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RESUMO

LUCENA, Ana Luisa Monezi. M. Sc. Universidade Estadlde Maringa, fevereiro
de 2010.Diferenciacdo genética de populages do génexeoplecostomus (Teleostei:
Loricariidae) da bacia do Alto Rio Parana Professor orientador: Erasmo Renesto.

A Ictiofauna Neotropical de agua doce compreenda noa diversidade de peixes.
Os estudos taxondmicos, econdmicos e ecologicos rs&messarios para
identificacdo e conservacao Neoplecostomus e demais espécies desta ictiofauna.
Este trabalho teve como objetivo analisar a vditklle genética de oito
populacdes do géneideoplecostomus, de status taxondmico, ainda nao definido e
comparar com uma espécie ja descrita, cdleaplecostomus corumba. Para isso,
utilizou-se da técnica de eletroforese de isoerziem gel de amido para a analise
de seis sistemas enzimaticos (G3PDH, GPI, LDH, IDDQH e PGM). Foram
detectados 10doci enzimaticos e 24 alelos, sendo que, quatro aletoant
exclusivos, dois presentes na populacdo de Caehd@epi-B(b) e Idh(b)) e os
demais nas populacdes de Taqu@pi{A (e)) e na de Espraiad&pi-A (a)). Todas

as populacdes apresentarboti polimérficos, com excecao da populacdo de Casca
D’Antas. O numero médio de alelos pgocus variou entre 1,8-1,0. O valor médio
do indice ks (0, 5621) e de (0, 8716) demonstraram excesso de homozigotos e o
valor de k1 = 0,7067 indicou que as populacdes sao genetidenadfierenciadas
uma das outras. As identidades e as distanciastiggméde Nei calculadas
demonstraram que algumas sdao um tanto diferenteiendo ser consideradas
espécies distintas. O dendograma de UPGMA constrdigimonstrou que as
populacbes ficaram  agrupadas em trés conjuntos: hoeaa+N.
corumba+Espraiado, Pirangucu+Jaguari+Monjolinho+Casca DBan e
Carandai+Tamborete. Concluimos, portanto, que otdog utilizados foram
eficazes para diferenciacdo das populactes, reftetum forte indicativo da
presenca de, pelo menos, duas espécies difereatdoplecostomus corumba

dentre as regides analisadas do alto da bacia dRarana.

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

LUCENA, Ana Luisa Monezi, M. Sc. Universidade Estallde Maringa, February
2010. Genetic differentiation in populations of Neoplecostomus genus
(Teleostei: Loricariidae) from the upper Paranad Riwer. Adviser: Erasmo
Renesto.

The Neotropical freshwater ichthyofauna comprisesch diversity of fish. The
taxonomic, ecological and economical are needed iftentification and
conservation of this speciddeoplecostomus and other fish species. This study
aimed to analyze the genetic variability of eighbpplations of the genus
Neoplecostomus of taxonomic status is not defined and comparigd s&population
of species already described ldeoplecostomus corumba. For this we used the
technique of isoenzyme electrophoresis in startliogehe analysis of six (G3pdh,
GPI, LDH, IDH, MDH and PGM) enzyme systems. Weraasled in 10oci and
24 alleles, four alleles were unique, two presenthie population of Cachoeira
(Gpi-B (b) and Idh (b)) and other populations ofguiari (Gpi-A (e)) and of
Espraiado (Gpi-A (a)). All populations showed pobnphic loci, except the
population of Casca D’Antas. The average numbealleles per locus to ranged
from 1.8-1.0. The average of the indey ©.5621) and k (0.8716) indicated the
homozygote excess and the value &f #0.7067 indicated that the populations are
genetically too different from each other. Nei's n@8c ldentities and genetic
distances estimated demonstrate that some of thhenerough different to be
considered distinct species. UPGMA dendrogram detnated that the populations
are grouped into three sets, CachodWa+ corumba+Espraiado,
Pirangucu+Jaguari+Monjolinho+Casca D’Antas, and a@dai+Tamborete. We
conclude that the methods used were effective fiberdntiation of populations
reflecting a strong indication of the presence df leaast two different
Neoplecostomus corumba among the regions analyzed the upper of the PdRaved

basin.

Key words: alozyme, heterozygosis, genetic vaiigbil
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1. INTRODUCAO

O estudo das relagbes evolutivas entre os orgamisénade grande
importancia para diversas areas da Biologia, difdamdo apenas nos objetivos de
cada pesquisador. A historia evolutiva dos orgaossesta associada as mudancas
climaticas, geograficas, mutacdes, recombinacdlkese génicos ocorridas durante
a historia do planeta. As analises da variabilidgeleética de populacdes naturais,
gue estdo diretamente relacionadas a estas mudaecastem ndo so a elucidacao
de estudos de sua evolucdo, como também constitbiase para estudos
biogeograficos, ecolégicos e ainda auxiliam na tifieacdo de novas espécies
(Futuyma, 1992).

Pesquisas voltadas ao conhecimento da diversidatigica sdo o ponto
de partida para todos os estudos basicos ou apdicadhcionados as ciéncias da
vida e ao reconhecimento de espécies, bem comdiadhde de nomea-las é
fundamental para o estudo da ecologia, comportamerblucdo e todas as outras
disciplinas relacionadas aos organismos (Savag®5)19A associacdo de
informacdes morfologicas e andlises genéticas thaaado dados importantes na
investigacao deste estudo.

Crescentes estudos tém sido voltados a diversiddaleictiofauna
Neotropical de agua doce, em especial por estaicgerem formas, tamanhos e
habitat. Segundo um levantamento feito por Reial.ef2003), reconhecem-se 71
familias e 4.475 espécies validas de peixes de dgoa nas Américas do Sul e
Central. Além disso, estes autores estimam aéexist de 6.000 espécies nos rios e
lagos da regido Neotropical, sendo que a estimdisf@onivel sobre a quantidade
de peixes de agua doce para todo o planeta é dmatel 13.000 espécies.

A familia loricariidae possui representantes complamdistribuicdo e
diversidade de peixes neotropicais de agua docedhlb et al. 2008). O género
Neoplecostomus, pertencente a esta familia e a ordem Siluriforroeseiconhecida
por Regan (1904) como um grupo pertencente a sililHaMeoplecostominae.
Neoplecostomus compreende espécies de tamanho pequeno (menos)l& seus

representantes no Brasil sdo encontrados no sudeste, em pequenos riachos de
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aguas claras e rasas, correntezas fortes a modgeaflsmdos com pedregulhos e, as
vezes, areias (Langeani, 1990; Pereira e Reis,, Fii2ira e Oyakawa, 2003).

O génerd\eoplecostomus foi revisado por Langeani (1990) que citou duas
espécies reconhecidas comid: granosus (Valenciennes, 1840), de Cayenne
(Guyana Francesa) e no Rio de Janeikb microps (Steindachner, 1876), a espécie
tipo do género, da bacia do rio Paraiba do Sulgéani (1990) também descreveu
guatro novas espécids: espiritosantensis, dos rios costeiros do Estado do Espirito
Santo;N. franciscoensis, dos rios de cabeceira da bacia do rio Sdo Framds
paranensis, dos riachos de cabeceira da bacia do alto riarf@agensu Britski e
Langeani, 1988); &. ribeirensis, da bacia do rio Ribeira de Iguape. Cinco anos
mais tarde, Bizerril et al. (1995) descreveram @s@écie adicionalN. variipictus
da bacia do rio Paraiba do Sul. Recentemente Zwvatal. (2008), acrescentaram
trés novas espécies a este génbraCprumba; N. Solenae e N. yapo) localizadas
no alto da bacia do rio Parana, na qual foram eli@adas das congéneres por
caracteres morfométricos e meristicos, além dodoade colorido e a presenca de
nadadeiras adiposas bem desenvolvidas.

Durante o século XIX e inicio do século XX, a dafio morfolégica de
espécie dominou a taxonomia animal (Mayr, 1977), qume basicamente as
diferencas morfolégicas eram usadas como critési@ @ determinacdo de uma
espécie. Para Mayr (1963) e Dobzhansky et al. (19&mh organismos que
apresentam reproducdo sexuada, espécies sao “gtappspulacdes naturais real
ou potencialmente intercruzantes que sao repradugwnte isolados de outros
grupos semelhantes”. Este isolamento reprodutivea sema adaptacdo para
proteger 0os genes ja bem integrados e co-adapdadespécie.

Atualmente, varios conceitos de espécie se somartitédatura séo citados
no minimo 26 significados. Alguns conceitos definegpécies num instante no
tempo, enquanto outros procuram defini-las atral@esempo geoldgico. Alguns
apontam o processo de especiacdo, outros dirigatergdo para o produto da
especiacdo. O moderno significado de espécie telm isidicado a partir da
filogenética, na qual se define espécie como a stamados os individuos e de suas

relacbes de parentesco desde sua origem, ou segidera-se que sdo entidades
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transtemporais, abrangendo as seqiéncias de tedosomentos da espécie ao
longo do tempo, desde sua origem. Assim a premisgdicita no conceito
filogenético é que a classificacdo deve refletiretacdo ramificada entre as
espécies, a qual é indicada por cladogramas (Ama0en)

A dificuldade na distingcdo de espécies, principalttmepara aqueles que
utilizam como principal método de diferenciacdo rosrfoloégicos, podem néao
encontrar resultados satisfatorios, pois algumaesieas espécies parecem ser
morfologicamente muito similares, mas apresentamacteristicas genéticas
distintas. Atualmente as analises genéticas temidtrabons resultados na
identificacdo, como pode ser observado nos traballeoZawadzki et al. (2004a),
no qual, utilizando a técnica de eletroforese deeratimas, comparou-se duas
espécies dbleoplecostomus, umaNeoplecostomus sp. do rio Corumba, bacia do rio
Paranaiba e a outid. paranensis do riacho Horteld, bacia do rio Paranapanema.
Neste estudo eles detectaram que, apesar da segelimerfoldgica geral, estas
populacdes apresentaram distancia genética sigtivts, como aquelas obtidas
entre espécies de diferentes géneros (Zawadzki @085). Utilizando esta mesma
técnica Ito et al. (2009) conseguiram diferenciars dmorfétipos; Hypostomus
nigromaculatus e Hypostomus cf. nigromaculatus, que morfologicamente eram
muito similares, mas novamente distintos quant@axacteristicas genéticas. No
entanto, estudos genéticos podem ser utilizadaagara confirmar hipoteses de
semelhancas, como observado no estudo de Philiggtsah (2009), analisando
quatro populactes déleoplecostomus yapo através da técnica de isoenzimas
verificaram as semelhancas genéticas adjacenteafises morfologicas.

Interessar-se na identificacdo e na pratica deecoagdo de espécies ainda
nao descritas, em especial do génerdlemplecostomus, objeto de nosso estudo, é
corroborar com estudos sistematicos, econdmicosogicos futuros. Assim, o
objetivo deste trabalho foi analisar a variabilielagenética de oito populacdes do
género Neoplecostomus e comparar estas populacbes com a espécie
Neoplecostomus corumba. Para isso, utilizou-se da técnica de eletrofordse

isoenzimas para estimar o nivel de variabilidadetiea.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ordem Siluriformes

Siluriformes é a ordem mais diversificada e amplamedistribuida.
Atualmente inclui cerca de 36 familias, 478 génex08.093 espécies (Ferraris,
2007).

Os Siluriformes sé@o popularmente conhecidos noiBcasno “bagres”,
“cascudos”, “armados”, “mandis”, “jaus” ou “pintagfo Apresentam uma grande
variedade de formas, com inUmeras adaptacbes apaK)mfisioldgicas e
comportamentais, ocupando um amplo espectro desiehambientes. Possuem
habitos predominantemente crepusculares e notuongse os levam a habitarem,
em geral, locais com aguas turvas como o fundoriddse a permanecer entre
rochas e a vegetacao (Ferraris, 1998; 2007). S@cteazados principalmente por
possuir auséncia de escamas sobre o corpo, presdacaarbilhdes e
freqientemente aculeos fortes e pungentes a fdenpgimeiro raio das nadadeiras
dorsal e peitoral (Alexander, 1965; Paxton e Es@m998). O corpo, desprovido
de escamas, pode ser revestido por uma pele espassar coberto total ou
parcialmente por placas 0sseas. Os habitos alinesrti@mbém sdo muito variados,
com espécies herbivoras, planctofagos, carnivooo$veros.

A maioria dos representantes da ordem Siluriforiredsita ambientes de
agua doce, com excecdo de duas familias, Ariidabtesidae que compreendem
espécies marinhas. A distribuicdo dos Silurifornpegece ser limitada pela
temperatura, uma vez que a maioria habita as redit&picais e Neotropicais, e
poucas sao aquelas que alcancam o extremo sul @aidando Sul ou 0 extremo
norte da América do Norte (Nelson, 2006) Diplomystes, silurideo considerado
mais primitivo, o Unico a possuir maxilar dentageorre no extremo sul da
América do Sul (Pinna, 1998). Além disso, as familPimelodidae, Pangasiidae,
Aspredinidae e Auchenipteridae incluem algumas @epéstuarinas, que podem,
ainda, apresentarem certa tolerancia a ambienteshaos (Pinna, 1998).

Uma ampla diversidade ecologica e evolutiva obsierveesta ordem a faz
foco de muitos estudos (Burgess, 1989; Fink e Fir8#i81, 1996; Pinna, 1998;
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Arratia et al, 2003; Britto, 2003), tais como 0s sistematicoxom@®micos e

genéticos.

2.2. Superfamilia Loricarioidea

A superfamilia Loricarioidea € o maior grupo mof&tico de Siluriformes
da regido neotropical (Pinna, 1998; Britto, 20@3ta superfamilia foi o primeiro
grupo natural de familias de Siluriformes recontteci Essa afinidade foi
primeiramente proposta por Peyer (1922), com baggesenca de odontdédeos e na
estrutura do primeiro raio da nadadeira peitordénA destes caracteres, Pinna
(1998) identificou mais dois que corroboram o mdatémo da superfamilia:
dentes mandibulares com cuspides bifidas e rantesi@es do basipterigio sem
cartilagem nos adultos. De acordo, com a andlisBrit® (2003), a presenca dos
ossiculos do aparelho de Weber encapsulados messtirom carater exclusivo para
Loricarioidea.

A superfamilia Loricarioidea € composta por semifias: Nematogenyidae
(uma espécie), Trichomycteridae (201 espécies)lic@tiyidae (177 espécies),
Scoloplacidae (quatro espécies), Astroblepidae g§@écies) e Loricariidae (684
espécies) (Pinna, 1998; Nelson, 2006). Dentro dgegeo estdo os trés maiores
géneros de Siluriformeddypostomus, Corydoras e Trichomycterus, além de um
grande numero de espécies de interesse econdomicapplmente como espeécies
ornamentais.

Os representantes da familia loricariidae se catiaatn por apresentarem
um corpo coberto por placas dérmicas e uma bocaurnaventosa circular. E a
segunda maior familia que apresenta uma grandesitlade e distribuicdo na fauna
de peixes neotropicais de agua doce, com atualmdieespécies reconhecidas
(Ferraris, 2007; Chiachio et al., 2008).

Os loricariideos compreendem 96 géneros e seiamilds, dentre estas
seis subfamilias, a Neoplecostominae apresentamiamero moderado de espécies
(38 spp), Lithogeneinae (duas spp) e Delturinage (8pp) enquanto as trés
subfamilias Hypoptopomatinae, Loricariinae e Hyposhae apresentam uma rica
distribuicao (94 spp) (Reis et al., 2003; Ferré2¥)7)
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2.3. Subfamilia Neoplecostominae - géneibeoplecostomus

Atualmente e por varios anos anteriores, tém s@lnahstrados diversos
estudos filogenéticos voltados as diferencas sabrsubfamilias de Loricarideos.
Diferentes autores relataram tais estudos, comoEeggenmann & Eigenmann
(1890); Regan (1904); Eigenmann (1910); Gosliné&$%19947); Boeseman (1971);
Isbriicker (1980); Howes (1983); Schaefer (1987)niya-Burgos et al. ( 1998);
Armbruster (2004); Chiachio et al. (2008); e Cramerl. (2007). As principais
diferencas entre as classificacfes propostas estdfmrma ampla de apresentar
Neoplecostominae, proposta por Gosline (1947) eparacdo de Ancistrinae de
Hypostominae (Isbriicker, 1980).

Até recentemente, Neoplecostomus era 0 Unico género de
Neoplecostominae, um grupo originalmente propostoRegan (1904) para uma
Unica espécieN. granosus). Regan (1904) também considerou Neoplecostominae
como o grupo loricariideo mais proximamente apa@mia Astroblepidae (Ferraris,
2003).

Gosline (1945) promoveu a maior revisdo da famikapnhecendo cerca
de 400 Espécies. Nesse trabalho, Gosline reconideeplecostominae, como um
anico género, Neoplecostomus. Entretanto, em 1947, Gosline considerou
Neoplecostominae como um grupo mais abrangentduindo 12 géneros:
Neoplecostomus, Upsilodus, Hemipsilichthys, Pareiorhaphis, Pareorhina,
Kronichthys, Corymbophanes, Delturus, Rhinelepis, Canthopomus
(=Pseudorinelepis), Pogonopoma e Pogonopomoides. No entanto, todos esses
géneros, com excecdo deoplecostomus, ja haviam sido previamente incluidos
por Regan (1904) em Plecostominae (=Hypostomin&sga proposicao foi
significativamente diferente das propostas de Régap4) quanto a designacéo da
subfamilia, e de Gosline (1945), pois ambos inahirapenas o género
Neoplecostomus como representante de Neoplecostominae.

Isbriicker (1980) contribuiu de forma significatiwvam os estudos sobre a
classificacdo dos loricarideos. Seu trabalho perraitlescricdo de muitas espécies
novas e a resolucédo de determinadas situacdesorgldas com sinonimias. Neste
estudo, Idbricker (1980) alterou novamente a comp@osde Neoplecostominae,
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incluindo nesse taxon somente o génleoplecostomus. Os outros 11 géneros,
anteriormente alocados em Neoplecostominae por i@os(1947) foram
considerados novamente como representantes de tdgpoae.

Howes (1983), em um estudo detalhado usando cezacbsteoldgicos e
miologicos do cranio, foi o primeiro a aplicar a touologia cladistica na
classificacdo de Loricariidae. Os resultados moatnaum arranjo divergente entre
o cladograma e a taxonomigsensu Isbricker (1980). Entre as diferencas
encontradas, esta a inclusaoHiamipsilichthys como membro de Chaetostominae
(em 1947, Gosline havia incluiddemipsilichthys em Neoplecostominae) e a
condicdo de Hypostominae e Ancistrinae ndo formayaemos monofiléticos.

Schaefer (1987) manteve a classificacdo de Isbr({d8s80) e promoveu
uma analise filogenética envolvendo representadiestodas as subfamilias.
Entretanto, dos 12 géneros alocados em Neoplecwsterpor Gosline em 1947,
Schaefer examinou somentéronichthys, Corymbophanes, Pogonopomoides,
Pseudorinelepis e Rhinelepis, que foram considerados como membros de
Hypostominae. Apenasleoplecostomus foi considerado como representante de
Neoplecostominae. Os resultados de Schaefer (198dperiam que
Neoplecostominae seria o grupo irmao de todos osaeloricarideos, exceto
Lithogeninae.

Montoya-Burgos et al. (1998) forneceram o primestudo de filogenia
molecular com énfase nas subfamilias HypostominA@aaistrinae. A analise de
Montoya-Burgos et al. foi baseada na sequénciagbalas genes mitocondriais 12s
e 16s obtidos de 58 espécies que incluiu repregestde cinco das seis subfamilias
previamente incluidas em Loricariidae por Isbricke®80) e Schaefer (1987).
Lithogeninae néo foi incluido na analise. Os reslds obtidos foram parcialmente
diferentes da classificacdo de Isbricker (1980) e ®8chaefer (1987).
Hemipsilichthys gobio foi considerado pela primeira vez como membro lbastae
os loricarideos. Também um conceito mais abrangeat®leoplecostominae foi
apresentado, com Hemipsilichthys  splendens,  Hemipsilichthys  sp.,
Isbrueckerichthys duseni, Kronichthys e Neoplecostomus formando um clado

monofilético. Em outro ramo, o génePareiorhina se mostrou mais relacionado a
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Pseudotocinclus tietensis. Adicionalmente, Hemipsilichthys foi considerado
polifilético.

Armbruster (2004) apresentou outro estudo filogeogno qual expandiu
Neoplecostominae para abrigarHemipsilichthys (exceto H. gobio),

I sbrueckerichthys, Kronichthys, Neoplecostomus e Pareiorhina, mesmo n&do sendo
diagnosticado como grupo monofilético. Ao final dmalise, os géneros
Isbrueckerichthys e Pareiorhina formaram um grupo monofilético com
Neoplecostomus, enquanto Kronichthys e um taxon identificado como
Hemipsilichthys formaram um grupo monofilético com Hypoptopomatina
Hemipsilichthys foi considerado grupo-irmado dos demais Neoplecasiaen e
Hypoptopomatinae. TambénbDelturus angulicauda e Hemipsilichthys gobio
(identificado comoUpsilodus victori) formaram um clado monofilético, grupo
irmao de todos os demais loricarideos, extétmgenes.

Segundo Armbruster (2004), as relagcdes entre osergé de
Neoplecostominae e Hypoptopomatinae sdo duviddsasentanto, Armbruster
(2004) afirmou que Hemipsilichthys, Isbrueckerichthys,  Kronichthys,
Neoplecostomus e Pareiorhina ndo podem ser incluidos em Hypostominae,
mantendo estes em Neoplecostominae, até que urfigea@avolvendo todos os
géneros incluidos em Neoplecostominae e Hypoptopinasafosse realizada.

Langeani (1990) revisou o génefdeoplecostomus e reconheceuN.
microps, N. granosus, N. paranensis, N. espiritosantensis, N. ribeirensis e N.
franciscoensis. Posteriormente, Bizerril (1995) descreveéNi variipictus e,
recentemente, Zawadzki et al. (2008) descreverd&@m rovas espécies para
Neoplecostomus: N. corumba, N. selanae e N. yapo.

Atualmente, Chiachio et al. (2008) com intuito dap#ar informacdes
moleculares da relacdo entre as subfamilias Hypoptatinae e
Neoplecostominae, baseando em sequéncias da nmegifear correspondente ao
gene F-Reticulon-4, fizeram a andlise de arvorEmydnéticas, englobando os
géneros destas duas subfamilias. Neste estudah@hit al. (2008) demonstraram
gue Hypoptopomatinae € parafilético, uma vez gealdamilia Neoplecostominae

aparece dentro de Hypoptopomatinae, formando griip@o com a tribo
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Otothyrini. A tribo Hypoptopomatini aparece monéfitco e irmdo de
Neoplecostominae mais Ototryrini. Neoplecostomimg® parece monofilética
devido a presenca deseudotocinclus tietensis, como grupo irmédo das espécies do
género Pareiorhina. Todo o clado formado por Neoplecostominae mais
Pseudotocinclus tietensis aparece como irmao da tribo Otothyrini, onde #escies
internas entre géneros e espécies ndo se altem@mdaanalisados sem a subfamilia
Neoplecostominae.

Cramer et al. (2007) usando dados de sequénciascandriais do
citocromo c oxidase, demonstraram as relacdes efilélicas das subfamilias
Neoplecostominae e Hypoptopomatinae e seus reesl@@monstraram um clado
monofilético composto de Hypoptopomatinae + Neamémminae como irméo de
Hypostaminae e este clado irméo de Loricariina@at@o, nem Hypoptopomatinae
nem o Neoplecostominae sdo grupos monofiléticosimMramer et al. (2007)
sugestiona que se faz necessario fazer novas ema&lisn um maior nimero de
amostras destas subfamilias e mais analises dérseggi de genes nucleares. Além
disso, 0os génerdareiorhaphis, Hisonotus e Paratocinclus revelaram polifelético.

Pesquisadores admitem que parte do problema desocgenonsiderados
como membros de Neoplecostominae ainda persisteet&mtio, considera-se que
avancos nessa situacao tém ocorrido desde as mg®sle Montoya-Burgos et al.
(1998), Armbruster et al. (2000), Armbruster (20@4lReis et al. (2006). Entre os
avancgos, pode-se citar a posicao ocupada pelosog&ra ymbophanes, Upsilodus,
Hemipsilichthys, Delturus, Pogonopoma, Rhinelepis, Pseudorinelepis e
Pogonopomoides, que hoje apresentam uma situacdo estavel, sdodadas em
diferentes tribos e subfamilias, dentro de Loridag. (Pereira, 2008).

Os Neoplecostominae, no Brasil, estdo distribuigdss duas areas
adjacentes na costa leste, incluindo a bacia d8aemFrancisco e o alto da bacia do
rio Paranad (Langeani, 1990; Chiachio et al., 20@3sde entdo ndo se tem
encontrado nenhuma espécie desta subfamilia fata deea. Segundo Montoya-
Burgos (2003) e Chiachio et al. (2008), isso pode devido as barreiras de
disperséo, competicdes interespecificas com oldrasiriidae, tamanho do corpo e

custo energético ou caracteristicas morfologicasaeOmicas.
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2.4. Eletroforese de isoenzimas

A Biologia Molecular tem sido a ferramenta escadhmhra os estudos de
genética de populacfes e tem acumulado avancostanfas, como a geracao de
técnicas cada vez mais precisas para o exame destg de DNA. Destaca-se,
também, variados marcadores moleculares aplic@&asianais diversos problemas
encontrados no estudo de populagdes, permitinddedasestimativa do nivel de
variabilidade genética de uma dada populacdo aragéas de arvores filogenéticas,
relacionando espécies préoximas e elucidando questéeparentesco (Marques,
2002).

A eletroforese de enzimas € uma técnica genétagubnica utilizada em
diferentes areas da genética e de melhoramentmdaismos, refletindo resultados
importantes para estimar a variabilidade genética.

A variabilidade genética detectada pela técnica dlietroforese de
isoenzimas parte do principio de que as protei@asadeias de aminoacidos que
refletem a expressédo de um gene ativo no DNA (Saetal, 2004). Nesta técnica,
ocorre a separacdo de moléculas em funcdo de argascelétricas, de seus pesos
moleculares e de suas conformagdes, em suportesgsoe tampdes apropriados,
sob a influéncia de um campo elétrico continuo €Adfs, 2006). Estes suportes
porosos sao os geéis que funcionam como um meionme as isoenzimas precisam
passar, podendo ser de amido hidrolisado (Smithi@s5), acetato de celulose ou
de poliacrilamida. Em seguida, as enzimas escahmla outras proteinas sao
coradas por solugdes especificas em meétodos histmgps apropriados (Hunter e
Markert, 1957; Shaw e Prasad, 1970; Harris e Hgukin1976; Richardson et al.,
1986).

Por meio da técnica de eletroforese, podemos sgpando ocorre
substituicdo de um aminoacido numa molécula desprat a qual € detectada por
razao da alteracédo de sua carga elétrica ou muslaaggua conformacéo, que altera
a sua taxa de migracdo. Algumas das mutacdes adesedo DNA, que codifica
uma determinada enzima, poderdo expressar-se coolécutas de enzima,
diferindo em sua mobilidade eletroforética (Shieédsal, 1983; Thorpe e Solé-
Cava, 1994). Pode ocorrer também a subestimatiwaadabilidade genética, uma
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vez que nem toda mutacdo do DNA altera a estryitogéica correspondente, e
nem toda substituicdo de aminodacidos altera a idali eletroforética da enzima
(Torres et al., 2004).

As isoenzimas ou isozimas sdo definidas como formaékiplas de uma
mesma enzima, que ocorrem em um mesmo organismoafioidade sobre um
mesmo substrato. (Thorpe e Solé-Cava, 1994; Macletdal, 1999). Sao
controladas geneticamente por alelos ou por getesles em diferentes locos. No
entanto, algumas isoenzimas sao controladas ptosatke um sé loco e séao
denominadas de aloenzimas. Elas podem ser proddgéosprocessamentos
diferenciais de uma mesma molécula de mMRNA, ou ddifirnacbes do préprio
polipeptidio apds a sua transcricdo (Machado £1999).

Assim como as fracfes polipeptidicas e de protdivtass, as isoenzimas
representam os produtos primarios dos genes, gsgaf@an pelos processos de
transcricdo e traducdo. Geneticamente, esta caraci®o € mais refinada do que as
caracterizacdes morfologicas, que geralmente sadujws de mais de um gene
associado a mecanismos diferenciais de expressde eegulacdo e a fatores
ambientais (Machado et al., 1999). Outra vantagemué a expressao das
isoenzimas € normalmente codominante. Isso significe os heterozigotos tém
fendtipos diferentes dos homozigotos (Thorpe e-Sala, 1994; Alfenas, 2006),
ou seja, em um individuo dipldide, ambos os alelesum loco sdo expressos e
visualizados (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Hate permite que parametros,
como frequéncias genotipicas e freqiéncias alglioasam ser estimados e a partir
deles se obterem coeficientes de diversidade genétheterozigosidade, para que
populacbes possam ser comparadas (Thorpe e So&-Q®594; Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Alfenas, 2006).

As frequéncias génicas e genotipicas que podenolgatas a partir da
eletroforese de enzimas para individuos tomadascaseo nas populacdes naturais
podem ser transformadas em uma série de indicepegoetem estimar o nivel de
similaridade ou de distancia genética entre diteerespécies e populacoes.
(Solferini e Selivon, 2001).
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Para medir a variabilidade genética de uma popaojalidis parametros séo
bastante utilizados. O primeiro € a heterozigogdaliservada (§), que é a
porcentagem de heterozigotos detectada para ummiledelo loco génico. O outro
€ a heterozigosidade esperada) (Hu em equilibrio, que é a proporcédo de
heterozigotos que deveria haver se a populacazesst em equilibrio de Hardy-
Weinberg (Solée-Cava, 2001).

A estatistica kr de Wright é outro indice que reflete a propor¢do da
variabilidade genética encontrada entre populac@iesido a subdivisdo
populacional. Segundo Wright (1978), valores dedntre 0,15 e 0,25 indicam uma
estruturacao populacional moderadamente alta, etmualores acima de 0,25
refletem estruturacdo muito alta. A partir dos dade k1 podem ser estimadas as
taxas de migracao entre as subpopula¢cdes anali&alda et al., 2000, 2001)

Em suma, os locos sédo analisados e podem ser ecatdid como uma
amostra aleatoria do genoma, sendo, assim, umasegativa da populacdo. Os
parametros obtidos sdo considerados como indicadmpulacionais (Solferini e
Selivon, 2001).

A técnica de eletroforese de isoenzimas é umanfeméa que pode ser
utilizada ndo s6 como método para estimar os ndesigariabilidade genética, mas
também para identificar o fluxo génico em populacaturais, no estudo da
disperséo de espécies, na analise de filogenidwidibacdo natural, bem como no
melhoramento genético de espécies (Ferreira edpeaglia, 1998; Alfenas, 2006).

Em estudos de sistematica, a eletroforese de isnagzapresenta, entre
outras vantagens, a possibilidade de se obter datbzpiados da descricdo de uma
espécie, a partir de um numero pequeno de indigidumoostrados (Avise, 1974,
Thorpe e Solé-Cava, 1994). Além disso, esta técpma@e também organizar
espécies préoximas, de acordo com a porcentagem lales aou gendtipos
compartilhados (Avise, 1974). Segundo Thorpe e-Saléa (1994), se duas formas
simpatridas forem da mesma espécie, devem ter s;imasefreqliéncias génicas em
cada loco génico. E possivel dizer que, no minio®,dados de isoenzimas

contribuem para a identificacdo bioquimica dos migyaos (Buth e Murphy, 1999).
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Portanto, o valor do papel das isoenzimas, comaadares genéticos para
as diversas areas basicas de pesquisa genétieaeiafar caracteristicas positivas
para serem utilizadas juntamente com outros mareaduooleculares, monitorando

0 mapeamento de caracteristicas quantitativas (@awat al., 2005).

2.5. Variabilidade genética de populacdes naturaiem pesquisas utilizando a
técnica de eletroforese de isoenzimas e outras té@s adicionais

Populacbes naturais normalmente apresentam aligssnfle variacdo
genética (Nevo, 1978; Solé-Cava e Thorpe, 1991).peires, essa variabilidade
pode ser bem explicada, segundo Kirpichnikov (198Blo fato dos peixes
representarem um grupo de animais primitivos altaenbeterogéneos, submetidos
a processos evolutivos em diferentes direcdes. Busth. (1977) e Lande (1979)
relatam que a alta variabilidade esta relacionadapadrdao de distribuicdo
geografica, uma vez que o isolamento das baciasdrificas, com a consequente
formacao de populacdes alopatricas, favorece aepsocde especiacao.

A variacdo e introduzida continuamente nas popesc¢por mutacdo ou
migracao de individuos de outras populacdes, edidaepor deriva genética, por
endocruzamentos e, no caso de genes nao neuttasnpmr parte dos tipos de
selecdo natural (Nei, 1987). Por isso, populacdasirais de peixes, quando
isoladas em funcéo da existéncia de barreiras gBogs, acumulam polimorfismos
e divergéncias genéticas proporcionais a intensidagb tempo de isolamento.

A variabilidade genética de uma populacdo podeysentificada por meio
das frequéncias génicas obtidas com a analise aenzsnas. Nestes casos,
considera-se que os locos analisados retratam oroatia aleatéria do genoma e,
dessa maneira, a populacéo seria representante aesstra (Solferini e Selivon,
2001). As frequéncias génicas e genotipicas, abtadgartir da eletroforese de
enzimas para individuos tomados ao acaso nas @gdeglanaturais, sao
transformadas em uma série de indices que sa@netados como indicadores
populacionais (Solferini e Selivon, 2001).

A técnica de eletroforese de aloenzimas tem adxilizo alcance de bons

resultados em varias pesquisas, na discriminacawodas espécies de peixes de
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cabeceira, contribuindo para o aumento destes m&n€&omo por exemplo, 0
estudo comparativo realizado por Zawadzki et &042) comNeoplecostomus sp.

do cérrego Taquari, afluente do rio Corumba (G®ieeplecostomus paranensis do
ribeirdo Horteld, tributario do rio ParanapanemB)(&mbos pertencentes a bacia
do alto rio Parand. As espécies deste género apaeseuma similaridade
morfolégica e cariotipica que dificulta sua idectatdo. Assim, outras
caracteristicas seriam necessarias para identifioaas espécies deste grupo. A
analise de 14 sistemas enzimaticos permitiu det@&alocos. Seis deles foram
diagnosticos: Acp-A, Adh-A, Est-A, Gpi-A, Ldh-A edh-B. A identidade genética
de Nei (1978) foi de 0,731. Estes valores, juntadme@m a presenca de uma
nadadeira adiposa, mostraram que 0s exemplaresroego Taquari sdo distintos
deN. paranensis e possivelmente representam uma nova espécie.

Em trabalho feito com dois morfotipos dypostomus — Hypostomus.
nigromaculatus e H. cf. nigromatulatus coletados no ribeirdo Atlantico do alto da
bacia do rio Parana, com a utilizacdo da técnicaisdenzimas, foi possivel
diferencia-los, na qual obtiveram uma identidad@égiea de 0,6515 e uma
distancia genética de 0,4285 que mostrou tambéamspertencentes a espécies
diferentes (Ito et al., 2009).

Por meio das freqUéncias génicas obtidas pelasandk isoenzimas, é
possivel também quantificar a variabilidade geadtie uma populacéo. Peres et al.
(2005b) estudaram a variabilidade genética de dqamulacfes deAstyanax
altiparanae, que € uma das espécies mais abundantes da baalito dio Parana e
representam uma importante fonte de alimento pardasnespécies de peixes
piscivoros comercializados. Um total de 13 enzifoasnalisado em amostras do
figado, coracéo, estdbmago, branquia e musculoopgocéao de locos polimorficos
foi de 52,38% para a populacao coletada na reg@éBaito Rico (PR) e 38,10%
para a populacédo localizada no ribeirdo Ficha (RF)calculo da variabilidade
genética indicou um valor de heterozigosidade dEbI® + 0,0493 emA.
altiparanae para a populacéaos (PR) e 0,0905 + 0,0464 pardesqde populacédo de

RF. De acordo com os autores, os dados encontnadssraram que as duas
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populacbes sdo geneticamente diferentes e aprementam alto nivel de
variabilidade genética.

A variabilidade genética deeporinus lacustris, coletados na lagoa do
Carao na planicie de inundacao do rio Parana,etecthda também nos estudos de
Peres e Renesto (2005a) por meio da técnica defelelse de isoenzimas. Neste
estudo, os autores obtiveram uma proporcaoagolimorficos de 26,67 % e uma
heterozigosidade média esperada de 0,0806 = 0,GBIfial foi menor que as
estimadas em outros estudos feitos por Chiari @€S@D01) para este mesmo
género.Os autores sugerem que essa diferenca serdagnte por razao de
Leporinus lacustris terem habitos sedentérios.

Philippsen et al. (2009) estimaram a variabilidaggnética de quatro
populacdes dé&eoplecostumus yapo coletados em diferentes regides da Bacia do
Rio Paranapanema (PR). Neste estudo, duas das apoOpsl analisadas
apresentaram He = 0,0195 e 0,0179, respectivamanit inferiores & média das
espécies de peixes (0,051), apresentando, portam@ baixa variabilidade
genética.

Outros métodos, por exemplo, os morfoldgicos, eit@gicos, analise de
rDNA e analises gendmicas, microsatélites entreosujuando associados, podem
apresentar uma melhor eficiéncia na identificac@derenciacdo de espécies. Uma
breve e atual revisdo da utilizacdo de alguns destétodos sdo apresentados,
como, por exemplo, o trabalho de Hermida et al0D92@ue buscou diferenciar duas
linhagens de truta marror®gmo trutta) coletadas na bacia de Duero na Peninsula
Ibérica, uma coletada antes da separacdo espactaigelada e a outra linhagem
contendo as populacdes hibridas coletadas apgseaséo espacial. Neste estudo,
a principal diferenciacdo morfométrica entre a digeim pura foi relatada em
caracteristicas diferenciais na cabeca, que pastee relacionada a uma melhor
habilidade desta linhagem nos mecanismos de migragdndo migracdo. Os
resultados deste trabalho confirmam a segregagdacies e diferenciacdo das
espécies, que ratifica os resultados anterioresduzntios pela técnica de
eletroforese de aloenzimas e microsatélites, fgtwsoutros autores (Bouza et al.,
2001; Martinez et al., 2007), com iguais linhagens.
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Estudos citogenéticos freqientemente tém sidazadiis em analises de
relacdes filogenéticas. Alvext al. (2005) utilizaram desta técnica com o iotuié
entenderem melhor a relacdo entre as subfamiliaspodtyminae e
Neoplecostominae, estas pertencentes a familiacdradae. Neste estudo,
analisaram um total de 11 espécies, sendo duagbfiansilia Neoplecostominae e
nove de Hypostaminae. Os resultados obtidos mastraa presenca de um
marcador cromossomal conservativo de 2n=54 cromuss@ Ag NOR em todas
as espécies. Os autores acreditam que este canpaige representar uma condicao
primitiva da familia Loricariidae, pois considem-gue 0os Neoplecostominae é o
grupo irmao primitivo de todos loricarideos, contepéo de Lithogeneinae. Suas
conclusdes mostraram ainda que as caracterisiicg®eméticas encontradas entre
as espécies podem reforcar a hipétese de queesstésies podem pertencer a um
grupo natural.

Chiachio et al. (2008) utilizaram dados moleculabaseando-se na analise
de seqlenciamento de dois exons e dois intronge guclear conhecido como F-
reticulond4, obtidos de espécies das subfamilia Meoptominae e
Hipoptopomatinae. Esta andlise possibilitou a cogéb de arvores filogenéticas,
englobando as relacdes entre espécies destas db&mmsias, demonstrando
portanto que a Hypoptopomatinae €& um grupo patiafilé visto que
Neoplecostominae aparece dentro de Hypoptopomafmrmeando um grupo irméo
com a tripo Otothyrini. As interacOes evolutivassetvadas possibilitaram obter
detalhadamente a historia dessas subfamilias.

Monteiro et al. (2009), utilizando técnicas de gépnética e andlises de
medidas do tamanho do genoma, fizeram verificagiwadiabilidade genética de
duas espécies do génetberochondrostoma deste género analisando vduas
populacbes dd. almacai e quatro de dé. lusitanicun. A analise citogenética
permitiu observar um cariétipo de 2n=50 cromossoroosn uma esporadica
triploidia del. lusitanicun. Multiplos NOR foram observados em ambas as especi
e uma alta variabilidade intra e interpopulacidis@lobservada enh. lusitanicun.
Quanto as medidas do tamanho do genoma, verifieaurs clara diferenciacdo do

tamanho do genoma nas populacdes.alenacai, com uma média de conteddo de
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DNA (pg) de 2,61pg que foi menor do que observads populacbes dé
lusitanicum 2,93pg, evidenciando uma variabilidade interpogalzal.

Sendo a variabilidade genética a heranca evoludlvauma espécie, 0
conhecimento e a manutencéo da integridade gem&isabunidades populacionais
ou populacdes locais € um dos aspectos fundamemagogramas de preservacao
e manejo da espécie. Porém, a perda da biodivdesiela ambientes aquaticos esta
entre 0s mais sérios problemas enfrentados pelssgao redor do mundo (Moyle
e Leidy, 1992). Diante disso, podemos verificar ca® técnicas genéticas
moleculares estdo se tornando cada vez mais @esrifiicacdo da variabilidade de
espécies. Os dados obtidos pela analise de aloaszipor exemplo, apesar de
antiga, ainda apresenta sua importancia e podeilmantpara varias areas da
biologia, pois representam o conhecimento basicovaldabilidade genética,
colaborando também na conservacdo de diferenteé&ciespde peixes de nossa

fauna.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e Armazenagem

Os exemplares dieoplecostomus utilizados neste estudo foram coletados
no alto da bacia do rio Parana. O Rio Parana éngipal curso d'agua da bacia,
mas de grande importancia também séo seus aflueritgmadores, como 0s rios
Grande, Paranaiba, Tieté, Paranapanema, Iguadte oeitros (Maack, 2002).

A bacia do rio Parand localiza-se quase que integrde entre os paralelos
14° e 27° e os meridianos de longitude oeste 4% .ePossui uma vazao média
anual de 15.620 s, volume médio anual de 495 Remuma &rea de drenagem de
1.237.000 K A &rea desta bacia abrange os territorios doadBstde Mato
Grosso, Parana, Sao Paulo e partes dos territboedstados de Minas Gerais e
Goias, sendo a maior parte de sua area situadegiéo rsudeste do Brasil (Maack,
2002).

As amostras deNeoplecostomus analisadas foram coletadas em trés
diferentes afluentes do Rio Parana. Foram utiligadave populacfes, uma
pertencente a espédieoplecostomus corumba, sendo cinco destas coletadas no rio
Grande, localizado no estado de Minas Gerais, Neoglecostomus corumba no
rio Paranaiba, em Goias, e trés populacdes coketamlao Tieté, no estado de Séo
Paulo (Figura 1 e 2).

As coletas foram realizadas no més de julho de ,2@8ultando na captura
de 106 exemplares, variando o niumero de individassdiferentes populacdes. As
oito populacbes foram nomeadas de acordo com ¢ diecaoleta, como pode se
visualizado na caracterizacéo da coleta no Quaergigura 2.

Imediatamente apoOs coletados, os individuos foraomgelados e
armazenados em nitrogénio liquido (-196° C), paosatgrior analise genética
laboratorial.

As andlises genéticas foram feitas a partir daackdi de fragmentos de
tecidos (musculo branco) dos individuos, ndo atildo outros tecidos em razao dos
exemplares apresentarem um tamanho reduzido esqwrser dificil a retirada de
tecidos de outros orgaos, como figado, coracam.e ri
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Figura 1 - Mapa geografico da bacia do rio Paranéstrando as localidades dos 9
exemplares analisados. Pop 1: Cachoeira; PoNedplecostomus corumba; Pop 3:
Carandai; Pop 4: Tamborete; Pop 5: Espraiado; PBr&gucu; Pop 7: Monjolinho; Pop
8: Casca D’Antas e Pop 9: Jaguari.

Figura 2 - Exemplares déeoplecostomus coletado nos diferentes afluentes do Alto
do rio Parana: a: Cachoeira, Beoplecostomus corumba, c: Carandai, d:
Tamborete, e: Espraiado, f: Pirangucu, g: Monjairtn Casca D"Antas, i: Jaguari.
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Quadro 1 - Caracterizacdo da coleta, locais datezolBacia Hidrografica,
Municipios proximos, Coordenadas Geograficas e ndie individuos analisados
em cada populacado (Pop 1: Cachoeira; Popedplecostomus corumba; Pop 3:
Carandai; Pop 4: Tamborete; Pop 5: Espraiado; Pogrigngucu; Pop 7:
Monjolinho; Pop 8: Casca D’Antas e Pop 9: Jaguari)

Populacdes Local de Bacia Municipio Coordenadas Individuos
coleta hidrogréfica Geograficas analisados
Pop-1 Rio Quebra Rio Paranaiba Ibia (MG) 19°9'5.57"S/ 26
Anzol 46°33'40.93"0
Pop-2 Rio Taquari  Rio Paranaiba  Caldas Novd§°25'56.46"S/ 12
(GO) 48°22'20.17"0
Pop-3 Corrego sem Rio Grande Carandai 20°57'20.70"S/ 5
nome (MG) 43°45'47.20"0
afluente do
rio Carandai
Pop-4 Cérrego Rio Grande Capitdlio  20°38'54.77"S/ 10
Tamborete (MG) 46° 9'52.40"0
Pop-5 Ribeirdo Rio Grande Borda da Mata22°21'49.10"S/ 16
espraiado (MG) 46°11'57.52"0
Pop-6 Rio Rio Grande Pirangugu 22°44'33.91"S/ 17
Pirangucu (MG) 45°44'21.47"0
Pop-7 Corrego Rio Grande S. Bento do 22°42'47.04"S/ 11
Monjolinho Sapucai (MG) 45°42'57.04"0
Pop-8 Cérrego Rio Tieté Camanducaia 22°46'08"S/ 5
Casca (SP) 45°59'25"0
D’antas
Pop-9 Rio Jaguari Rio Tieté Camanducaid2°45'52.03"S/ 4
(SP) 45°58'35.49"0

Representantes de cada populacdo foram depositadmdecdo do Nupelia
(NUP = Nucleo regional de Pesquisa em Liminolofgtplogia e Aquicultura), da
Universidade Estadual de Maringa e no Museu NatidonaRio de Janeiro na
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (MNRJ) esnseguintes identificacoes:
NUP6582- CP 65.6mm, NUP 6568-CP 80.3mm, MNRJ 318P98.61mm,
MNRJ28659-CP 69.2mm, NUP3571-CP 84.8mm, NUP6033-88.1mm,
MNRJ23974-CP 79.2mm, NUP6586-CP 72.1mm e NUPG658&ZPmm, sendo

CP = comprimento padréao.

3.2. Eletroforese em gel de amido

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

continuo. Para tanto, foram utilizados géis a uoreentracdo de 15%, preparados
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com amido de milho (Penetrose 50) em solucao tan®&olucao foi aquecida até
a fervura e entdo vertida em uma placa de vidro loordas de 0,6 cm.

Foram analisados seis sistemas isoenzimaticogzantilo o tamp&o Tris
Citrato (TC), pH 7,0: Tris 0,135 M/Ac. Citrico 08M, na cuba de eletroforese, e 0
mesmo tampao diluido 15 vezes no preparo do geds Apesfriamento, os géis
permaneceram sob refrigeracdo por aproximadamdrteras.

As amostras dos tecidos foram homogeneizadas cetddbde vidro, em
tubos de propileno (1,5 ml) com 100 pL de tampéaes-ACI 0,02 M, pH 7,5. Os
tubos foram centrifugados a 14000 rpm (16434,6, x@n temperatura entreCla
5C, durante 20 minutos. O extrato protéico (sobrant) foi aplicado no gel com
pequenas tiras de papel-filtro (4 mm x 8 mm) WhatrB&IM® embebida com as
amostras. Em seguida, foi submetido a eletrofosede refrigeracdo, durante 17
horas. A corrente elétrica nos geéis, medida atradeésuas extremidades com um
multimetro, foi de aproximadamente 50V (210 V naté). Apbés a corrida
eletroforética, o gel foi cortado horizontalmente fatias, as quais foram incubadas
com solucbes histoquimicas especificas para cadens, preparadas segundo
protocolo de Murphy et al. (1996).

ApoOs incubacéo do gel no escuro e em temperatu@’ e, aguardou-se
até a visualizacdo das bandas nos géis, estes fmhwados em uma solucéo
conservante, constituida de Metanol/agua/aciddacacét proporcdo de 5:5:1, por

24 horas e em seguida fotografados e analisados.

3.3. Analises das isoenzimas

Os seis sistemas enzimaticos analisados em gehidie® &stdo descritos no
Quadro 2. A nomenclatura das enzimas utilizadagprfoposta por Murphy et al.
(1996). A interpretacdo genética foi baseada naitesd quaternaria das enzimas
segundo Ward et al. (1992). Todas as estimativetigigcas foram calculadas
usando o programa Pop gene 3.1 (Yeh et al., 2€8019)como variabilidade genética
estimada pelo calculo da heterozigosidadeg(i,), de acordo com Nei (1978), os
parametros estatistico de fixacags,(FFr e Fsr) de Wright (1978), os valores das
frequéncias alélicas, a identidade (l) e a distaigeinética (D) de Nei (1972). A
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partir destas duas ultimas medidas foi construido dendrograma (método de
agrupamento pelo algoritmo UPGMA - Unweighted P@mup Method With
Arithmetic Means) das populacdes estudadas.

Quadro 2 - Nome, niimero de Comisséo de Enzifh&.(Q1) e estrutura quaternaria
(E.Q.) das enzimas analisadas em gel de amido

Enzima (Abreviagao) n°.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 Tetraraéri
Malato desidrogenase (Mdh) 1.1.1.37 Dimérica
Fosfoglucomutase (Pgm) 5.4.2.2 Monomeérica
Isocitrato desidrogenase (ldh) 1.1.1.14 Dimérica
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises dos dados eletroforéticos obtidos, iieam identificar 10loci

e 24 alelos, dentre os seis sistemas isoenzim&gtoslados nas nove populacdes

de Neoplecostomus. Destes 24 alelos detectados, observou-seNgog ecostomus

corumba, comparado as demais populacdes, foi 0 Unico gquesaptou o alele no

locus Gpi-B, mas a presenca do alelpara o loci Gpi-A e Idh e o alelbno locus

Gpi-B foi

respectivamente (Quadro 3).

observada somente nas populacbes de @aahce Espraiado

Quadro 3 - Estimativas de frequéncias alélicaspdgsilacdes ddleoplecostomus.

(P1: Cachoeira; P N.corumba; P3: Carandai; P 4: Tamborete; P 5: Espraiado; P 6
Pirangucu; P 7: Monjolinho; P 8: Casca D’antas®:Raguari. Valores em negrito
indicam alelos exclusivos.?Nnumero de individuos analisados)

Locus alelo P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
a - 0,1667 1,0000 - - 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
G3-1 b 1,0000 0,8333 - 1,0000 1,0000 - - - -
a 0312 0,37501,0000 1,0000 0,0769 - - - -
G3-2 b 09688 0,6250 - - 0,9231 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Gpi- a 0,9808 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
A b 00192 - - - - - - - -
a . - - - 0,9375 - - - -
b 1,0000 0,1000 0,7000 1,0000 0,0625 0,7647 0,9545 1,0000 1,0000
Gpi- c . 0,4500 - - - 0,0588 - - -
B 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 - 0,1667 0,6000 1,0000 0,0714 - - - -
A b 1,0000 0,8333 0,4000 - 0,9286 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Ldh- a - 0,1667 0,6000 1,0000 0,0714 - - - -
B b 1,0000 0,8333 0,4000 - 0,9286 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Mdh- a 0,8846 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9412 1,0000 1,0000 1,0000
A b 01154 - - - - 0,0588 - - -
Mdh- a . - 0,6000 1,0000 0,0625 0,5588 - 1,0000 0,7500
B b 1,0000 1,0000 0,4000 - 0,9375 0,4412 1,0000 - 0,2500
a . 0,0833 - 0,0500 - - 0,1818 1,0000 -
Pgm 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 0O,7727 - 0,5000
N ©° 26 12 05 10 16 17 11 05 04
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Em estudos realizados por Zawadzki et al. (2004m) populacdes de
Neoplecostomus corumba, foram analisados 14 sistemas isoenzimaticos, qdas
cinco foram similares a nossa pesquisa. Comparastesdados a populacéo e
corumba analisada em nosso estudo e identificamos que aletos presentes em
nossa pesquisa nao estiveram presentes no estudavekdzki et al.(2004a),
mesmo sendo estas populagdes representantes da esmsicie.

A expressdo enziméatica dos alelos detectadoslest@da nos zimogramas
representados pela Figura 3. Observa-se que o alpéva osloci Gpi-A, Idh e
Mdh-A foram os Unicos que estiveram presentes afast@s populacfes. Nesta
Figura, é possivel observar também que @&m corumba trés sistemas
isoenzimaticos (G3PDH, LDH e PGM) revelaram todssatelos dos locos dos
sistemas enzimaticos analisados, representandpudagéo com maior freqiéncia
de alelos comparada com as oito popula¢cfes estdsdaializou-se ainda que
dentre odocus a enzima GPI apresentou um maior nimero de gbelokco (sete
alelos) na quaN. corumba e a populacdo de Pirangucu foram os representantes
mais frequentes a estes alelos, enquanto a enfidaapresentou um menor
namero de alelos (dois alelos).

As estimativas das frequéncias alélicas, mostradafuadro 3, foram
utilizadas no teste de qui quadrado de homogeneidgde demonstram a
diferenciacdo entre as populacdes. Neste estudal@oci analisados em todas as
populacdes, oito apresentaram frequéncias alélifaentes (p < 0,05) e apenas
dois loci Mdh-A e Gpi-B) apresentaram frequéncias alélicas semelhantes (p
0,05). A maior proporcdo dmci com freqUéncias alélicas diferentes (p < 0,05)
detectadas aqui podem indicar, segundo Frankel. ¢1295), que a diversidade
genética deve ser maior entre as populacdes ddemie das populacdes. Portanto,
pode-se admitir que a maior semelhanca nas fre@#alélicas de uma populacéo
€ um indicador de maior diversidade genética nesgaspulacdes
(intrapopulacional), estando estas populactes prategidas dos efeitos da deriva
genética se comparados a que tem alelos muito nfeeg$entes ou diferentes,

como observado na maioria dosi das populacdes estudadas.
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Figura 3 - Zimograma dos sistemas enzimaticos saddis em gel de amido, com
0S seus respectivos alelos, presentes nas popsilgicé€achoeira; 2&. corumba;

3= Carandai; 4= Tamborete; 5= Espraiado; 6= Pirgungl= Monjolinho; 8= Casca
D”Antas; 9= Jaguari).

A observacdo das frequéncias alélicas permitiu aaiigéntificar quatro
alelos exclusivos. Dois deles foram encontradgsapaulacdo de Cachoeira nos loci
Gpi-A(b) eldh(b) com frequéncias de 0,0192 e 0,7400, respectivamemgeanto a

populacdo dé&\. corumba apresentou o alel@pi-B (e), com frequéncia de 0,4508,
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a populacdo de Espraiado o al€pi-B (a), com frequéncia de 0,9375 (Quadro 3).
Dos quatro alelos exclusivos, o loco GpbRA(presentes na populacédo de Cachoeira
com frequiéncia de 0,0192, pode ser considerada amicho um alelo raro, devido a
sua baixa frequéncia. Os demais alelos exclusiyesantam uma frequéncia
considerada elevada. Nesta situacao, tais frecagpoderiam ser indicadas como
um marcador genético para tais populacoes.

Estudos de Zawadzki et al. (2004a) comparakimopl ecostomus sp. com
Neoplecostomus paranensis e identificaram cincdoci que apresentaram alelos
diferentes em ambas as populagdes. Reusing (20@&@)sando duas populacdes de
Neoplecostomus sp., observou a diferenciacdo em nove lockat,(Acp, Adh, Gdh,

Idh, Mdh-C, Pgm, Sorb-1, Sorb-2) dos 19 obtidos, com a presenca de alelos
exclusivos para cada morfétipo, com 100% de freg@aérdPhilippsen et al. (2009)
analisando quatro populacdesNsoplecostomus yapo, de diferentes regides do rio
Paranapanema, verificaram a presenca de dois abettissivos nos locoSdh (a) e

no loco Gpi-B (a). A exclusividade alélica foi observada também trabalhos
feitos por Ito et al. (2009) em dois morfotiposHigoostomus, nos quais detectaram
varios alelos exclusivos, com 100% de frequénciaseisioci diagnosticados (Aat-

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

Os alelos exclusivos, observados nas trés popudagdédleoplecostomus
analisadas aqui, demonstram que as altas freqiééneisses alelos, com excecao do
alelo b para olocus Gpi-A presente na populacdo de Cachoeira que apresentou
menor frequéncia, podem estar sendo rapidamerdaddsxnestas populagdes. De
acordo com Thorpe (1994), novos alelos aparecen&@lmente em frequéncias
baixas na populacdo e o destino evolutivo dos naleks dependera de seu
desempenho fisioldgico relativo (valor adaptativovalor seletivo) e de mudancas
casuais da frequéncia, quando transmitido parac@esaseguintes. Portanto, a
provavel razdo da presenca desses alelos exclusoas ser o simples fruto da
amostragem, uma vez que o tamanho da amostra éermeqau, mais
provavelmente, do isolamento das populacdes ouaaidevido a mutacbes em
regidoes do DNA que codificam uma determinada enzimee em condi¢des

eletroforéticas pode diferenciar indicando um nalabo.
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As diferenciacbes genéticas intrapopulacional @escra seguir foram
baseadas nas estimativas das percentagduosi g@limaorficos, nimero de alelo por
locus e heterozigosidade obtidas.

Em relacéo a proporcéo teei polimorficos, observou-se que com excecao
da populacdo de Casca D’Antas, que nao apreseertdwm polimorfismo, todas
as demais populacdes apresenta@npolimorficos. ONeoplecostomus corumba,
juntamente com a populacdo de Espraiado, apreaeni@rmaior porcentagem de
loci polimorficos, iguais a 60%, seguido da populacddCdrandai com 50%, e a
populacdo de Cachoeira, com 40%, as demais popdagiresentaram taxas de
polimorfismo menores ou iguais a 30% (Quadro 4).

Uma situacdo semelhante a populacdo de Casca B ammm relacdo a
auséncia de polimorfismo, foi encontrado Elypostomus por Paiva (2006 em
Neoplecostomus yapo por Philippsen et al. (2009). Ao analisarem qupbpulacdes
de cada género, observou-se que tanto a populagé&b dbopunctatus e duas
populacdes ddleoplecostomus yapo ndo apresentaram nenhum polimorfismo. Uma
provavel explicacdo indicada pelos autores é gteaescorrendo um processo de
endogamia, devido aos habitos sedentarios destacies. No entanto, nos
exemplares da populacdo de Casca D’Antas € mamyebque esteja relacionado
a amostragem, assim como o polimorfismo detectadpapulacdes de Jaguari, € 0
alto polimorfismo observado em Carandai, visto gu@aumero de individuos
analisados, nestas populacoes, foi pequeno.

A presenca ddoci polimérficos detectados na maioria das populacdes
estudadas tem sido observada em véarios traballtwep ale Reusing (2009),
estudanddNeoplecosotomus sp. 1, coletados no riacho Paraitinguinha (Salesépoli
gue observou polimorfismo em um unico lotdhj de apenas 5,26 %. Zawadzki et
al. (1999), utilizando trés populacdes Hegpostomus da bacia do rio Iguacgu,
encontraram porcentagem de locos polimorficos gagaram de 20 a 40%.
Limeira et al. (2009), em duas populacdes Rleeloricaria pentamaculata,
encontraram polimorfismo em 13,64% dos locos pamopulacdo do Ribeirdo

Keller e 9,09% para a populacéo do rio Sao Joéo.
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Quanto ao niumero meédio de alelos f[mmus verificou-se uma variacéo de
1,8-1,0, sendo o maior niumero de alelos encontnaagepulacdo dd. corumba
(1,8) e 0 menor numero encontrado na populacédo aseaCD’Antas (1,0), que
apresentaram apenas um alelo para cada loco, forteodos monomorficos
(Quadro 4). EmNeoplecostomus corumba, Zawadzki et al. (2004a) encontraram
uma variacdo de alelos por loco de 1,1. Comparasddois estudos, observou-se
gue a diferenca de alelos por loco é devido aaoaielos novos que identificamos
nosloci G3-A, Gpi-B, Ldh-A e Pgm, ndo presentes no estudo de Zawadzki et al.
(2004a).

Os valores de heterozigosidade esperados, obseneadpresentados no
Quadro 4 mostram as variacdes entrdogs das populagdes analisadas. Em uma
visdo geral dos resultados obtidos, identificougge a heterozigosidade esperada
foi maior do que a observada em todas as populagiEsadas, com excecdo da
populacdo de Casca D’Antas, que nado obteve vadale, apresentando apenas
individuos homozigotos. Em ambito geral, os rediaisasugerem um excesso de
homozigotos nas popula¢cdes, em relacdo ao espeesatoproporcdes do equilibrio
de Hardy-Weinberg (E.H W).

Quadro 4 - Heterozigosidade esperada e observada KE); percentagem dkoci
polimorficos (P) e nimero de alelos doci (K). Entre parénteses esta o desvio
padrao

Populacdes H Ho P% K

Cachoeira 0,0702 (0,1307)  0,0461 (0,1124) 40%  D40(5164)

N. corumba 0,2303 (0,2239)  0,1567 (0,3059) 60%  1,8000 (0,y888
Carandai 0,2422 (0,2605) 0,0600 (0,1897) 50% 1,50G270)
Tamborete 0,0195 (0,0616)  0,0100 (0,0316) 10%  D20H325)
Espraiado 0,0802 (0,0625)  0,0000 (0,0000) 60%  DEOMB164)
Pirangucgu 0,1014 (0,1892) 0,0412 (0,1111) 30% N40(6992)
Monjolinho 0,0476 (0,1220) 0,0182 (0,0383) 20% 0(B(0,6749)
Casca 0,0000 (0,0000)  0,0000 (0,0000) 0,0%  1,0000 (0,p000
D’Antas

Jaguari 0,1095 (0,2376)  0,0000 (0,0000) 20%  (0Z0,4216)
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Segundo Zawadzki et al. (2004a), a incomum auséeiaariabilidade
genética aloenzimatica el paranensis, do corrego Horteld, poderia ser explicada
pela alta forca endogamica e restricdes ecologiaagidas por eficientes barreiras
geograficas para espéciesNmplecostomus. Da mesma forma, os baixos niveis de
variabilidade genética ddleoplecostomus da regido de Casca D Antas podem
indicar que esta populacéo é sedentaria e restp&guenas areas e, provavelmente,
este fator esteja relacionado ao tamanho reduadantbstra coletada nesta regiao,
e isso pode estar relacionado a baixa probabdidaddetectar a variabilidade nesta
populacao.

De forma mais detalhada, no Quadro 4, verifica-s& @ maior
heterozigosidade observada foi dé¥eoplecostomus corumba com H= 0,1567,
seguido da populacdo de Carandai cogm 610600, valor este 0,0967 menor que
emN. corumba, apesar da populacdo de Carandai esperar umazigtsidade de
He= 0,2422, valor maior do que todas as demais popeta até mesmo comparado
com N. corumba com H= 0,2303. Comparado a outros estudos, o valor de H
encontrado na regido de Carandai também foi camasideelevado, como em
Neoplecostomus sp. 1, analisada por Reusing (2009) cogrH),0069, a obtida por
Zawadzki et al. (2004a) paNeoplecostomus sp. de outra localidade comg&D,030
e a de Lassala e Renesto (2007), que identificaedares de heterozigosidade de
0,084 £ 0,025 pareaRoeboides paranensis e 0,045 + 0,020 par&errasalmus
mar ginatus.

Comparativamente, observa-se que os valores eadostmeste trabalho
estdo de acordo e acima da média encontrada dasessgde peixes no mundo todo
(0,051), com excecdo da populacdo Mkeoplecostomus, coletada na regido de
Monjolinho (0,0476), Tamborete (0,0195) e Cascaiidaa (0,000), que apresentou
valores menores. Portanto, podemos dizer que,odeaf geral, as populagdes
estudadas apresentaram uma alta variabilidadeiggnét

Outras medidas que podem ser utilizadas, tambénobsarvacdo dos
valores de deficiéncia de heterozigotos em cadaogubacdo e nas populacbes
totais, respectivamente, sdo os parametros estasiste fixacdo g, Fr de Wright.

Para detectar a propor¢cdo da variabilidade genétti@® populacdes, € utilizado
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ainda o indice de fixacaaosf Segundo Wright (1978), quando a média dos valores
de Fks e Ry apresenta valores positivos, representa excessandleiduos
homozigotos na subpopulagdes e nas populagdes tespectivamente, enquanto
os valores resultantes derFabaixo de 0,15 refletem uma baixa diferenciac@& da
populacbes, entre 0,15 e 0,25 indicam uma difeaedoi populacional
moderadamente alta e os valores acima de 0,2%erefldiferenciacdo muito alta.

As analises das medidas destes parametros pomdacite (i, Rt € Ky
sao indicados no Quadro 5.

Quadro 5 - Estatistica de Wright para as oito papids deéNeoplecostomus e N.
corumba coletada no Alto da bacia do rio Parana. T = tdroata amostra

Locus T Fis Fir 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
Lah-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
Media 100 0,5621 0,8716 0,7067

Observou-se que o valor médio positivo, do indiedixacao ks (0,5621)
e o valor de F (0,8716) para as oito populacdes mihisorumb, confirma também
0 excesso de individuos homozigotos. O valor daianébtida para & = 0,7067
indicou que as oito populacdes analisadas\Negplecostomus e a espécie dhl.
corumba apresentam caracteristicas genéticas diferent@s wlas outras que, de
acordo com Wright (1978), corresponde a uma alferaficiacdo genética.

Resultado diferente foi encontrado no trabalho dwigpsen et al. (2009),
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analisando quatro populacdes Meoplecostomus yapo observaram & = 0,1039,
verificando baixa diferenciacdo genética entresgstgulacdes

As medidas do indice de fixacdg EEm sido relatado de forma crescente
em trabalhos relacionados a diferenciacdo de espéoomo observado em dois
morfétipos deHypostomus, um valor ks= 0,312 paradd. nigromaculatus e de 0,455
paraH. cf. nigromaculatus (Ito et al., 2009) e o trabalho feito por Sant?800),
que fez uso deste parametro para estimar a vadadd genética d®ligosarcus
paranensis, obtendo um indice de = 0,5145. Os resultados obtidos por estes
autores, semelhantemente aos nossos, encontraramnexcesso de individuos
homozigotos apresentando valores gep®sitivos. Ao contrario destes, Reusing
(2009) detectou um valor dgsF= - 0,0741 negativo, observando um excesso de
individuos heterozigotos em duas populacOeNabplecostomus sp .

A identidade genética () indica a proporcdo dasdptos dos genes, que
nao sao diferenciados por procedimentos eletrafme{Dobzhansky et all977) e
seu valor varia de 0 a 1. Segundo Thorpe e Sol&(#884), 85% dos valores de |,
entre espécies do mesmo género, excedem 0,35, el@%alores estdo abaixo de
0,85. Entre espécies de géneros diferentes egig eah 77% dos casos, € menor
que 0,35, enquanto que, para populacbes da megmeaie98% excede 0,85.
Baseado nisso, verificou-se que a relacdo dos eslde identidades genéticas
observadas entre . corumba e as oito populacbes mostraram que as populacdes
mais proximas a esta espécie foi a populacdo dbo€aa, que resultou em uma
semelhanca de I= 0,84. Posteriormente, a populdedispraiado, com I= 0,83;
seguido das populagdes de Monjolinho, Jaguari agucgu, com I= 0,77, 0,74,
0,71, respectivamente. As menores identidades &acdas nas relacdes entie
corumba foram observadas nas populacbes de Carandai, 2scantas e
Tamborete, com identidades de 0,65, 0,63 e 0,5ht®idisso, de acordo com 0s
valores estabelecidos por Thorpe (1982), é sumpstas populacdes de Cachoeira
e Espraiado poderiam ser da mesma espécieNgeerumba, por apresentarem
valores de ldentidade genética proximos a 0,85uamq as demais populactes
representariam espécies de um mesmo géneroNqumrumba, por razdo de

apresentarem valores de (I) superiores a 0,35 emn@eque 0,85. (Quadro 6).
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Quadro 6 - Valores de identidade genética (acimdiatgonal) e distancia genética
(abaixo da diagonal) de Nei (1972), entre as naymlacoes déeoplecostomus.

(1 = Cachoeira; 2 ¥.corumba; 3 = Carandai; 4 = Tamborete; 5 = Espraiado; 6 =
Pirangucu; 7 = Monjolinho; 8 = Casca D’antas; Saguhri)

Pop. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ek 0,8408 0,4988 0,4400 0,7499 0,6826 0,7528,6315 0,424
0,1734 ***  0,6536 0,5436 10,8348 0,7177 0,77216379 07418
0,6956 0,4252 ***  0,8253 0,6027 0,7909 0,75346898 07754
0,8210 0,6096 0,1921 ***  0,5448 0,5490 0,481650®7 05521
0,2879 0,1806 0,5064 0,6074 ***  0,7836 0,799061@48 07219
0,3818 0,3317 0,2345 0,5996 0,2439 ****  0,95868M4 09631
0,2845 0,2587 0,2832 0,7307 0,2244 10,0422 *** 8328 09229
0,4597 0,4495 0,3713 0,6739 0,4864 0,1388 0,183% 0, 9160
0,2878 0,2987 0,2544 0,5940 0,3258 0,0376 0,080Q877 ****

© 00 N OO O A W N P

A distancia de Nei (1972) estima o numero meédiosdbstituicbes de
nucleotideos polocus, detectaveis por eletroforese e acumuladas nasiguges,
desde que elas tenham um ancestral em comum, @y &epubstituicdo é
proporcional ao tempo evolutivo (Dobzhansky et¥E:77; Thorpe, 1982; Thorpe e
Solé-Cava, 1994). De acordo com os valores dendistigenética observados,
Neoplecostomus corumba estaria ligado mais proximamente a populacdo de
Cachoeira, com a menor distancia D= 0,1735, e kEsjmacom D= 0,1806; seguido
de Monjolinho, Jaquari e Pirangucu, representanua distancia média de D=
0,2587, 0,2987 e 0,3317, respectivamente. As nadistancias entri. corumba
foram com relacéo as populacdes de Carandai cohm4252 e Tamborete com D=
0,6096 (Quadro 6) .

A utilizacdo das medidas de identidade genéticastrtias genéticas
foram utilizadas também no trabalho de Zawadzkalet(2004a), fazendo uma
analise comparativa entre duas populacdeasedpl ecostomus (Neoplecostomus sp.

e Neoplecostomus paranensis), encontraram uma identidade I= 0,731 e distabcia
= 0,314, valores estes proximos a de alguns mpd®tencontrados por Paiva et al.

(2005). Estes autores, estudando trés populacOdsdyp@stomus, obtiveram =
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0,780 paradypostomus strigaticeps e Hypostomus sp.1 e D = 0,218 entrél. regani

e H. abopunctatus, valores estes que estabelecem uma provavel difag@acentre

as populacdes analisadas por estes autores, dmasdalores de 0,35< 1< 0,85 e as
distancias serem equivalentes a diferenciacéoipptén et al. (2009), utilizando
estes parametros, confirmaram a hipétese de qudroquaopulacdes de
Neoplecostomus pertencem a espécyapo, ao observarem as identidades genéticas
I= 0,999, ou seja, maiores que 0,85 e distancix$slsanas entre as populacdes.

Os dados de distancias e identidades genéticastesxos foram utilizados
para construir um dendograma, que permite estimaelacdes genéticas entre as
populacbes estudadas (Thorpe e Solé-Cava, 1994)Fighra 4 mostra o
dendrograma construido pelo método UPGMA (Unweijttair-group method
with arithmeti mean). As analises, dos clusterdeltdograma demonstraram que as
oito populagcdes N. corumba ficaram agrupadas em trés conjuntos: Cachodira+
corumba+Espraiado, Pirangucgu+Jaguari+Monjolinho+Casca DBan e
Carandai+Tamborete. De acordo com o critério derpeh@ Solé-Cava (1994),
teriamos trés espécies, no minimo, entre estadgudi@s.

Os valores de identidade genética e a topologiadelodrograma de
similaridade (Figura 4) mostram uma relacdo deiprinlade entre as populacdes e
a espéciéN.corumba bastante coerente com suas posi¢cdes geografisamnalises
demonstraram que as populacbes de Cachoeikh eorumba foram as mais
similares, geneticamente, seguidas da populacdésdmiado. As duas primeiras
habitam riachos da bacia do rio Paranaiba, enquantbma encontra-se na bacia
do rio GrandeNeoplecostomus corumba é encontrada em riachos da bacia do rio
Corumba, um tributario da margem direita do rioaRafba, enquanto a populacéo
de Cachoeira habita riachos da bacia do rio Qué&bzal, um tributario da margem
esquerda do rio Paranaiba. Geneticamente, estatapdes sdo diferenciadas pelo
locus Idh (Figura 3), enquanto, morfologicamente (Figura 2)a,a auséncia da
nadadeira adiposa da populacdo de Cachoeira distiag prontamente, uma vez
que Zawadzki et al. (2008) reforcam a ausénciaugepgesenca de nadadeira
adiposa como carater diagnostico Bleoplecostomus. A populacdo de Espraiado,

dos riachos formadores dos trechos superioresad®ogi Guagcu pertencente a
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drenagem do rio Grande, comparada as demais p@eslago clado da qual
pertence, esta localizada em diferente regido géogr Contudo, geneticamente o
locusGpi-A e Gpi-B diagnostifica as trés populacdes, uma vezNjumrumba tem
fixo o aleloe, a populacdo de Espraiado o alelgparaGpi-B e populacdo de
Cachoeira apresentou a exclusividade do dgbara aGpi-A (Figura 3 e Quadro
3).

No segundo agrupamento, as populacdes de Piranddgojolinho e
Jaguari estdo mais proximas, seguidas da populdEdbasca D antas (Figura 4).
Apesar das populacbes de Pirangucu e Monjolinhareast muito proximas
genética e geograficamente, morfologicamente, allpofio de Pirangucu € um
tanto diferenciada, apresentando um corpo mais eurbbusto, cabeca mais larga e
auséncia de nadadeira adiposa, claramente comntlasteom a populacdo de
Monjolinho (Figura 2; f, g). A populacdo de Castandas também possui o corpo
curto e cabeca larga (Figura 2; h), mas difereseida populacdo de Pirangucu por
ter um pedunculo caudal mais baixo e nadadeirabadipeduzida, porém presente.
Apesar de geograficamente proximas, as duas pam@opulacfes pertencem a
bacia do rio Grande, enquanto as populactes dardagGasca d’Antas encontram-
se no rio Tiéte. Neste caso, a topografia acideantizdSerra da Mantiqueira, regido
destas quatro populacdes, capturas de cabeceithsigmn ser levantadas para
explicar esta proximidade genética e morfologica.

As populacdes de Carandai e Tamborete (Figura2ed;igura 4) também
revelaram uma alta similaridade genética, porém didenencas alélicas fixas para
os loci G31 e Gpi-B. A populacdo de Tamborete habita riachos, drengada o
reservatorio de Funil, nas proximidades da SerraCdaastra, no rio Grande,
enquanto Carandai habita as porcbes mais altasodGrande, em riachos de
cabeceira afluentes do rio das Mortes.

A andlise de dendogramas para diferenciacdo deciespéi tambéem
relatado em estudos de Hermida et al. (2009), saradp 11 populagbes &almon
trutta separadas espacialmente em duas linhagens, uimagdim de origem
(Pisuerga) e outra linhagem hibrida (Lower courseletadas na bacia Duero na

Peninsula Ibérica. As analises demonstraram, & garanalise de cluster associado
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a analises de multivariancia, a discriminacdo dedti@as linhagens ocupando clados
diferentes. Estes dados podem ser observadosnséruggio de um dendograma
usando o método Ward’s method using Euclideanndista

Cachoeira
| Neoplecostomus corumba
Espraiado

_|— Pirangucu

Jaguari

— Monijolinho

Casca d Ant

Carandai

3

Tamborete

Escala de distancia +

8 7 6 5 43 21 0 2) entre populagdes.

| | 1=0,018807

2=0,0306086

3=0,0682508

4=0,0960296

5=0,0866938

6=0,1171064

7=0,1684497
8=0,2645258

Figura 4 -Dendograma de UPGMA calculado a partir da distagergtica de Nei
(1978) entre as oito popula¢gdebl.ecorumba. Clados 1, 2 e 3.

Finalmente, pode-se observar que os métodos elgitimios e estatisticos
foram validos para diferenciar as populacdedNdaplecostomus estudadas, assim
como os resultados obtidos podem ser Uteis quassticiados a outras ciéncias,

ajudando na elucidacao de outras questdes destgogén
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5. CONCLUSAO

As analises bioquimicas das oito populacdes Neoplecostomus
comparadas a espécie Meoplecostomus corumba permitiram destacar as seguintes
conclusdes:

a) Niveis consideraveis de diversidade genétiaa dlebplecostomus corumba e as
oito populacdes foram detectados, aléem de niveidwas de variabilidade genética
dentro das populacdes, com excecdo da populacabizhta em Casca D Antas
gue ndo apresentou nenhuma variacao;

b) As diferenciacbes genéticas visualizadas, atrawesidéntidade genética e
distancias genéticas encontradas entre as popslggd@em ser um forte indicativo
da presenca de pelo menos duas espécies difedmidsoplecostomus corumba
nas regioes analisadas;

c) Estudos adicionais, com um maior niumero de amogdtragpopulacdes coletadas
nas regides de Carandai, Casca D'Antas e Jaguaiams interessante para

melhores confirmacgdes dos resultados encontrados.
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