”, “jaús” ou “pintados”. Apresentam uma grande 

variedade de formas, com inúmeras adaptações anatômicas, fisiológicas e 

comportamentais, ocupando um amplo espectro de nichos e ambientes. Possuem 

hábitos predominantemente crepusculares e noturnos, o que os levam a habitarem, 

em geral, locais com águas turvas como o fundo dos rios e a permanecer entre 

rochas e a vegetação (Ferraris, 1998; 2007). São caracterizados principalmente por 

possuir ausência de escamas sobre o corpo, presença de barbilhões e 

freqüentemente acúleos fortes e pungentes à frente do primeiro raio das nadadeiras 

dorsal e peitoral (Alexander, 1965; Paxton e Eschmyer, 1998). O corpo, desprovido 

de escamas, pode ser revestido por uma pele espessa ou ser coberto total ou 

parcialmente por placas ósseas. Os hábitos alimentares também são muito variados, 

com espécies herbívoras, planctófagos, carnívoros e onívoros. 

A maioria dos representantes da ordem Siluriformes habita ambientes de 

água doce, com exceção de duas famílias, Ariidae e Plotosidae que compreendem 

espécies marinhas. A distribuição dos Siluriformes parece ser limitada pela 

temperatura, uma vez que a maioria habita as regiões Tropicais e Neotropicais, e 

poucas são aquelas que alcançam o extremo sul da América do Sul ou o extremo 

norte da América do Norte (Nelson, 2006). O Diplomystes, silurídeo considerado 

mais primitivo, o único a possuir maxilar dentado, ocorre no extremo sul da 

América do Sul (Pinna, 1998). Além disso, as famílias Pimelodidae, Pangasiidae, 

Aspredinidae e Auchenipteridae incluem algumas espécies estuarinas, que podem, 

ainda, apresentarem certa tolerância a ambientes marinhos (Pinna, 1998).   

Uma ampla diversidade ecológica e evolutiva observada nesta ordem a faz 

foco de muitos estudos (Burgess, 1989; Fink e Fink, 1981, 1996; Pinna, 1998; 
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Arratia et al., 2003; Britto, 2003), tais como os sistemáticos, taxonômicos e 

genéticos. 

 

2.2. Superfamília Loricarioidea  

A superfamília Loricarioidea é o maior grupo monofilético de Siluriformes 

da região neotropical (Pinna, 1998; Britto, 2003). Esta superfamília foi o primeiro 

grupo natural de famílias de Siluriformes reconhecido. Essa afinidade foi 

primeiramente proposta por Peyer (1922), com base na presença de odontódeos e na 

estrutura do primeiro raio da nadadeira peitoral. Além destes caracteres, Pinna 

(1998) identificou mais dois que corroboram o monofiletismo da superfamília: 

dentes mandibulares com cúspides bífidas e ramos anteriores do basipterígio sem 

cartilagem nos adultos. De acordo, com a análise de Britto (2003), a presença dos 

ossículos do aparelho de Weber encapsulados mostrou-se um caráter exclusivo para 

Loricarioidea. 

A superfamília Loricarioidea é composta por seis famílias: Nematogenyidae 

(uma espécie), Trichomycteridae (201 espécies), Callichthyidae (177 espécies), 

Scoloplacidae (quatro espécies), Astroblepidae (54 espécies) e Loricariidae (684 

espécies) (Pinna, 1998; Nelson, 2006). Dentro desse grupo estão os três maiores 

gêneros de Siluriformes: Hypostomus, Corydoras e Trichomycterus, além de um 

grande número de espécies de interesse econômico, principalmente como espécies 

ornamentais. 

Os representantes da família loricariidae se caracterizam por apresentarem 

um corpo coberto por placas dérmicas e uma boca com uma ventosa circular. É a 

segunda maior família que apresenta uma grande diversidade e distribuição na fauna 

de peixes neotropicais de água doce, com atualmente 716 espécies reconhecidas 

(Ferraris, 2007; Chiachio et al., 2008).  

Os loricariideos compreendem 96 gêneros e seis subfamílias, dentre estas 

seis subfamílias, a Neoplecostominae apresentam um número moderado de espécies 

(38 spp), Lithogeneinae (duas spp) e Delturinae (sete spp) enquanto as três 

subfamílias Hypoptopomatinae, Loricariinae e Hypostaminae apresentam uma rica 

distribuição (94 spp) (Reis et al., 2003; Ferraris, 2007) 
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2.3. Subfamília Neoplecostominae - gênero Neoplecostomus 

Atualmente e por vários anos anteriores, têm sido demonstrados diversos 

estudos filogenéticos voltados às diferenças sobre as subfamílias de Loricarídeos. 

Diferentes autores relataram tais estudos, como em Eigenmann & Eigenmann 

(1890); Regan (1904); Eigenmann (1910); Gosline (1945, 1947); Boeseman (1971); 

Isbrücker (1980); Howes (1983); Schaefer (1987); Montoya-Burgos et al. ( 1998); 

Armbruster (2004); Chiachio et al. (2008); e Cramer et al. (2007).  As principais 

diferenças entre as classificações propostas estão na forma ampla de apresentar 

Neoplecostominae, proposta por Gosline (1947) e a separação de Ancistrinae de 

Hypostominae (Isbrücker, 1980). 

Até recentemente, Neoplecostomus era o único gênero de 

Neoplecostominae, um grupo originalmente proposto por Regan (1904) para uma 

única espécie (N. granosus). Regan (1904) também considerou Neoplecostominae 

como o grupo loricariideo mais proximamente aparentado a Astroblepidae (Ferraris, 

2003).  

Gosline (1945) promoveu a maior revisão da família, reconhecendo cerca 

de 400 Espécies. Nesse trabalho, Gosline reconheceu Neoplecostominae, como um 

único gênero, Neoplecostomus. Entretanto, em 1947, Gosline considerou 

Neoplecostominae como um grupo mais abrangente, incluindo 12 gêneros: 

Neoplecostomus, Upsilodus, Hemipsilichthys, Pareiorhaphis, Pareiorhina, 

Kronichthys, Corymbophanes, Delturus, Rhinelepis, Canthopomus 

(=Pseudorinelepis), Pogonopoma e Pogonopomoides. No entanto, todos esses 

gêneros, com exceção de Neoplecostomus, já haviam sido previamente incluídos 

por Regan (1904) em Plecostominae (=Hypostominae). Essa proposição foi 

significativamente diferente das propostas de Regan (1904) quanto à designação da 

subfamília, e de Gosline (1945), pois ambos incluíram apenas o gênero 

Neoplecostomus como representante de Neoplecostominae. 

Isbrücker (1980) contribuiu de forma significativa com os estudos sobre a 

classificação dos loricarídeos. Seu trabalho permitiu a descrição de muitas espécies 

novas e a resolução de determinadas situações relacionadas com sinonímias. Neste 

estudo, Idbrücker (1980) alterou novamente a composição de Neoplecostominae, 
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incluindo nesse táxon somente o gênero Neoplecostomus. Os outros 11 gêneros, 

anteriormente alocados em Neoplecostominae por Gosline (1947) foram 

considerados novamente como representantes de Hypostominae. 

Howes (1983), em um estudo detalhado usando caracteres osteológicos e 

miológicos do crânio, foi o primeiro a aplicar a metodologia cladística na 

classificação de Loricariidae. Os resultados mostraram um arranjo divergente entre 

o cladograma e a taxonomia sensu Isbrücker (1980). Entre as diferenças 

encontradas, está a inclusão de Hemipsilichthys como membro de Chaetostominae 

(em 1947, Gosline havia incluído Hemipsilichthys em Neoplecostominae) e a 

condição de Hypostominae e Ancistrinae não formarem grupos monofiléticos. 

Schaefer (1987) manteve a classificação de Isbrücker (1980) e promoveu 

uma análise filogenética envolvendo representantes de todas as subfamílias. 

Entretanto, dos 12 gêneros alocados em Neoplecostominae por Gosline em 1947, 

Schaefer examinou somente Kronichthys, Corymbophanes, Pogonopomoides, 

Pseudorinelepis e Rhinelepis, que foram considerados como membros de 

Hypostominae. Apenas Neoplecostomus foi considerado como representante de 

Neoplecostominae. Os resultados de Schaefer (1987) sugeriam que 

Neoplecostominae seria o grupo irmão de todos os demais loricarídeos, exceto 

Lithogeninae. 

Montoya-Burgos et al. (1998) forneceram o primeiro estudo de filogenia 

molecular com ênfase nas subfamílias Hypostominae e Ancistrinae. A análise de 

Montoya-Burgos et al. foi baseada na seqüência parcial dos genes mitocondriais 12s 

e 16s obtidos de 58 espécies que incluiu representantes de cinco das seis subfamílias 

previamente incluídas em Loricariidae por Isbrücker (1980) e Schaefer (1987). 

Lithogeninae não foi incluído na análise. Os resultados obtidos foram parcialmente 

diferentes da classificação de Isbrücker (1980) e de Schaefer (1987). 

Hemipsilichthys gobio foi considerado pela primeira vez como membro basal entre 

os loricarídeos. Também um conceito mais abrangente de Neoplecostominae foi 

apresentado, com Hemipsilichthys splendens, Hemipsilichthys sp., 

Isbrueckerichthys duseni, Kronichthys e Neoplecostomus formando um clado 

monofilético. Em outro ramo, o gênero Pareiorhina se mostrou mais relacionado à 
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Pseudotocinclus tietensis. Adicionalmente, Hemipsilichthys foi considerado 

polifilético. 

Armbruster  (2004) apresentou outro estudo filogenético, no qual expandiu 

Neoplecostominae para abrigar Hemipsilichthys (exceto H. gobio), 

Isbrueckerichthys, Kronichthys, Neoplecostomus e Pareiorhina, mesmo não sendo 

diagnosticado como grupo monofilético. Ao final da análise, os gêneros 

Isbrueckerichthys e Pareiorhina formaram um grupo monofilético com 

Neoplecostomus, enquanto Kronichthys e um táxon identificado como 

Hemipsilichthys formaram um grupo monofilético com Hypoptopomatinae. 

Hemipsilichthys foi considerado grupo-irmão dos demais Neoplecostominae e 

Hypoptopomatinae. Também Delturus angulicauda e Hemipsilichthys gobio 

(identificado como Upsilodus victori) formaram um clado monofilético, grupo 

irmão de todos os demais loricarídeos, exceto Lithogenes. 

 Segundo Armbruster (2004), as relações entre os gêneros de 

Neoplecostominae e Hypoptopomatinae são duvidosas. No entanto, Armbruster 

(2004) afirmou que Hemipsilichthys, Isbrueckerichthys, Kronichthys, 

Neoplecostomus e Pareiorhina não podem ser incluídos em Hypostominae, 

mantendo estes em Neoplecostominae, até que uma análise envolvendo todos os 

gêneros incluídos em Neoplecostominae e Hypoptopomatinae fosse realizada. 

 Langeani (1990) revisou o gênero Neoplecostomus e reconheceu: N. 

microps, N. granosus, N. paranensis, N. espiritosantensis, N. ribeirensis e N. 

franciscoensis. Posteriormente, Bizerril (1995) descreveu N. variipictus e, 

recentemente, Zawadzki et al. (2008) descreveram três novas espécies para 

Neoplecostomus: N. corumba, N. selanae e N. yapo. 

Atualmente, Chiachio et al. (2008) com intuito de ampliar informações 

moleculares da relação entre as subfamílias Hypoptopomatinae e 

Neoplecostominae, baseando em seqüências da região nuclear correspondente ao 

gene F-Reticulon-4, fizeram a análise de árvores filogenéticas, englobando os 

gêneros destas duas subfamílias. Neste estudo, Chiachio et al. (2008) demonstraram 

que Hypoptopomatinae é parafilético, uma vez que a subfamília Neoplecostominae 

aparece dentro de Hypoptopomatinae, formando grupo irmão com a tribo 
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Otothyrini. A tribo Hypoptopomatini aparece monofilético e irmão de 

Neoplecostominae mais Ototryrini. Neoplecostominae não parece monofilética 

devido à presença de Pseudotocinclus tietensis, como grupo irmão das espécies do 

gênero Pareiorhina. Todo o clado formado por Neoplecostominae mais 

Pseudotocinclus tietensis aparece como irmão da tribo Otothyrini, onde as relações 

internas entre gêneros e espécies não se alteram quando analisados sem a subfamília 

Neoplecostominae. 

Cramer et al. (2007) usando dados de seqüências mitocondriais do 

citocromo c oxidase, demonstraram as relações filogenéticas das subfamílias 

Neoplecostominae e Hypoptopomatinae e seus resultados demonstraram um clado 

monofilético composto de Hypoptopomatinae + Neoplecostominae como irmão de 

Hypostaminae e este clado irmão de Loricariinae. Contudo, nem Hypoptopomatinae 

nem o Neoplecostominae são grupos monofiléticos. Assim Cramer et al. (2007) 

sugestiona que se faz necessário fazer novas análises com um maior número de 

amostras destas subfamílias e mais análises de seqüências de genes nucleares. Além 

disso, os gêneros Pareiorhaphis, Hisonotus e Paratocinclus revelaram polifelético. 

Pesquisadores admitem que parte do problema dos gêneros considerados 

como membros de Neoplecostominae ainda persiste. Entretanto, considera-se que 

avanços nessa situação têm ocorrido desde as proposições de Montoya-Burgos et al. 

(1998), Armbruster et al. (2000), Armbruster (2004) e Reis et al. (2006). Entre os 

avanços, pode-se citar a posição ocupada pelos gêneros Corymbophanes, Upsilodus, 

Hemipsilichthys, Delturus, Pogonopoma, Rhinelepis, Pseudorinelepis e 

Pogonopomoides, que hoje apresentam uma situação estável, sendo alocados em 

diferentes tribos e subfamílias, dentro de Loricariidae.  (Pereira, 2008). 

Os Neoplecostominae, no Brasil, estão distribuídos em duas áreas 

adjacentes na costa leste, incluindo a bacia do rio São Francisco e o alto da bacia do 

rio Paraná (Langeani, 1990; Chiachio et al., 2008). Desde então não se tem 

encontrado nenhuma espécie desta subfamília fora desta área. Segundo Montoya-

Burgos (2003) e Chiachio et al. (2008), isso pode ser devido às barreiras de 

dispersão, competições interespecíficas com outros loricariidae, tamanho do corpo e 

custo energético ou características morfológicas e anatômicas.  
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2.4. Eletroforese de isoenzimas 

A Biologia Molecular tem sido a ferramenta escolhida para os estudos de 

genética de populações e tem acumulado avanços importantes, como a geração de 

técnicas cada vez mais precisas para o exame de segmentos de DNA. Destaca-se, 

também, variados marcadores moleculares aplicáveis aos mais diversos problemas 

encontrados no estudo de populações, permitindo desde a estimativa do nível de 

variabilidade genética de uma dada população à construção de árvores filogenéticas, 

relacionando espécies próximas e elucidando questões de parentesco (Marques, 

2002). 

A eletroforese de enzimas é uma técnica genética bioquímica utilizada em 

diferentes áreas da genética e de melhoramento de organismos, refletindo resultados 

importantes para estimar a variabilidade genética. 

A variabilidade genética detectada pela técnica de eletroforese de 

isoenzimas parte do princípio de que as proteínas são cadeias de aminoácidos que 

refletem a expressão de um gene ativo no DNA (Torres et al., 2004). Nesta técnica, 

ocorre a separação de moléculas em função de suas cargas elétricas, de seus pesos 

moleculares e de suas conformações, em suportes porosos e tampões apropriados, 

sob a influência de um campo elétrico contínuo (Alfenas, 2006). Estes suportes 

porosos são os géis que funcionam como um meio por onde as isoenzimas precisam 

passar, podendo ser de amido hidrolisado (Smithies, 1955), acetato de celulose ou 

de poliacrilamida. Em seguida, as enzimas escolhidas ou outras proteínas são 

coradas por soluções específicas em métodos histoquímicos apropriados (Hunter e 

Markert, 1957; Shaw e Prasad, 1970; Harris e Hopkinson, 1976; Richardson et al., 

1986). 

Por meio da técnica de eletroforese, podemos supor quando ocorre 

substituição de um aminoácido numa molécula de proteína, a qual é detectada por 

razão da alteração de sua carga elétrica ou mudanças na sua conformação, que altera 

a sua taxa de migração. Algumas das mutações em regiões do DNA, que codifica 

uma determinada enzima, poderão expressar-se como moléculas de enzima, 

diferindo em sua mobilidade eletroforética (Shields et al., 1983; Thorpe e Solé-

Cava, 1994). Pode ocorrer também a subestimativa da variabilidade genética, uma 
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vez que nem toda mutação do DNA altera a estrutura protéica correspondente, e 

nem toda substituição de aminoácidos altera a mobilidade eletroforética da enzima 

(Torres et al., 2004). 

As isoenzimas ou isozimas são definidas como formas múltiplas de uma 

mesma enzima, que ocorrem em um mesmo organismo com afinidade sobre um 

mesmo substrato. (Thorpe e Solé-Cava, 1994; Machado et al., 1999). São 

controladas geneticamente por alelos ou por genes situados em diferentes locos. No 

entanto, algumas isoenzimas são controladas por alelos de um só loco e são 

denominadas de aloenzimas. Elas podem ser produtos de processamentos 

diferenciais de uma mesma molécula de mRNA, ou de modificações do próprio 

polipeptídio após a sua transcrição (Machado et al., 1999). 

Assim como as frações polipeptídicas e de proteínas totais, as isoenzimas 

representam os produtos primários dos genes, que passaram pelos processos de 

transcrição e tradução. Geneticamente, esta caracterização é mais refinada do que as 

caracterizações morfológicas, que geralmente são produtos de mais de um gene 

associado a mecanismos diferenciais de expressão e de regulação e a fatores 

ambientais (Machado et al., 1999). Outra vantagem é que a expressão das 

isoenzimas é normalmente codominante. Isso significa que os heterozigotos têm 

fenótipos diferentes dos homozigotos (Thorpe e Solé-Cava, 1994; Alfenas, 2006), 

ou seja, em um indivíduo diplóide, ambos os alelos de um loco são expressos e 

visualizados (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Este fato permite que parâmetros, 

como freqüências genotípicas e freqüências alélicas possam ser estimados e a partir 

deles se obterem coeficientes de diversidade genética e heterozigosidade, para que  

populações possam ser comparadas (Thorpe e Solé-Cava, 1994; Ferreira e 

Grattapaglia, 1998; Alfenas, 2006). 

As freqüências gênicas e genotípicas que podem ser obtidas a partir da 

eletroforese de enzimas para indivíduos tomados ao acaso nas populações naturais 

podem ser transformadas em uma série de índices que permitem estimar o nível de 

similaridade ou de distância genética entre diferentes espécies e populações. 

(Solferini e Selivon, 2001). 
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Para medir a variabilidade genética de uma população, dois parâmetros são 

bastante utilizados. O primeiro é a heterozigosidade observada (Ho), que é a 

porcentagem de heterozigotos detectada para um determinado loco gênico. O outro 

é a heterozigosidade esperada (He) ou em equilíbrio, que é a proporção de 

heterozigotos que deveria haver se a população estivesse em equilíbrio de Hardy-

Weinberg (Solé-Cava, 2001). 

A estatística FST de Wright é outro índice que reflete a proporção da 

variabilidade genética encontrada entre populações devido à subdivisão 

populacional. Segundo Wright (1978), valores de FST entre 0,15 e 0,25 indicam uma 

estruturação populacional moderadamente alta, enquanto valores acima de 0,25 

refletem estruturação muito alta. A partir dos dados de FST podem ser estimadas as 

taxas de migração entre as subpopulações analisadas (Borba et al., 2000, 2001) 

Em suma, os locos são analisados e podem ser considerados como uma 

amostra aleatória do genoma, sendo, assim, uma representativa da população. Os 

parâmetros obtidos são considerados como indicadores populacionais (Solferini e 

Selivon, 2001). 

A técnica de eletroforese de isoenzimas é uma ferramenta que pode ser 

utilizada não só como método para estimar os níveis de variabilidade genética, mas 

também para identificar o fluxo gênico em populações naturais, no estudo da 

dispersão de espécies, na análise de filogenias e hibridização natural, bem como no 

melhoramento genético de espécies (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Alfenas, 2006).  

Em estudos de sistemática, a eletroforese de isoenzimas apresenta, entre 

outras vantagens, a possibilidade de se obter dados adequados da descrição de uma 

espécie, a partir de um número pequeno de indivíduos amostrados (Avise, 1974, 

Thorpe e Solé-Cava, 1994). Além disso, esta técnica pode também organizar 

espécies próximas, de acordo com a porcentagem de alelos ou genótipos 

compartilhados (Avise, 1974). Segundo Thorpe e Solé-Cava (1994), se duas formas 

simpátridas forem da mesma espécie, devem ter as mesmas freqüências gênicas em 

cada loco gênico. É possível dizer que, no mínimo, os dados de isoenzimas 

contribuem para a identificação bioquímica dos organismos (Buth e Murphy, 1999). 
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Portanto, o valor do papel das isoenzimas, como marcadores genéticos para 

as diversas áreas básicas de pesquisa genética, apresenta características positivas 

para serem utilizadas juntamente com outros marcadores moleculares, monitorando 

o mapeamento de características quantitativas (Zawadzki et al., 2005). 

 

2.5. Variabilidade genética de populações naturais em pesquisas utilizando a 
técnica de eletroforese de isoenzimas e outras técnicas adicionais 

Populações naturais normalmente apresentam altos níveis de variação 

genética (Nevo, 1978; Solé-Cava e Thorpe, 1991). Em peixes, essa variabilidade 

pode ser bem explicada, segundo Kirpichnikov (1981), pelo fato dos peixes 

representarem um grupo de animais primitivos altamente heterogêneos, submetidos 

a processos evolutivos em diferentes direções. Bush et al. (1977) e Lande (1979) 

relatam que a alta variabilidade está relacionada ao padrão de distribuição 

geográfica, uma vez que o isolamento das bacias hidrográficas, com a conseqüente 

formação de populações alopátricas, favorece o processo de especiação.  

A variação é introduzida continuamente nas populações, por mutação ou 

migração de indivíduos de outras populações, e é perdida por deriva genética, por 

endocruzamentos e, no caso de genes não neutros, pela maior parte dos tipos de 

seleção natural (Nei, 1987). Por isso, populações naturais de peixes, quando 

isoladas em função da existência de barreiras geográficas, acumulam polimorfismos 

e divergências genéticas proporcionais à intensidade e ao tempo de isolamento. 

A variabilidade genética de uma população pode ser quantificada por meio 

das freqüências gênicas obtidas com a análise de isoenzimas. Nestes casos, 

considera-se que os locos analisados retratam uma amostra aleatória do genoma e, 

dessa maneira, a população seria representante dessa amostra (Solferini e Selivon, 

2001). As freqüências gênicas e genotípicas, obtidas a partir da eletroforese de 

enzimas para indivíduos tomados ao acaso nas populações naturais, são 

transformadas em uma série de índices que são interpretados como indicadores 

populacionais (Solferini e Selivon, 2001). 

A técnica de eletroforese de aloenzimas tem auxiliado no alcance de bons 

resultados em várias pesquisas, na discriminação de novas espécies de peixes de 
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cabeceira, contribuindo para o aumento destes números. Como por exemplo, o 

estudo comparativo realizado por Zawadzki et al. (2004a) com Neoplecostomus sp. 

do córrego Taquari, afluente do rio Corumba (GO) e Neoplecostomus paranensis do 

ribeirão Hortelã, tributário do rio Paranapanema (SP), ambos pertencentes à bacia 

do alto rio Paraná. As espécies deste gênero apresentam uma similaridade 

morfológica e cariotípica que dificulta sua identificação. Assim, outras 

características seriam necessárias para identificar novas espécies deste grupo. A 

análise de 14 sistemas enzimáticos permitiu detectar 22 locos. Seis deles foram 

diagnósticos: Acp-A, Adh-A, Est-A, Gpi-A, Ldh-A e Ldh-B. A identidade genética 

de Nei (1978) foi de 0,731. Estes valores, juntamente com a presença de uma 

nadadeira adiposa, mostraram que os exemplares do córrego Taquari são distintos 

de N. paranensis e possivelmente representam uma nova espécie. 

Em trabalho feito com dois morfótipos de Hypostomus – Hypostomus. 

nigromaculatus e H. cf. nigromatulatus coletados no ribeirão Atlântico do alto da 

bacia do rio Paraná, com a utilização da técnica de isoenzimas, foi possível 

diferenciá-los, na qual obtiveram uma identidade genética de 0,6515 e uma 

distância genética de 0,4285 que mostrou também serem pertencentes a espécies 

diferentes (Ito et al., 2009). 

Por meio das freqüências gênicas obtidas pela análise de isoenzimas, é 

possível também quantificar a variabilidade genética de uma população. Peres et al. 

(2005b) estudaram a variabilidade genética de duas populações de Astyanax 

altiparanae, que é uma das espécies mais abundantes da bacia do alto rio Paraná e 

representam uma importante fonte de alimento para muitas espécies de peixes 

piscívoros comercializados. Um total de 13 enzimas foi analisado em amostras do 

fígado, coração, estômago, brânquia e músculo. A proporção de locos polimórficos 

foi de 52,38% para a população coletada na região de Porto Rico (PR) e 38,10% 

para a população localizada no ribeirão Ficha (RF). O cálculo da variabilidade 

genética indicou um valor de heterozigosidade de 0,1518 ± 0,0493 em A. 

altiparanae para a populaçãos (PR) e 0,0905 ± 0,0464 para aqueles da população de 

RF. De acordo com os autores, os dados encontrados mostraram que as duas 
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populações são geneticamente diferentes e apresentaram um alto nível de 

variabilidade genética.  

A variabilidade genética de Leporinus lacustris, coletados na lagoa do 

Carão na planície de inundação do rio Paraná, foi detectada também nos estudos de 

Peres e Renesto (2005a) por meio da técnica de eletroforese de isoenzimas. Neste 

estudo, os autores obtiveram uma proporção de loci polimórficos de 26,67 % e uma 

heterozigosidade média esperada de 0,0806 ± 0,0313, a qual foi menor que as 

estimadas em outros estudos feitos por Chiari e Sodré (2001) para este mesmo 

gênero.Os autores sugerem que essa diferença se faz presente por razão de 

Leporinus lacustris terem hábitos sedentários. 

Philippsen et al. (2009) estimaram a variabilidade genética de quatro 

populações de Neoplecostumus yapo coletados em diferentes regiões da Bacia do 

Rio Paranapanema (PR). Neste estudo, duas das populações analisadas 

apresentaram He = 0,0195 e 0,0179, respectivamente, muito inferiores à média das 

espécies de peixes (0,051), apresentando, portanto, uma baixa variabilidade 

genética.  

Outros métodos, por exemplo, os morfológicos, citogenéticos, análise de 

rDNA e análises genômicas, microsatélites entre outros, quando associados, podem 

apresentar uma melhor eficiência na identificação e diferenciação de espécies. Uma 

breve e atual revisão da utilização de alguns destes métodos são apresentados, 

como, por exemplo, o trabalho de Hermida et al. (2009) que buscou diferenciar duas 

linhagens de truta marrom (Salmo trutta) coletadas na bacia de Duero na Península 

Ibérica, uma coletada antes da separação espacial e congelada e a outra linhagem 

contendo as populações híbridas coletadas após a separação espacial. Neste estudo, 

a principal diferenciação morfométrica entre a linhagem pura foi relatada em 

características diferenciais na cabeça, que parece estar relacionada a uma melhor 

habilidade desta linhagem nos mecanismos de migração ou não migração. Os 

resultados deste trabalho confirmam a segregação espacial e diferenciação das 

espécies, que ratifica os resultados anteriores conduzidos pela técnica de 

eletroforese de aloenzimas e microsatélites, feitos por outros autores (Bouza et al., 

2001; Martinez et al., 2007), com iguais linhagens. 
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Estudos citogenéticos freqüentemente têm sido utilizados em análises de 

relações filogenéticas. Alves et al. (2005) utilizaram desta técnica com o intuito de 

entenderem melhor a relação entre as subfamílias Hypostaminae e 

Neoplecostominae, estas pertencentes à família Loricariidae. Neste estudo, 

analisaram um total de 11 espécies, sendo duas da subfamília Neoplecostominae e 

nove de Hypostaminae. Os resultados obtidos mostraram a presença de um 

marcador cromossomal conservativo de 2n=54 cromossomos e Ag NOR em todas 

as espécies. Os autores acreditam que este cariótipo pode representar uma condição 

primitiva da família Loricariidae, pois considera-se que os Neoplecostominae é o 

grupo irmão primitivo de todos loricarídeos, com exceção de Lithogeneinae. Suas 

conclusões mostraram ainda que as características citogenéticas encontradas entre 

as espécies podem reforçar a hipótese de que estas espécies podem pertencer a um 

grupo natural.  

Chiachio et al. (2008) utilizaram dados moleculares, baseando-se na análise 

de seqüenciamento de dois exons e dois introns do gene nuclear conhecido como F-

reticulon4, obtidos de espécies das subfamília Neoplecostominae e 

Hipoptopomatinae. Esta análise possibilitou a construção de árvores filogenéticas, 

englobando as relações entre espécies destas duas subfamílias, demonstrando 

portanto que a Hypoptopomatinae é um grupo parafilético visto que 

Neoplecostominae aparece dentro de Hypoptopomatinae, formando um grupo irmão 

com a tripo Otothyrini. As interações evolutivas observadas possibilitaram obter 

detalhadamente a história dessas subfamílias. 

Monteiro et al. (2009), utilizando técnicas de citogenética e análises de 

medidas do tamanho do genoma, fizeram verificação da variabilidade genética de 

duas espécies do gênero Iberochondrostoma deste gênero analisando vduas 

populações de I. almacai e quatro de de I. lusitanicun. A análise citogenética 

permitiu observar um cariótipo de 2n=50 cromossomos com uma esporádica 

triploidia de I. lusitanicun. Múltiplos NOR foram observados em ambas as espécies 

e uma alta variabilidade intra e interpopulacional foi observada em I. lusitanicun. 

Quanto às medidas do tamanho do genoma, verificou-se uma clara diferenciação do 

tamanho do genoma nas populações de I.almacai, com uma média de conteúdo de 
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DNA (pg) de 2,61pg que foi menor do que observado nas populações de I. 

lusitanicum 2,93pg, evidenciando uma variabilidade interpopulacional.  

Sendo a variabilidade genética a herança evolutiva de uma espécie, o 

conhecimento e a manutenção da integridade genética de subunidades populacionais 

ou populações locais é um dos aspectos fundamentais em programas de preservação 

e manejo da espécie. Porém, a perda da biodiversidade em ambientes aquáticos está 

entre os mais sérios problemas enfrentados pelos países ao redor do mundo (Moyle 

e Leidy, 1992). Diante disso, podemos verificar que as técnicas genéticas 

moleculares estão se tornando cada vez mais úteis na verificação da variabilidade de 

espécies. Os dados obtidos pela análise de aloenzimas, por exemplo, apesar de 

antiga, ainda apresenta sua importância e pode contribuir para várias áreas da 

biologia, pois representam o conhecimento básico da variabilidade genética, 

colaborando também na conservação de diferentes espécies de peixes de nossa 

fauna. 



 

 21 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 3.1. Coleta e Armazenagem 

Os exemplares de Neoplecostomus utilizados neste estudo foram coletados 

no alto da bacia do rio Paraná. O Rio Paraná é o principal curso d'água da bacia, 

mas de grande importância também são seus afluentes e formadores, como os rios 

Grande, Paranaíba, Tietê, Paranapanema, Iguaçu, dentre outros (Maack, 2002).  

A bacia do rio Paraná localiza-se quase que integralmente entre os paralelos 

14º e 27º e os meridianos de longitude oeste 43º e 60º. Possui uma vazão média 

anual de 15.620 m3/s, volume médio anual de 495 Km3 e uma área de drenagem de 

1.237.000 Km2. A área desta bacia abrange os territórios dos Estados de Mato 

Grosso, Paraná, São Paulo e partes dos territórios dos Estados de Minas Gerais e 

Goiás, sendo a maior parte de sua área situada na região sudeste do Brasil (Maack, 

2002). 

As amostras de Neoplecostomus analisadas foram coletadas em três 

diferentes afluentes do Rio Paraná. Foram utilizadas nove populações, uma 

pertencente à espécie Neoplecostomus corumba, sendo cinco destas coletadas no rio 

Grande, localizado no estado de Minas Gerais, uma Neoplecostomus corumba no 

rio Paranaíba, em Goiás, e três populações coletadas no rio Tietê, no estado de São 

Paulo (Figura 1 e 2).  

As coletas foram realizadas no mês de julho de 2007, resultando na captura 

de 106 exemplares, variando o número de indivíduos nas diferentes populações. As 

oito populações foram nomeadas de acordo com o local de coleta, como pode se 

visualizado na caracterização da coleta no Quadro 1 e Figura 2. 

Imediatamente após coletados, os indivíduos foram congelados e 

armazenados em nitrogênio líquido (-196° C), para posterior análise genética 

laboratorial. 

As análises genéticas foram feitas a partir da retirada de fragmentos de 

tecidos (músculo branco) dos indivíduos, não utilizando outros tecidos em razão dos 

exemplares apresentarem um tamanho reduzido e por isso ser difícil a retirada de 

tecidos de outros órgãos, como fígado, coração e rim.  

A B 
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Figura 1 - Mapa geográfico da bacia do rio Paraná, mostrando as localidades dos 9 
exemplares analisados. Pop 1: Cachoeira; Pop 2: Neoplecostomus corumba; Pop 3: 
Carandaí; Pop 4: Tamborete; Pop 5: Espraiado; Pop 6: Piranguçu; Pop 7: Monjolinho; Pop 
8: Casca D’Antas e Pop 9: Jaguari. 
 

 

 
Figura 2 - Exemplares de Neoplecostomus coletado nos diferentes afluentes do Alto 
do rio Paraná: a: Cachoeira, b: Neoplecostomus corumba, c: Carandaí, d: 
Tamborete, e: Espraiado, f: Piranguçu, g: Monjolinho, h: Casca D´Antas, i: Jaguari. 
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Quadro 1 - Caracterização da coleta, locais da coleta, Bacia Hidrográfica, 
Municípios próximos, Coordenadas Geográficas e número de indivíduos analisados 
em cada população (Pop 1: Cachoeira; Pop 2: Neoplecostomus corumba; Pop 3: 
Carandaí; Pop 4: Tamborete; Pop 5: Espraiado; Pop 6: Piranguçu; Pop 7: 
Monjolinho; Pop 8: Casca D’Antas e Pop 9: Jaguari) 
 
Populações Local de 

coleta 
Bacia 

hidrográfica 
Município Coordenadas 

Geográficas 
Indivíduos 
analisados 

Pop-1 Rio Quebra 
Anzol 

Rio Paranaíba Ibiá (MG) 19°9'5.57"S/ 
46°33'40.93"O 

26 

Pop-2 Rio Taquari Rio Paranaíba Caldas Novas 
(GO) 

17°25'56.46"S/ 
48°22'20.17"O 

12 

Pop-3 Córrego sem 
nome 

afluente do 
rio Carandaí 

Rio Grande Carandaí 
(MG) 

20°57'20.70"S/ 
43°45'47.20"O 

5 

Pop-4 Córrego 
Tamborete 

Rio Grande Capitólio 
(MG) 

20°38'54.77"S/ 
46° 9'52.40"O 

10 

Pop-5 Ribeirão 
espraiado 

Rio Grande Borda da Mata 
(MG) 

22°21'49.10"S/ 
46°11'57.52"O 

16 

Pop-6 Rio 
Piranguçu 

Rio Grande Piranguçu 
(MG) 

22°44'33.91"S/ 
45°44'21.47"O 

17 

Pop-7 Córrego 
Monjolinho 

Rio Grande S. Bento do 
Sapucaí (MG) 

22°42'47.04"S/ 
45°42'57.04"O 

11 

Pop-8 Córrego 
Casca 

D’antas  

Rio Tietê Camanducaia 
(SP) 

22°46’08”S/ 
45°59’25”O 

5 

Pop-9 Rio Jaguari Rio Tietê Camanducaia 
(SP) 

22°45'52.03"S/ 
45°58'35.49"O 

4 

 

 

Representantes de cada população foram depositados na coleção do Núpelia 

(NUP = Núcleo regional de Pesquisa em Liminologia, Ictiologia e Aquicultura), da 

Universidade Estadual de Maringá e no Museu Nacional do Rio de Janeiro na 

Universidade Estadual do Rio de Janeiro (MNRJ) com as seguintes identificações: 

NUP6582- CP 65.6mm, NUP 6568-CP 80.3mm, MNRJ 31879-CP 8.61mm, 

MNRJ28659-CP 69.2mm, NUP3571-CP 84.8mm, NUP6033-CP 88.1mm, 

MNRJ23974-CP 79.2mm, NUP6586-CP 72.1mm e NUP6586-CP 72.1mm, sendo 

CP = comprimento padrão. 

 

3.2. Eletroforese em gel de amido 

A técnica de eletroforese foi realizada em gel horizontal em um sistema 

contínuo. Para tanto, foram utilizados géis a uma concentração de 15%, preparados 
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com amido de milho (Penetrose 50) em solução tampão. A solução foi aquecida até 

a fervura e então vertida em uma placa de vidro com bordas de 0,6 cm. 

Foram analisados seis sistemas isoenzimáticos, utilizando o tampão Tris 

Citrato (TC), pH 7,0: Tris 0,135 M/Ac. Cítrico 0,043 M, na cuba de eletroforese, e o 

mesmo tampão diluído 15 vezes no preparo do gel. Após o esfriamento, os géis 

permaneceram sob refrigeração por aproximadamente 24 horas. 

As amostras dos tecidos foram homogeneizadas com bastão de vidro, em 

tubos de propileno (1,5 ml) com 100 µL de tampão Tris-HCl 0,02 M, pH 7,5. Os 

tubos foram centrifugados a 14000 rpm (16434,6 x g), com temperatura entre 1°C a 

5ºC, durante 20 minutos. O extrato protéico (sobrenadante) foi aplicado no gel com 

pequenas tiras de papel-filtro (4 mm x 8 mm) Whatman 3MM® embebida com as 

amostras. Em seguida, foi submetido à eletroforese sob refrigeração, durante 17 

horas. A corrente elétrica nos géis, medida através de suas extremidades com um 

multímetro, foi de aproximadamente 50V (210 V na fonte). Após a corrida 

eletroforética, o gel foi cortado horizontalmente em fatias, as quais foram incubadas 

com soluções histoquímicas específicas para cada sistema, preparadas segundo 

protocolo de Murphy et al. (1996).  

Após incubação do gel no escuro e em temperatura de 37°C, aguardou-se 

até a visualização das bandas nos géis, estes foram colocados em uma solução 

conservante, constituída de Metanol/água/ácido acético na proporção de 5:5:1, por 

24 horas e em seguida fotografados e analisados. 

 

3.3. Análises das isoenzimas 

Os seis sistemas enzimáticos analisados em gel de amido estão descritos no 

Quadro 2. A nomenclatura das enzimas utilizadas foi proposta por Murphy et al. 

(1996). A interpretação genética foi baseada na estrutura quaternária das enzimas 

segundo Ward et al. (1992). Todas as estimativas estatísticas foram calculadas 

usando o programa Pop gene 3.1 (Yeh et al., 2009), tais como variabilidade genética 

estimada pelo cálculo da heterozigosidade (He e Ho), de acordo com Nei (1978), os 

parâmetros estatístico de fixação (FIS, FIT e FST) de Wright (1978), os valores das 

freqüências alélicas, a identidade (I) e a distância genética (D) de Nei (1972). A 
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partir destas duas últimas medidas foi construído um dendrograma (método de 

agrupamento pelo algoritmo UPGMA - Unweighted Pair Group Method With 

Arithmetic Means) das populações estudadas.  

 
Quadro 2 - Nome, número de Comissão de Enzima (no E.C.) e estrutura quaternária 
(E.Q.) das enzimas analisadas em gel de amido 
 
Enzima (Abreviação) n⁰.E.C E.Q 
Glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3pdh) 1.1.1.8 Dimérica 

Glicose 6 –fosfato isomerase (Gpi) 5.3.1.9 Dimérica 

L- lactato desidrogenase (Ldh) 1.1.1.1.27 Tetramérica 

Malato desidrogenase (Mdh) 1.1.1.37 Dimérica 

Fosfoglucomutase (Pgm) 5.4.2.2 Monomérica 

Isocitrato desidrogenase (Idh) 1.1.1.14 Dimérica 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As análises dos dados eletroforéticos obtidos, permitiram identificar 10 loci 

e 24 alelos, dentre os seis sistemas isoenzimáticos estudados nas nove populações 

de Neoplecostomus. Destes 24 alelos detectados, observou-se que Neoplecostomus 

corumba, comparado às demais populações, foi o único que apresentou o alelo e no 

locus Gpi-B, mas a presença do alelo b para o loci Gpi-A e Idh e o alelo a no locus 

Gpi-B foi observada somente nas populações de Cachoeira e Espraiado 

respectivamente (Quadro 3). 

 

Quadro 3 - Estimativas de freqüências alélicas das populações de Neoplecostomus. 
(P1: Cachoeira; P 2: N.corumba; P3: Carandaí; P 4: Tamborete; P 5: Espraiado; P 6: 
Piranguçu; P 7: Monjolinho; P 8: Casca D’antas e P 9 : Jaguari. Valores em negrito 
indicam alelos exclusivos. N⁰: número de indivíduos analisados) 
 
Locus alelo P 1 P 2 P 3 P 4 P 5 P6 P7 P8 P9 
 
G3-1 

a - 0,1667 1,0000 - - 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 
b 1,0000 0,8333 - 1,0000 1,0000 - - - - 

 
G3-2 

a 0,312 0,3750 1,0000 1,0000 0,0769 - - - - 
b 0,9688 0,6250 - - 0,9231 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 

Gpi-
A 

a 0,9808 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 
b 0,0192 - - - - - - - - 

 
 
Gpi-
B 

a - - - - 0,9375 - - - - 
b 1,0000 0,1000 0,7000 1,0000 0,0625 0,7647 0,9545 1,0000 1,0000 
c - 0,4500 - - - 0,0588 - - - 
d - - 0,3000 - - 0,1765 0,0455 - - 
e - 0,4500 - - - - - - - 

Idh a 0,2600 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 
b 0,7400 - - - - - - - - 

Ldh-
A 

a - 0,1667 0,6000 1,0000 0,0714 - - - - 
b 1,0000 0,8333 0,4000 - 0,9286 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 

Ldh-
B 

a - 0,1667 0,6000 1,0000 0,0714 - - - - 
b 1,0000 0,8333 0,4000 - 0,9286 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 

Mdh-
A 

a 0,8846 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9412 1,0000 1,0000 1,0000 
b 0,1154 - - - - 0,0588 - - - 

Mdh-
B 

a - - 0,6000 1,0000 0,0625 0,5588 - 1,0000 0,7500 
b 1,0000 1,0000 0,4000 - 0,9375 0,4412 1,0000 - 0,2500 

 
Pgm 

a - 0,0833 - 0,0500 - - 0,1818 1,0000 - 
b 1,0000 0,8333 0,2000 0,0500 0,0714      - 0,0455 - 0,5000 
c - 0,0833 0,8000 0,0000 0,9286 1,0000 0,7727 - 0,5000 

N ⁰                    26 12 05 10 16 17 11 05 04 
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Em estudos realizados por Zawadzki et al. (2004a) com populações de 

Neoplecostomus corumba, foram analisados 14 sistemas isoenzimáticos,  dos quais 

cinco foram similares à nossa pesquisa. Comparamos este dados à população de N. 

corumba analisada em nosso estudo e identificamos que cinco alelos presentes em 

nossa pesquisa não estiveram presentes no estudo de Zawadzki et al. (2004a), 

mesmo sendo estas populações representantes da mesma espécie. 

A expressão enzimática dos alelos detectados está ilustrada nos zimogramas 

representados pela Figura 3. Observa-se que o alelo a para os loci Gpi-A, Idh e 

Mdh-A foram os únicos que estiveram presentes em todas as populações. Nesta 

Figura, é possível observar também que em N. corumba três sistemas 

isoenzimáticos (G3PDH, LDH e PGM) revelaram todos os alelos dos locos dos 

sistemas enzimáticos analisados, representando a população com maior freqüência 

de alelos comparada com as oito populações estudadas. Visualizou-se ainda que 

dentre os locus a enzima GPI apresentou um maior número de alelos por loco (sete 

alelos) na qual N. corumba e a população de Piranguçu foram os representantes 

mais freqüentes a estes alelos, enquanto a enzima IDH apresentou um menor 

número de alelos (dois alelos). 

As estimativas das freqüências alélicas, mostradas no Quadro 3, foram 

utilizadas no teste de qui quadrado de homogeneidade, que demonstram a 

diferenciação entre as populações. Neste estudo, dos 10 loci analisados em todas as 

populações, oito apresentaram freqüências alélicas diferentes (p < 0,05) e apenas 

dois loci (Mdh-A e Gpi-B) apresentaram freqüências alélicas semelhantes (p > 

0,05). A maior proporção de loci com freqüências alélicas diferentes (p < 0,05) 

detectadas aqui podem indicar, segundo Frankel et al. (1995), que a diversidade 

genética deve ser maior entre as populações do que dentro das populações. Portanto, 

pode-se admitir que a maior semelhança nas freqüências alélicas de uma população 

é um indicador de maior diversidade genética nessas populações 

(intrapopulacional), estando estas populações mais protegidas dos efeitos da deriva 

genética se comparados a que tem alelos muito menos freqüentes ou diferentes, 

como observado na maioria dos loci das populações estudadas. 
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Figura 3 - Zimograma dos sistemas enzimáticos analisados em gel de amido, com 
os seus respectivos alelos, presentes nas populações (1= Cachoeira; 2= N. corumba; 
3= Carandaí; 4= Tamborete; 5= Espraiado; 6= Piranguçu; 7= Monjolinho; 8= Casca 
D´Antas; 9= Jaguari). 
 

A observação das freqüências alélicas permitiu ainda identificar quatro 

alelos exclusivos. Dois deles foram encontrados na população de Cachoeira nos loci 

Gpi-A(b) e Idh(b) com freqüências de 0,0192 e 0,7400, respectivamente, enquanto a 

população de N. corumba apresentou o alelo Gpi-B (e), com freqüência de 0,4500, e 
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a população de Espraiado o alelo Gpi-B (a), com freqüência de 0,9375 (Quadro 3). 

Dos quatro alelos exclusivos, o loco Gpi-A(b), presentes na população de Cachoeira 

com freqüência de 0,0192, pode ser considerado ainda como um alelo raro, devido a 

sua baixa freqüência. Os demais alelos exclusivos apresentam uma freqüência 

considerada elevada. Nesta situação, tais freqüências poderiam ser indicadas como 

um marcador genético para tais populações. 

Estudos de Zawadzki et al. (2004a) compararam Neoplecostomus sp. com 

Neoplecostomus paranensis e identificaram cinco loci que apresentaram alelos 

diferentes em ambas as populações. Reusing (2009), analisando duas populações de 

Neoplecostomus sp., observou a diferenciação em nove locos (Aat, Acp, Adh, Gdh, 

Idh, Mdh-C, Pgm, Sorb-1, Sorb-2) dos 19 obtidos, com a presença de alelos 

exclusivos para cada morfótipo, com 100% de freqüência. Philippsen et al. (2009) 

analisando quatro populações de Neoplecostomus yapo, de diferentes regiões do rio 

Paranapanema, verificaram a presença de dois alelos exclusivos nos locos Gdh (a) e 

no loco Gpi-B (a). A exclusividade alélica foi observada também nos trabalhos 

feitos por Ito et al. (2009) em dois morfótipos de Hypostomus, nos quais detectaram 

vários alelos exclusivos, com 100% de freqüência em seis loci diagnosticados (Aat-

2, Gdh-1, Gpi-A, Idh-1, Ldh-A, Mdh-A). 

Os alelos exclusivos, observados nas três populações de Neoplecostomus 

analisadas aqui, demonstram que as altas freqüências a esses alelos, com exceção do 

alelo b para o locus Gpi-A presente na população de Cachoeira que apresentou 

menor freqüência, podem estar sendo rapidamente fixados nestas populações. De 

acordo com Thorpe (1994), novos alelos aparecerão inicialmente em freqüências 

baixas na população e o destino evolutivo dos novos alelos dependerá de seu 

desempenho fisiológico relativo (valor adaptativo ou valor seletivo) e de mudanças 

casuais da freqüência, quando transmitido para gerações seguintes. Portanto, a 

provável razão da presença desses alelos exclusivos pode ser o simples fruto da 

amostragem, uma vez que o tamanho da amostra é pequeno ou, mais 

provavelmente, do isolamento das populações ou, ainda, devido a mutações em 

regiões do DNA que codificam uma determinada enzima, que em condições 

eletroforéticas pode diferenciar indicando um novo alelo.  
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As diferenciações genéticas intrapopulacional descritas a seguir foram 

baseadas nas estimativas das percentagens de loci polimórficos, número de alelo por 

locus e heterozigosidade obtidas. 

Em relação à proporção de loci polimórficos, observou-se que com exceção 

da população de Casca D’Antas, que não apresentou nenhum polimorfismo, todas 

as demais populações apresentaram loci polimórficos. O Neoplecostomus corumba, 

juntamente com a população de Espraiado, apresentaram a maior porcentagem de 

loci polimórficos, iguais a 60%, seguido da população de Carandaí com 50%, e a 

população de Cachoeira, com 40%, as demais populações apresentaram taxas de 

polimorfismo menores ou iguais a 30% (Quadro 4).  

Uma situação semelhante à população de Casca D´antas, com relação à 

ausência de polimorfismo, foi encontrado em Hypostomus por Paiva (2006) e em 

Neoplecostomus yapo por Philippsen et al. (2009). Ao analisarem quatro populações 

de cada gênero, observou-se que tanto a população de H. albopunctatus e duas 

populações de Neoplecostomus yapo não apresentaram nenhum polimorfismo. Uma 

provável explicação indicada pelos autores é que esteja ocorrendo um processo de 

endogamia, devido aos hábitos sedentários destas espécies. No entanto, nos 

exemplares da população de Casca D’Antas é mais provável que esteja relacionado 

à amostragem, assim como o polimorfismo detectado em populações de Jaguari, e o 

alto polimorfismo observado em Carandaí, visto que o número de indivíduos 

analisados, nestas populações, foi pequeno. 

A presença de loci polimórficos detectados na maioria das populações 

estudadas tem sido observada em vários trabalhos, como de Reusing (2009), 

estudando Neoplecosotomus sp. 1, coletados no riacho Paraitinguinha (Salesópolis), 

que observou polimorfismo em um único loco (Idh) de apenas 5,26 %. Zawadzki et 

al. (1999), utilizando três populações de Hypostomus da bacia do rio Iguaçu, 

encontraram porcentagem de locos polimórficos que variaram de 20 a 40%.  

Limeira et al. (2009), em duas populações de Rineloricaria pentamaculata, 

encontraram polimorfismo em 13,64% dos locos para a população do Ribeirão 

Keller e 9,09% para a população do rio São João. 
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Quanto ao número médio de alelos por locus verificou-se uma variação de 

1,8–1,0, sendo o maior número de alelos encontrados na população de N. corumba 

(1,8) e o menor número encontrado na população de Casca D’Antas (1,0), que 

apresentaram apenas um alelo para cada loco, portanto, todos monomórficos 

(Quadro 4). Em Neoplecostomus corumba, Zawadzki et al. (2004a) encontraram 

uma variação de alelos por loco de 1,1. Comparando os dois estudos, observou-se 

que a diferença de alelos por loco é devido aos cinco alelos novos que identificamos 

nos loci G3-A, Gpi-B, Ldh-A e Pgm, não presentes no estudo de Zawadzki et al. 

(2004a). 

Os valores de heterozigosidade esperados, observados e apresentados no 

Quadro 4 mostram as variações entre os loci das populações analisadas. Em uma 

visão geral dos resultados obtidos, identificou-se que a heterozigosidade esperada 

foi maior do que a observada em todas as populações analisadas, com exceção da 

população de Casca D’Antas, que não obteve variabilidade, apresentando apenas 

indivíduos homozigotos. Em âmbito geral, os resultados sugerem um excesso de 

homozigotos nas populações, em relação ao esperado pelas proporções do equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (E.H W). 

 
Quadro 4 - Heterozigosidade esperada e observada (Ho e He); percentagem de loci 
polimórficos (P) e número de alelos por loci (K). Entre parênteses esta o desvio 
padrão 
 

Populações He Ho P% K 

Cachoeira 0,0702 (0,1307) 0,0461 (0,1124) 40% 1,4000 (0,5164) 

N. corumba 0,2303 (0,2239) 0,1567 (0,3059) 60% 1,8000 (0,7888) 

Carandaí 0,2422 (0,2605) 0,0600 (0,1897) 50% 1,5000 (0,5270) 

Tamborete 0,0195 (0,0616) 0,0100 (0,0316) 10% 1,2000 (0,6325) 

Espraiado 0,0802 (0,0625) 0,0000 (0,0000) 60% 1,6000 (0,5164) 

Piranguçu 0,1014 (0,1892) 0,0412 (0,1111) 30% 1,4000 (0,6992) 

Monjolinho 0,0476 (0,1220) 0,0182 (0,0383) 20% 1,3000 (0,6749) 

Casca 
D’Antas 

0,0000 (0,0000) 0,0000 (0,0000) 0,0% 1,0000 (0,0000) 

Jaguari    0,1095 (0,2376) 0,0000 (0,0000) 20% 1,2000 (0,4216) 
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Segundo Zawadzki et al. (2004a), a incomum ausência de variabilidade 

genética aloenzimática em N. paranensis, do córrego Hortelã, poderia ser explicada 

pela alta força endogâmica e restrições ecológicas mantidas por eficientes barreiras 

geográficas para espécies de Neoplecostomus. Da mesma forma, os baixos níveis de 

variabilidade genética de Neoplecostomus da região de Casca D´Antas podem 

indicar que esta população é sedentária e restrita a pequenas áreas e, provavelmente, 

este fator esteja relacionado ao tamanho reduzido da amostra coletada nesta região,  

e isso pode estar relacionado à baixa  probabilidade de detectar a variabilidade nesta 

população. 

De forma mais detalhada, no Quadro 4, verifica-se que a maior 

heterozigosidade observada foi em Neoplecostomus corumba com Ho= 0,1567, 

seguido da população de Carandaí com H0= 0,0600, valor este 0,0967 menor que 

em N. corumba, apesar da população de Carandaí esperar uma heterozigosidade de 

He= 0,2422, valor maior do que todas as demais populações, até mesmo comparado 

com N. corumba com He= 0,2303. Comparado a outros estudos, o valor de He 

encontrado na região de Carandaí também foi considerado elevado, como em 

Neoplecostomus sp. 1, analisada por Reusing (2009) com He = 0,0069, a obtida por 

Zawadzki et al. (2004a) para Neoplecostomus sp. de outra localidade com He=0,030 

e a de Lassala e Renesto (2007), que identificaram valores de heterozigosidade de 

0,084 ± 0,025 para Roeboides paranensis e 0,045 ± 0,020 para Serrasalmus 

marginatus.  

Comparativamente, observa-se que os valores encontrados neste trabalho 

estão de acordo e acima da média encontrada das espécies de peixes no mundo todo 

(0,051), com exceção da população de Neoplecostomus, coletada na região de 

Monjolinho (0,0476), Tamborete (0,0195) e Casca D´Antas (0,000), que apresentou 

valores menores.  Portanto, podemos dizer que, de forma geral, as populações 

estudadas apresentaram uma alta variabilidade genética. 

Outras medidas que podem ser utilizadas, também na observação dos 

valores de deficiência de heterozigotos em cada subpopulação e nas populações 

totais, respectivamente, são os parâmetros estatísticos de fixação FIS, FIT de Wright. 

Para detectar a proporção da variabilidade genética entre populações, é utilizado 
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ainda o índice de fixação FST. Segundo Wright (1978), quando a média dos valores 

de FIS e FIT apresenta valores positivos, representa excesso de indivíduos 

homozigotos na subpopulações e nas populações totais respectivamente, enquanto 

os valores resultantes de FST abaixo de 0,15 refletem uma baixa diferenciação das 

populações, entre 0,15 e 0,25 indicam uma diferenciação populacional 

moderadamente alta e os valores acima de 0,25 refletem diferenciação muito alta. 

As análises das medidas destes parâmetros populacionais de (FIS, FIT e FST) 

são indicados no Quadro 5. 

 

Quadro 5 - Estatística de Wright para as oito populações de Neoplecostomus e N. 
corumba coletada no Alto da bacia do rio Paraná. T = tamanho da amostra 
 
Locus T FIS FIT FST 

G3-1 79 1,0000 1,0000 0,9369 

G3-2 85 0,1621 0,8436 0,8133 

Gpi-A 104 -0,2229 0,5150 0,6034 

Gpi-B 106 -0,0196 -0,0021 0,0171 

Idh 105 0,0644 0,7350 0,7197 

Ldh-A 104 1,0000 1,0000 0,6956 

Ldh-B 104 1,0000 1,0000 0,6956 

Mdh-A 106 1,0000 1,0000 0,0784 

Mdh-B 106 0,9599 0,9867 0,6698 

Pgm 102 0,8010 0,9317 0,6568 

Média 100 0,5621 0,8716 0,7067 

 

Observou-se que  o valor médio positivo, do índice de fixação FIS (0,5621) 

e o valor de FIT (0,8716) para as oito populações mais N. corumb, confirma também 

o excesso de indivíduos homozigotos. O valor da média obtida para FST = 0,7067 

indicou que as oito populações analisadas de Neoplecostomus e a espécie de N. 

corumba apresentam características genéticas diferentes umas das outras que, de 

acordo com Wright (1978), corresponde a uma alta diferenciação genética. 

Resultado diferente foi encontrado no trabalho de Philippsen et al. (2009), 
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analisando quatro populações de Neoplecostomus yapo observaram FST = 0,1039, 

verificando baixa diferenciação genética entre estas populações 

As medidas do índice de fixação FIS têm sido relatado de forma crescente 

em trabalhos relacionados à diferenciação de espécies, como observado em dois 

morfótipos de Hypostomus, um valor FIS = 0,312 para H. nigromaculatus e de 0,455 

para H. cf. nigromaculatus (Ito et al., 2009) e o trabalho feito por Santos (2009), 

que fez uso deste parâmetro para estimar a variabilidade genética de Oligosarcus 

paranensis, obtendo um índice de FIS = 0,5145. Os resultados obtidos por estes 

autores, semelhantemente aos nossos, encontraram um excesso de indivíduos 

homozigotos apresentando valores de FIS positivos. Ao contrário destes, Reusing 

(2009) detectou um valor de FIS = - 0,0741 negativo, observando um excesso de 

indivíduos heterozigotos em duas populações de Neoplecostomus sp . 

A identidade genética (I) indica a proporção dos produtos dos genes, que 

não são diferenciados por procedimentos eletroforéticos (Dobzhansky et al., 1977) e 

seu valor varia de 0 a 1. Segundo Thorpe e Solé-Cava (1994), 85% dos valores de I, 

entre espécies do mesmo gênero, excedem 0,35, e 97% dos valores estão abaixo de 

0,85. Entre espécies de gêneros diferentes este valor, em 77% dos casos, é menor 

que 0,35, enquanto que, para populações da mesma espécie 98% excede 0,85. 

Baseado nisso, verificou-se que a relação dos valores de identidades genéticas 

observadas entre o N. corumba e as oito populações mostraram que as populações 

mais próximas a esta espécie foi a população de Cachoeira, que resultou em uma 

semelhança de I= 0,84. Posteriormente, a população de Espraiado, com I= 0,83; 

seguido das populações de Monjolinho, Jaguari e Piranguçu, com I= 0,77, 0,74, 

0,71, respectivamente. As menores identidades encontradas nas relações entre N. 

corumba foram observadas nas populações de Carandaí, Casca D’ Antas e 

Tamborete, com identidades de 0,65, 0,63 e 0,54. Diante disso, de acordo com os 

valores estabelecidos por Thorpe (1982), é suposto que as populações de Cachoeira 

e Espraiado poderiam ser da mesma espécie que N. corumba, por apresentarem 

valores de Identidade genética próximos a 0,85, enquanto as demais populações 

representariam espécies de um mesmo gênero que N. corumba, por razão de 

apresentarem valores de (I) superiores a 0,35 e menores que 0,85. (Quadro 6). 
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Quadro 6 - Valores de identidade genética (acima da diagonal) e distância genética 
(abaixo da diagonal) de Nei (1972), entre as nove populações de Neoplecostomus. 
(1 = Cachoeira; 2 = N.corumba; 3 = Carandaí; 4 = Tamborete; 5 = Espraiado; 6 = 
Piranguçu; 7 = Monjolinho; 8 = Casca D’antas; 9 = Jaguari) 
 

Pop. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1  ***** 0,8408 0,4988 0,4400 0,7499 0,6826 0,7524 0,6315 0,7424    

2  0,1734 **** 0,6536 0,5436 0,8348 0,7177 0,7721 0,6379 0,7418    

3  0,6956 0,4252 **** 0,8253 0,6027 0,7909 0,7534 0,6898 0,7754    

4  0,8210 0,6096 0,1921 **** 0,5448 0,5490 0,4816 0,5097 0,5521    

5  0,2879 0,1806 0,5064 0,6074 **** 0,7836 0,7990 0,6148 0,7219    

6  0,3818 0,3317 0,2345 0,5996 0,2439 **** 0,9586 0,8704 0,9631    

7  0,2845 0,2587 0,2832 0,7307 0,2244 0,0422 **** 0,8328 0,9229    

8  0,4597 0,4495 0,3713 0,6739 0,4864 0,1388 0,1830 **** 0, 9160    

9  0,2878 0,2987 0,2544 0,5940 0,3258 0,0376 0,0802 0,0877 **** 

 

A distância de Nei (1972) estima o número médio de substituições de 

nucleotídeos por locus, detectáveis por eletroforese e acumuladas nas populações, 

desde que elas tenham um ancestral em comum, ou seja, a substituição é 

proporcional ao tempo evolutivo (Dobzhansky et al., 1977; Thorpe, 1982; Thorpe e 

Solé-Cava, 1994). De acordo com os valores de distância genética observados, 

Neoplecostomus corumba estaria ligado mais proximamente à população de 

Cachoeira, com a menor distância D= 0,1735, e Espraiado, com D= 0,1806; seguido 

de Monjolinho, Jaquari e Piranguçu, representando uma distância média de D= 

0,2587, 0,2987 e 0,3317, respectivamente. As maiores distâncias entre N. corumba 

foram com relação às populações de Carandaí com D= 0,4252 e Tamborete com D= 

0,6096 (Quadro 6) . 

A utilização das medidas de identidade genética e distâncias genéticas 

foram utilizadas também no trabalho de Zawadzki et al. (2004a), fazendo uma 

análise comparativa entre duas populações de Neoplecostomus (Neoplecostomus sp. 

e Neoplecostomus paranensis), encontraram uma identidade I= 0,731 e distância D 

= 0,314, valores estes próximos a de alguns morfótipos encontrados por Paiva et al. 

(2005). Estes autores, estudando três populações de Hypostomus, obtiveram I= 
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0,780 para Hypostomus strigaticeps e Hypostomus sp.1 e D = 0,218 entre H. regani 

e H. abopunctatus, valores estes que estabelecem uma provável diferenciação entre 

as populações analisadas por estes autores, devido aos valores de 0,35< I < 0,85 e as 

distâncias serem equivalentes a diferenciação. Philippsen et al. (2009), utilizando 

estes parâmetros, confirmaram a hipótese de que quatro populações de 

Neoplecostomus pertencem à espécie yapo, ao observarem as identidades genéticas 

I= 0,999, ou seja, maiores que 0,85 e distâncias baixíssimas entre as populações.  

Os dados de distâncias e identidades genéticas encontrados foram utilizados 

para construir um dendograma, que permite estimar as relações genéticas entre as 

populações estudadas (Thorpe e Solé-Cava, 1994). A Figura 4 mostra o 

dendrograma construído pelo método UPGMA (Unweighted pair-group method 

with arithmeti mean). As análises, dos clusters do dendograma demonstraram que as 

oito populações + N. corumba ficaram agrupadas em três conjuntos: Cachoeira+ N. 

corumba+Espraiado, Piranguçu+Jaguari+Monjolinho+Casca D’Antas e 

Carandaí+Tamborete. De acordo com o critério de Thorpe e Solé-Cava (1994), 

teríamos três espécies, no mínimo, entre estas populações.  

Os valores de identidade genética e a topologia do dendrograma de 

similaridade (Figura 4)  mostram uma relação de proximidade entre as populações e 

a espécie N.corumba bastante coerente com suas posições geográficas. As análises 

demonstraram que as populações de Cachoeira e N. corumba foram as mais 

similares, geneticamente, seguidas da população de Espraiado. As duas primeiras 

habitam riachos da bacia do rio Paranaíba, enquanto a última encontra-se na bacia 

do rio Grande. Neoplecostomus corumba é encontrada em riachos da bacia do rio 

Corumbá, um tributário da margem direita do rio Paranaíba, enquanto a população 

de Cachoeira habita riachos da bacia do rio Quebra Anzol, um tributário da margem 

esquerda do rio Paranaíba. Geneticamente, estas populações são diferenciadas pelo 

locus Idh (Figura 3), enquanto, morfologicamente (Figura 2 a, b), a ausência da 

nadadeira adiposa da população de Cachoeira distingue-as prontamente, uma vez 

que Zawadzki et al. (2008) reforçam a ausência versus presença de nadadeira 

adiposa como caráter diagnóstico em Neoplecostomus. A população de Espraiado, 

dos riachos formadores dos trechos superiores do rio Mogi Guaçu pertencente à 
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drenagem do rio Grande, comparada às demais populações do clado da qual 

pertence, está localizada em diferente região geográfica. Contudo, geneticamente o 

locus Gpi-A e Gpi-B diagnostifica as três populações, uma vez que N. corumba tem 

fixo o alelo e, a população de Espraiado o alelo a para Gpi-B e população de 

Cachoeira apresentou a exclusividade do alelo b para a Gpi-A (Figura 3 e Quadro 

3).  

No segundo agrupamento, as populações de Piranguçu, Monjolinho e 

Jaguari estão mais próximas, seguidas da população de Casca D´antas (Figura 4). 

Apesar das populações de Piranguçu e Monjolinho estarem muito próximas 

genética e geograficamente, morfologicamente, a população de Piranguçu é um 

tanto diferenciada, apresentando um corpo mais curto e robusto, cabeça mais larga e 

ausência de nadadeira adiposa, claramente contrastando com a população de 

Monjolinho (Figura 2; f, g). A população de Casca d’Antas também possui o corpo 

curto e cabeça larga (Figura 2; h), mas diferencia-se da população de Piranguçu por 

ter um pedúnculo caudal mais baixo e nadadeira adiposa reduzida, porém presente. 

Apesar de geograficamente próximas, as duas primeiras populações pertencem à 

bacia do rio Grande, enquanto as populações de Jaguari e Casca d’Antas encontram-

se no rio Tiête. Neste caso, a topografia acidentada da Serra da Mantiqueira, região 

destas quatro populações, capturas de cabeceiras poderiam ser levantadas para 

explicar esta proximidade genética e morfológica. 

As populações de Carandaí e Tamborete (Figura 2; c, d e Figura 4) também 

revelaram uma alta similaridade genética, porém com diferenças alélicas fixas para 

os loci G31 e Gpi-B. A população de Tamborete habita riachos, drenando para o 

reservatório de Funil, nas proximidades da Serra da Canastra, no rio Grande, 

enquanto Carandaí habita as porções mais altas do rio Grande, em riachos de 

cabeceira afluentes do rio das Mortes.  

A análise de dendogramas para diferenciação de espécies foi também 

relatado em estudos de Hermida et al. (2009), analisando 11 populações de Salmon 

trutta separadas espacialmente em duas linhagens, uma linhagem de origem 

(Pisuerga) e outra linhagem híbrida (Lower course), coletadas na bacia Duero na 

Península Ibérica. As análises demonstraram, a partir da análise de cluster associado 
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a análises de multivâriancia, a discriminação destas duas linhagens ocupando clados 

diferentes. Estes dados  podem ser observados na construção de um dendograma 

usando o método Ward´s method using Euclidean distance. 

 

Cachoeira

Neoplecostomus  corumba

Espraiado

Piranguçu

Jaguari

Monjolinho

Casca d`Antas 

Carandaí

Tamborete

0

Escala de distância (÷
2) entre populações.
1 = 0,018807
2 = 0,0306086
3 = 0,0682508
4 = 0,0960296
5 = 0,0866938
6 = 0,1171064
7 = 0,1684497
8 = 0,2645258

8                             7              6   5   4  3         2  1

1

2

3

 
 
Figura 4 - Dendograma de UPGMA calculado a partir da distância genética de Nei 
(1978) entre as oito populações e N. corumba. Clados 1, 2 e 3. 
 

Finalmente, pode-se observar que os métodos eletroforéticos e estatísticos 

foram válidos para diferenciar as populações de Neoplecostomus estudadas, assim 

como os resultados obtidos podem ser úteis quando associados a outras ciências, 

ajudando na elucidação de outras questões deste gênero.  
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5. CONCLUSÃO 

As análises bioquímicas das oito populações de Neoplecostomus 

comparadas à espécie de Neoplecostomus corumba permitiram destacar as seguintes 

conclusões: 

a) Níveis consideráveis de diversidade genética entre Neoplecostomus corumba e as 

oito populações foram detectados, além de níveis variáveis de variabilidade genética 

dentro das populações, com exceção da população localizada em Casca D´Antas 

que não apresentou nenhuma variação; 

b) As diferenciações genéticas visualizadas, através da identidade genética e 

distâncias genéticas encontradas entre as populações, podem ser um forte indicativo 

da presença de pelo menos duas espécies diferentes de Neoplecostomus corumba 

nas regiões analisadas; 

c) Estudos adicionais, com um maior número de amostras das populações coletadas 

nas regiões de Carandaí, Casca D´Antas e Jaguari, seriam interessante para 

melhores confirmações dos resultados encontrados. 
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