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RESUMO

MARQUES, Liégie Alher. M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro, 2014.
Variabilidade genética de Hemiodus orthonops Eigenmann & Kennedy, 1903 e
duas espécies de Leporinus Agassiz, 1829 da bacia do alto rio Parana, Brasil.
Orientador: Erasmo Renesto. Coorientadores: Maria Claudia Colla Ruvolo
Takasusuki e Claudete Aparecida Mangolin.

A planicie do rio Parana, pertencente a regiao neotropical, apresenta cerca de 170
espécies de peixes identificadas e entre elas estdo as espécies Hemiodus
orthonops, Leporinus elongatus, Leporinus friderici, as quais, neste estudo, tiveram a
variabilidade genética estimada por meio da técnica de eletroforese de isoenzimas.
Todas as espécies foram coletadas na bacia do rio Parana. Hemiodus orthonops foi
coletado em duas regides: uma populacao na regidao de Marilena e a outra na regiao
de Alto Paraiso; as demais espécies foram coletadas na regido de Marilena. Foram
analisados 11 sistemas enziméticos e detectados 23 locos, totalizando 63 alelos. Em
Hemiodus orthonops, foram detectados 27 alelos da regiao de Marilena, distribuidos
em 21 locos, sendo 6 polimérficos (Adh, G6pdh, Ldh-1, Est-2, Est-4, Est-5); na
regiao de Alto Paraiso, foram detectados 25 alelos, distribuidos em 21 locos, dos
quais trés locos foram polimérficos (Adh, Est-2, Est-5); a espécie L. elongatus
apresentou 34 alelos em 22 locos, sendo sete foram polimérficos (Gpi-1, Gpi-2, Idh-
2, Est-1, Est-2, Est-3, Est-5); em L. friderici foram detectados 34 alelos em 22 locos,
com nove sendo polimérficos (Gpi-1, Gpi-2, Idh-1, Ldh-1, Ldh-2, Pgm-1, Est-1, Est-2,
Est-5). A populacao de H. orthonops de Alto Paraiso teve uma proporgéo de locos
polimérficos de 13,04%, com trés locos polimérficos. Para as populagdes de
Marilena, a proporcao de locos polimérficos foi de 26,09%, para L. elongatus foi de
34,78% e para L. friderici de 39,13%. As populacdes amostradas de H. orthonops, L.
elongatus e L. friderici apresentaram variabilidade genética superior a média para
peixes e a variabilidade genética mais baixa foi a da populacado de Alto Paraiso da
espécie Hemiodus orthonops. Os valores de identidade genética de Nei mostraram
que as 3 espécies sao muito diferentes entre si. As populacdées invasoras de
Hemiodus orthonops apresentam variabilidade genética inferior a de Leporinus
elongatus e Leporinus friderici.

Palavras-chave: Polimorfismos genéticos, isoenzimas, Leporinus friderici.



ABSTRACT

MARQUES, Liégie Alher. M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, February 2014.
Genetic variability Hemiodus orthonops Eigenmann & Kennedy, 1903 and Two
species Leporinus Agassiz 1829 in the Upper Parana River basin, Brazil.
Adviser: Dr. Erasmo Renesto. Committee Members: Maria Claudia Colla Ruvolo
Takasusuki and Claudete Aparecida Mangolin. |

The Parana River plain belongs to the tropical region and presents about 170
species of identified fishes. Among these species, Hemiodus orthonops, Leporinus
elongatus, Leporinus friderici were studied. Their genetic variability were estimated
by isozyme electrophoresis technique. All species were collected on Parana River
basin, and Hemiodus orthonops were collected in two different regions: one sample
in Marilena county region and another one in Alto Paraiso county region. The other
species were collected in Marilena county region. There were analyzed 11 enzymatic
systems and detected 23 loci in 23 alleles. In Hemiodus orthonops there were
detected 27alleles from Marilena county region, distributed in 21 loci, which
presented 6 polymorphic loci (Adh, G6pdh, Ldh-1, Est-2, Est-4, Est-5); the L.
elongatus specie presented 34 alleles in 22 loci, in which 7 locos were polymorphic
(Gpi-1, Gpi-2, Idh-2, Est-1, Est-2, Est-3, Est-5); in L. friderici were detected 34 alleles
in 22 locos in which 9 locos were polymorphic (Gpi-1, Gpi-2, Idh-1, Ldh-1, Ldh-2,
Pgm-1, Est-1, Est-2, Est-5). The H. orthonops population of Alto Paraiso had 13,04%
of polymorphic loci . For the Marilena population, the proportion of polymorphic loci
was 26,09%, for L. elongatus was 34,78% and for L. friderici was 39,13%.The
samples of H.orthonops ., L. elongatus and L. friderici showed genetic variability
above the average for fish, and the genetic variability of Hemiodus orthonops from
Alto Paraiso was the lowest. The values of genetic identity of Nei showed that the
three species are very different. The invading populations Hemiodus orthonops, have
less genetic variability than the Leporinus elongatus and the L. friderici.

Keywords: Genetic polymorphisms, isoenzymes, Leporinus friderici.



1. INTRODUCAO

A regido neotropical é representada pela América dos sul, América do norte
e Antilhas e se diferencia das demais regiées por possuir uma pequena parte de sua
area ocupada por deserto, pela alta proporcdo de planicies e também por estar
envolta em sua grande maioria por florestas tropicais (Wallace, 1976). Nessa regiao,
também sdo encontrados o maior numero de familias de peixes de agua doce
(Berra, 2001). Sao 4.475 espécies de peixes validas, com capacidade de atingir
mais de 6.000, caso incluam-se as novas espécies reconhecidas pelos especialistas
(Reis et al., 2003).

Pertencente a esta regido esta a planicie do rio Parana, que possui por¢oes
do Brasil meridional, Paraguai oriental, nordeste da Argentina e norte do Uruguai,
com uma area de 1,5 milhdes de quildbmetros quadrados (Milani et al., 2007). O rio
Parana é formado pela jungdo dos rios Grande e Paranaiba, possui
aproximadamente 4695 km de comprimento e apresenta uma bacia hidrogréafica de
2,8 x 10° kmz2, drenando a maior parte centro-sul da América do sul (Agostinho et al.,
2004). Segundo Seeliger (2002), a bacia do rio Parana apresenta cerca de 170
espécies de peixes identificadas, porém este valor pode mudar. Ha fortes indicios de
que haja pelo menos 250 espécies de peixes no rio Parana e, entre estas,
encontram-se as ordens de Characiformes, Siluriformes, Perciformes, Rajiformes,
Cypriniformes, Pleuronectiformes, Clupeiformes, Cyprinodontiformes e
Synbranchiformes. Na ordem Characiformes, encontram-se os peixes considerados
com escama e a maior parte dos peixes migradores presentes no rio Parana
pertencem a esta ordem (Agostinho et al., 2003), da qual também pertencem as
familias Hemiodontidae e Anostomidae (Moreira et al., 2001).

Os peixes da familia Hemiodontidae sdo encontrados na América do norte e
sul da bacia do Parana e Paraguai (Nelson, 2006.). Esta familia apresenta 5 géneros
e 28 espécies, apresentando ainda espécies que nao foram descritas (Langeani,
2003). O género Hemiodus apresenta 18 espécies. Alcanga no maximo 25 cm de
comprimento, sendo encontrado na América do Sul, bacia do rio Paraguai e do rio
Parana (Resende et al., 1998).

Os peixes da familia Anostomidae possuem diferentes portes e sdo em sua
maioria herbivoros, embora haja também alguns carnivoros. Possuem dentes bem
desenvolvidos e o formato desta denticdo influencia no habito alimentar das
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espécies encontradas nesta familia. Sdo conhecidos como “piaus” (Moreira et al.,
2001; Nelson, 2006) e, segundo Garavello e Bristski (2003), existem catalogadas
132 espécies de peixes dessa familia.

A diversidade genética € um fator fundamental para o equilibrio ecolégico,
pois a auséncia desta levaria as espécies a extincdo. Os riscos ambientais hoje
ocorrem devido a mudancgas climaticas, como também a acdo humana. Desta forma,
estudar e manter a variabilidade genética sdo de fundamental importancia para que
estes riscos sejam amenizados. Como a variabilidade genética esta diretamente
ligada ao valor adaptativo das espécies, que por sua vez é a capacidade de
manutencdo e permanéncia da espécie no ambiente, podemos dizer que, como as
mudancas climaticas sao inevitaveis, a diversidade genética é necessaria para que
as populacoes possam evoluir e se adaptar a essas mudancgas (Abell, 2005; Settele
et al., 2005; Frankham et al., 2008).

A Dbiodiversidade dos peixes de agua doce vem sendo ameacada por
inUmeros fatores, como a exploracao excessiva das espécies, a poluicao da agua, a
modificagdo do fluxo, a destruicdo ou degradacdo de habitat e a invasdo por
espécies exdtica (Dudgeon, 2006; Agostinho, 1996; Gomiero e Braga 2006; Primack,
2002; Cucherousset e Olden, 2011; Casal, 2006; Kolar, 2001). O impacto que a
invasdo por espécies exoticas pode causar no ambiente pode ser devastador para
as espécies nativas. Sendo assim a variabilidade genética das espécies Hemiodus
orthonops, Leporinus elongatus e Leporinus friderici foram estudadas neste trabalho.
Para tal, a técnica escolhida foi a de eletroforese de isoenzimas, pois 0 seu papel no
estudo de populagdes de peixes e nas estratégias adaptativas € mais relevante que
as técnicas para marcadores de DNA (Micales e Bonde, 1995).

A espécie Hemiodus orthonops possui distribuicdo natural na parte baixa do
rio Parana, mas tem surgido também na parte alta do rio Parand, o que é bastante
incerto para os pesquisadores (Junior, 2009). Desta forma, este estudo compara a
variabilidade genética desta espécie presente na parte alta do rio Parana com outras
espécies naturalmente presentes na parte alta do rio Parana. A diversidade genética
€ um fator fundamental para o equilibrio ecoldgico, pois a auséncia desta levaria as
espécies a extincdo. Como a variabilidade genética esta diretamente ligada ao valor
adaptativo das espécies e como as mudancas climaticas sdo inevitaveis, a
diversidade genética é necessaria para que as populagdes possam evoluir e se
adaptar a essas mudancas (Abell, 2005; Settele et al., 2005; Frankham et al., 2008).
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Espécies da familia Anostomidae, como Leporinus elongatus e Leporinus fiderici,
sdo encontradas naturalmente na parte alta do rio Parana. (Eigenmann &
Eigenmann, 1891; Vari, 1983; Vari e Williams, 1987, Garavello e Britski, 2003). A
técnica de eletroforese de isoenzimas apresenta um importante papel no estudo de
populacdes de peixes e nas estratégias adaptativas, sendo mais relevante que as
técnicas para marcadores de DNA (Micales e Bonde, 1995). Essa técnica tem sido
utiizada em genética de populacdes como uma ferramenta para estimar a
variabilidade genética de populacdes naturais desde o trabalho pioneiro de Hubby e
Lewontin (1966). Em peixes, os resultados assim obtidos tém sido aplicados a
estudos evolutivos (Shaklee, 1982), taxondmicos (Renesto, el al., 2001; Chiari e
Sodré, 1999) e filogenéticos (Zawadzki, 2001), bem como a delimitacao de estoques
de espécies exploradas comercialmente (Revaldaves et al., 1997).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ordem Characiformes

A ordem Characiformes possui 80 familias, com 270 géneros e 1674
espécies, todos vivendo em agua doce. Pelo menos 209 espécies estao presentes
na Africa, com o restante no sudoeste dos estados unidos, México e América do Sul
(Nelson, 2006). Segundo Reis et al. (2003), hd um grande numero de espécies
presente na América Central e América do Sul.

Normalmente, a ordem dos Characiformes contempla peixes carnivoros e
com dentes bem desenvolvidos. O corpo quase sempre é bem dimensionado, com a
nadadeira adiposa geralmente presente e escamas ctenoides ou semelhante em
alguns. Nadadeira pélvica (com 5-12 raios) e nadadeira anal curta a moderadamente
longa (Nelson, 2006; Helfman et al., 2009) também sao caracteristicas marcantes.

2.2. Familia Hemiodontidae

A familia Hemiodontidae € composta por cinco géneros e aproximadamente
37 espécies. O nome da familia significa meia denticao, pois a maioria das espécies
nao possui dentes no maxilar inferior; possui uma boca subterminal. Estes peixes
sao encontrados em agua doce tropical, presente na América do Sul, na bacia
amazobnica e de Orinoco, os rios da Guiana, Suriname e Guiana Francesa, e sul do
Parana e Paraguai (Roberts, 1974; Langeani 1998). Algumas espécies ocorrem em
altitudes superiores a 1000 metros em riachos andinos (Géry, 1977; Berra, 2007).

Os peixes presentes nesta familia também sao conhecidos como nadadores
velozes, por possuir um corpo fusiforme e aerodindmico. O adulto tem seu tamanho
variando entre sete e cerca de 30 cm de comprimento. Uma pélpebra bem
desenvolvida, um sulco suprapectoral e 9-11 raios da nadadeira pélvica ramificadas
sdo algumas das sinapomorfias que unem todas as espécies dentro de
Hemiodontidae (Langeani, 1998). Muitos membros se diferem de outros
Characiformes por apresentarem no meio do seu corpo uma mancha redonda na
vertical do corpo, na parte posterior da base da nadadeira dorsal, e uma faixa
longitudinal no lobo inferior da nadadeira caudal (Langeani, 2003).



2.3. Hemiodus orthonops (Eigenmanne Kennedy, 1903)

z

Esta espécie apresenta no maximo 25 cm de comprimento (Figura 1). E
encontrada na América do Sul, bacia do rio Paraguai e do rio Parana. E comumente
conhecida no Brasil como bananinha, piau-banana e piava-banana (Langeani, 2003)
e sua alimentacao é quase estritamente herbivora (Resende et al., 1998).

Esta espécie possui distribuicdo natural na parte baixa do rio Parana, mas
tem surgido também na parte alta do rio Parand, fato considerado incerto pelos
pesquisadores (Junior, 2009). Desta forma, o estudo da variabilidade genética desta
espécie invasora é de grande importancia para futuros estudos relacionados aos
possiveis impactos que a invasdo desta espécie possa ter causado no Alto rio
Parand, assim como o conhecimento de sua adaptabilidade.

Figura 1 - Hemiodus orthonops (comprimento padrao 22,0 cm).

2.4. Familia Anostomidae

A familia Anostomidae é composta por aproximadamente 10 géneros e 105
espécies de peixes de agua doce encontrados na América do Sul. Sua ocorréncia se
da principalmente nos rios de Magdalena, Orinoco, Amazonas, Sao Francisco,
Paraguai, Parana e Salado. Os genéros mais representativos sao Leporinus, com 87
espécies e Schizodon com 14 espécies (Eigenmann & Eigenmann, 1891; Vari, 1983;
Vari e Williams, 1987, Garavello e Britski, 2003).

Alguns representantes desta familia apresentam o corpo alongado e
redondo em corte transversal, com uma mandibula pequena e uma unica fileira de

dentes em cada maxila. Sua pré-maxila € ampliada e os dentes sao curvados.
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Muitas espécies sdo bonitas, pequenas e coloridas e sdo populares para o uso em
aquario (Berra, 2007).

O nome comum, piau, deriva do fato de que algumas espécies orientam o
eixo longo de seus corpos indiretamente cerca de 25 a 30 graus para o fundo com a
cabeca para baixo. Por apresentar esta projecdo em sua cabeca, estas espécies
acabam se alimentando de pequenos organismos e caules verticais de plantas, pois
suas bocas pequenas se abrem dorsalmente. A maioria das espécies é herbivora e
detritivora (Berra, 2007).

Devido a sua migracdo, estas espécies de peixes sao exploradas
comercialmente e utilizadas na pesca de subsisténcia como um importante item

alimentar para as pessoas da América do Sul (Garavello e Bristski, 2003).

2.5. Leporinus elongatus ( Valenciennes, 1850) e Leporinus friderici (Bloch,
1794)

A espécie Leporinus elongatus ocorre na América do Sul, bacias do Parana,
La Plata e Sao Francisco. Seus nomes comuns sdo: boga, na Argentina, e piapara,
no Brasil (Garavello e Bristski, 2003). Segundo Duraes et al. (2001), esta espécie
possui um hdbito alimentar do tipo generalista, influenciado principalmente pela
disponibilidade de alimentos no ambiente (Figura 2).

Encontrada nos mercados e feiras livres em varias partes do pais, a espécie
Leporinus elongatus é de grande porte, podendo atingir 60 cm (Baldisserotto e
Gomes, 2010). Apesar da grande importancia econémica de L. elongatus (piapara),
da sua capacidade migratéria e de sua ampla distribuicdo em toda a bacia do rio
Parana, a quantidade de individuos coletados nos ultimos anos vém diminuindo
(Informacao pessoal de pescadores de Guaira, estado do Parana, Brasil),
provavelmente devido a alteragdes de habitat.

Surpreendentemente, ha& poucas informacbées disponiveis sobre a
diversidade genética das populagcdes naturais desta espécie (Chiari e Sodré, 1999;
Chiari e Sodré, 2001; Martins et al., 2003; Gomes et al., 2008; Oliveira, 2012; Ramos
et al., 2012), mesmo que esses dados possam ser criticos para a sua sobrevivéncia
e conservacao. Desde que L. elongatus passou a representar um recurso pesqueiro,
este passou também a ser considerado ameacado de extingdo. E uma espécie

promissora para ser cultivada em fazendas de peixes e, com isso, uma cuidadosa
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selecdo de populacbes selvagens apropriadas, com base em critérios genéticos,
pode oferecer maior possibilidade de sucesso em programas de recuperacao de
espécies, manutencdo e suporte para as atividades da aquicultura, visando ao
aumento da produgéao de peixes (Martins et al., 2003).

Figura 2 - Leporinus elongatus (comprimento padrao 20,7 cm).

A espécie Leporinus friderici € encontrada na Ameérica do sul, sobretudo, nos
rios da bacia do Suriname e Amazonas. Esta presente no Brasil, Guiana francesa,
Guiana, Suriname, Trinidad e Tobago. Seu nome comum é piau trés pintas.
(Garavello e Bristski, 2003) (Figura 3).

Figura 3 - Leporinus friderici (comprimento padrdo 21,2 cm).

O Leporinus friderici € um peixe que ultrapassa 45 cm de comprimento e

apresenta habito alimentar onivoro, ingerindo alimentos de origem vegetal e animal



(Chiari e Sodreé, 1999; Chiari e Sodré, 2001; Resende, 2003; Baldisserotto e Gomes,
2010).

2.6. Eletroforese de isoenzimas

A eletroforese € uma técnica que possibilita a deteccdo de mutacdées que
alteram a estrutura das enzimas, a qual passa a ter multiplas formas moleculares,
modificando, assim, sua mobilidade eletroforética, mas mantendo suas atividades
cataliticas (Pires, 1983). O termo isoenzima foi proposto por Market e Moller (1959) e
€ utilizado até hoje para designar enzimas que possuem diferentes formas
moleculares com a mesma especificidade de substrato. De acordo com a Enzime
Commission for the International Union of Biochemistry, o termo isoenzima” deveria
ser limitado as formas diferentes que surgissem por modificacbes da estrutura
primaria das proteinas e o termo formas multiplas seria mais abrangente, incluindo
todas as formas moleculares de uma proteina com a mesma atividade enzimatica. O
termo aloenzima foi instituido para designar as proteinas variantes, produzidas por
diferentes alelos de um mesmo loco (Gottlieb, 1971).

A diferenca entre isoenzima de aloenzima pode ser observada por meio de
procedimentos simples. Se, ao adicionar um corante especifico em um substrato,
onde se procedeu a uma corrida eletroforética, ocorrer o surgimento de um numero
de bandas, essas sdo chamadas de isoenzimas. Quando algumas destas bandas
séo identificadas como produtos de diferentes alelos de um mesmo loco, passam a
ser chamadas de aloenzimas.

Por meio da migracao eletroforética das cadeias polipeptidicas (isoenzimas),
quando submetidas a um campo elétrico, é possivel verificar a variacao dentro e
entre espécies. Essa variagdo ocorre com a substituicio de um aminoacido na
cadeia polipeptidica que altera seu ponto isoelétrico, bem como sua massa
molecular, tornando a migragao diferente, quando exposta a corrente elétrica, em
suportes porosos e tampdes apropriados. Esses suportes sao géis que constituem o
meio pelo qual as isoenzimas passam durante a migracao eletroforética (Alfenas,
2006; Torres et al., 2004; Smithies, 1955), e podem ser de amido, de acetato de
celulose ou de poliacrilamida. Apds a migracdo no gel, as enzimas escolhidas séo

reveladas por meio de solugdes especificas em métodos histoquimicos apropriados



para cada enzima especificamente (Hunter e Markert, 1957; Shaw e Prasad,1970;
Harris e Hopkinson, 1976; Richardson et al.,1986).

A técnica genética bioquimica tem sido utilizada por muitos pesquisadores
para resolver questdes relativas ao modo de especiacdao em peixes de agua doce ou
ao status sistematico de populagdes diferentes. Segundo Toledo et al. (1992), a
eletroforese de proteinas € uma das técnicas mais eficientes para a andlise genética
de populagbes de peixes e, desta forma, € a mais aconselhada para o
monitoramento de estoques pesqueiros em projetos de repovoamento, distincdo de
espécies em ambientes naturais e filogenia. Abrage aplicacbes intraespecificas,
como estrutura de populagdes, endocruzamento, dispersao, limites de espécies e
genética ecoldgica; e também aplicacoes interespecificas, como filogenia, modos de
especiacao, paleobiogeografia, taxas de evolucao e hibridacdo (Murphy et al., 1996).

Uma das vantagens da eletroforese € que as isoenzimas sdo codominantes,
evidenciando que os individuos heterozigotos possuem fendétipo diferente dos
homozigotos. A identificagdo dos homozigotos e heterozigotos pode ser usada para
comparar populagdes. Além disso, os estudos bioquimicos usando a eletroforese de
proteinas apresentam a vantagem de que a molécula tem origem genética
conhecida; normalmente é o produto direto de um Unico loco e em quase todos os
casos a estrutura molecular é determinada e provavelmente livre de modificacdes
ambientais (Thorpe e Solé-Cava, 1994). Uma das limitagcbes da técnica de
eletroforese de enzimas esta na disponibilidade de tecidos frescos ou congelados,
pois as enzimas sdo degradadas rapidamente ap6s a morte do organismo. (Thorpe
e Solé-Cava, 1994).

2.7. Variabilidade genética em populacoes naturais e a importancia de sua
conservacao

A variabilidade genética é de fundamental importancia para manutengéao das
populacdes naturais. Geralmente, estas possuem niveis mais elevados de
variabilidade genética, pois, com baixa variabilidade genética, que ocorre devido a
fatores como endogamia e redugdo na reproducdo, o valor adaptativo das
populag¢des naturais diminuiu, colocando-as em risco de extingdo. (Agostinho et al.,
1999; Nevo, 1978; Solé-Cava e Thorpe, 1991). Essa variabilidade pode ser

explicada para os peixes, pelo fato de representarem um grupo de animais primitivos
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altamente heterogéneos, submetido a processos evolutivos em diferentes diregcdes.
Kirpichnikov (1981); Bush et al. (1977) e Lande (1979) relatam que a alta
variabilidade esta relacionada ao padrao de distribuicado geografica, uma vez que o
isolamento das bacias hidrograficas, com a consequente formacao de populacoes
alopatridas, favorece o processo de especiacao alopatrica.

A variacao genética é introduzida nas populagdes por mutacdo e migracao
de novos individuos e pode ser perdida pela deriva genética, endocruzamentos e, no
caso de genes nao neutros, pela maior parte dos tipos de selecao natural (Nei,
1987). Sendo assim, conserva-la é indispensavel para a permanéncia da espécie.
Existem outros aspectos, como a variacdo ambiental, que pode influenciar na
permanéncia das espécies (Villa e Caramaschi, 2008), e a variabilidade genética,
que contribui para assegurar a evolucdo e adaptacdo de tais aspectos (Ridley,
2006).

A variabilidade genética € a ligeira diferenca na sequéncia de nucleotideos
em um loco de uma molécula de DNA, diferenca esta que pode alterar a formacéao
de uma proteina por outra e, assim, ocasionar diferengas bioquimicas, morfolégicas
ou até mesmo comportamentais no individuo. Assim, a variabilidade genética pode
ser quantificada por meio das frequéncias génicas obtidas com a analise de
isoenzimas. Pode-se considerar que os locos analisados representam uma amostra
aleatéria do genoma e, dessa maneira, seria representativa da populagao (Solferini e
Selivon, 2001).

Sendo a variabilidade genética a heranca evolutiva de uma espécie, o
conhecimento e a manutencdo da integridade genética de subunidades
populacionais ou populacdes locais constituem importantes aspectos em programas
de preservacdo e manejo da espécie. A perda da biodiversidade em ambientes
aquaticos esta entre os mais sérios problemas enfrentados pelos paises do mundo
(Moyle e Leidy, 1992). Diante disso, podemos verificar que as técnicas genéticas
moleculares estdo se tornando cada vez mais Uteis, em especial com relacdo aos
dados obtidos pela analise de aloenzimas. Dados de grande importancia contribuem
para varias areas da biologia, pois representam o conhecimento basico da
variabilidade genética e podem contribuir ativamente para a conservagdo de

diferentes espécies de peixes de nossa fauna.
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2.8. Estudos de variabilidade genética de populacées naturais de peixes
brasileiros com isoenzimas

Atualmente, varias técnicas tém sido utilizadas no estudo de variabilidade
genética de peixes, devido ao avanco tecnoldgico que ocorreu na area da biologia
molecular. (Hilsdorf et al., 2006). A técnica de eletroforese de isoenzimas tem
ajudado muito na interpretacdo da variabilidade genética e da consequente
discriminagdo nas espécies de peixes. A variabilidade genética de populacdes
naturais pode ser quantificada por meio de frequéncias de genes e genétipos obtidos
a partir da andlise de isoenzimas, que sao transformados em uma série de indices,
que, por sua vez, sdo interpretados como indicadores de estrutura populacional
(Solferini e Selivon, 2001)

Por meio da analise de isoenzimas, € possivel identificar novas espécies.
Zawadzki et al. (2004) utilizaram esta técnica em um estudo comparativo entre duas
populacbées: Neoplecostomus sp., com a presenca de nadadeira adiposa,
pertencente ao Rio Corumba, bacia do Rio Parana, e a Neoplecostomus paranensis,
pertencente ao Rio Paranapanema e caracterizada pela auséncia ou reducdo da
nadadeira adiposa. Neste trabalho, ficou constatado que as duas espécies sao
morfologicamente semelhantes e, apesar da evidente nadadeira adiposa, pode-se
questionar a validade dessa caracteristica como meio de separacdo dessas
espécies em espécies distintas. No estudo, foram encontrados seis locos de
diagnoéstico: Acp-A, Adh-A, Est-A, Igp-A, Ldh-A e Ldh-B. O loco Gpi-B mostrou
diferengas significativas entre as frequéncias alélicas para as duas amostras. A
Identidade genética de Nei entre as populacdes foi de 0,731 e a divergéncia
genética foi expressiva. Assim verificou-se que a amostra do Rio Corumbd é
diferente de N. paranensis e provavelmente representa uma nova espécie.

Philippsen et al. (2009) compararam 4 populacdes de Neoplecostomus yapo,
duas pertencentes ao ribeirdo Atlantico e ribeirdo Urai e as outras duas ao rio
Verde e rio Fortaleza. Neste trabalho, verificaram que as quatro populagdes sao
geneticamente muito semelhantes entre si e que ha excesso de homozigotos nos
locos polimérficos.

Reusing et al. (2011) também compararam duas populagdes do genéro
Neoplecostomus da bacia do rio Parana. Amostras de Neoplecostomus sp. 1 foram
coletadas em fluxo Paraitinguinha da bacia do rio Tieté, municipio de Salesopolis,
estado de Sao Paulo, e os de Neoplecostomus sp. 2, a partir de fluxo de Sao
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Domingos, bacia do Rio Grande, municipio de Muzambinho, Minas Gerais. Os
pesquisadores analisaram 12 sistemas enzimaticos. Os valores de heterozigosidade
esperada de Nei foram considerados abaixo da média para populagdes de peixes de
agua doce. A proporcao de locos polimoérficos foi baixa (apenas 5,26% para o loco
Idh). A baixa frequéncia de heterozigotos para ambas as populacdes revelou uma
alta fixacdo de alelos para cada loco e 0 excesso de homozigotos foi observado em
ambas as populacdes. Os valores de identidade genética de Nei e a presenca de
locos com diferentes frequéncias de alelos em ambas as popula¢des podem indicar
que as duas populacdes pertencem a espécies diferentes.

Por meio das frequéncias génicas obtidas pela andlise de isoenzimas, é
possivel também quantificar a variabilidade genética de uma populagao. Peres et al.
(2005) estudaram a variabilidade genética de duas populagdes de Astyanax
altiparanae, uma das espécies mais abundantes da bacia do alto rio Parana e que
representam uma importante fonte de alimento para muitas espécies de peixes
piscivoros comercializados. Um total de 13 enzimas foram analisadas, reportando
um total de 52,38% da proporcao de locos polimérficos para a populacao do alto rio
Parana e 38,10% para a populacdo do ribeirdo Ficha. O calculo da variabilidade
genética indicou um valor de heterozigosidade de 0,1518 em A. altiparanae do alto
rio Parana e 0,0905 para aqueles do ribeirdo Ficha. Os dados mostraram que as
duas populacdes sdo geneticamente diferentes e apresentaram um alto grau de
variabilidade genética. Estes dados sdo de grande importancia, pois representam o
conhecimento béasico da variabilidade genética destes peixes e poderdo contribuir
para sua conservagao.

Varios autores estudam a caracterizagdo das espécies naturais da bacia do
rio Parana com o intuito de fornecer dados referentes a sua genética para contribuir
com o banco de dados destas espécies, para assim auxiliar em possiveis estudos
mais detalhados a respeito desta (Rezende, et al., 2009; Renesto, et al., 2001; lto, et
al., 2009; Renesto, 2000; Renesto, et al., 2007).

Revaldaves et al. (1997) realizaram um estudo com importantes implicacdes
para 0 manejo de pesca, piscicultura e conservacdo dos estoques de Prochilodus
lineatus (curimba ou curimbatd). Trés subpopulacdes desta espécie foram coletadas
na bacia do rio Parana (rios Parana, Baia e lvinheima) e 12 sistemas enzimaticos
puderam ser analisados. Dezoito locos foram identificados e seis deles
apresentaram polimorfismo (Est-1%, Est-2*, Idh-1*, Pgm-1*, Pgm-2* e Ldh-2%),
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indicando um alto valor de heterozigosidade média (13%). Os valores da identidade
(0,99) e distancia genética (< 0,004) sugeriram que as trés subpopulacoes
analisadas representavam uma unica unidade reprodutiva com alto fluxo génico.

No sul da costa brasileira, duas populacées de Perciformes (Cynoscion
jamaicensis e Cynoscion striatus) foram analisadas por de onze sistemas
enzimaticos. A presenca de cinco locos diagnésticos (Aat-1%, Aat-2*, Adh-1*, Hbdh-
2% e Mep-17), dentre os 16 encontrados, e o valor de | (0,68) confirmaram os dados
morfolégicos de que as duas espécies pertencem ao mesmo género (Levy e
Cassano, 1994).

Levy et al. (1998) estudaram 17 enzimas e uma proteina ndo especifica de
sete populagdes de Micropogonias furnieri (Sciaenidae) ao longo das latitudes 23°S
e 33°S (sul e sudeste) da costa brasileira. Caracteristicas morfolégicas e da
dindmica dos exemplares desta regido sugeriram a presenca de um isolamento
parcial entre as populacdes. No entanto, os dados de isoenzimas revelaram um alto
grau de homogeneidade das frequéncias alélicas (Fs; = 0,005), ndo corroborando

esta hipotese de isolamento parcial entre as populagdes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de coleta

Foram utilizados exemplares de Leporinus elongatus, Leporinus friderici e
Hemiodus orthonops da ordem Characiformes. As duas primeiras espécies foram
coletadas no rio Parana, municipio de Marilena, enquanto a espécie H. orthonops foi
coletada em duas regides diferentes da bacia do rio Parana, no municipio de
Marilena e Alto Parand (Figura 1), a 23°21°27.87”Se 53°44'54.14"W, no municipio de
Marilena, e a 23°23'43.93"S e 53°48'47.79"W, municipio de Alto Paraiso (Figura 1).

Figura 4 - Mapa hidrografico do estado do Parana. Pontos de coleta no rio Parana.
Estrela amarela = municipio de Marilena 232 21'27.87" S e 53 244'54.14"W estrela
vermelha= municipio de Alto Paraiso 23223'43.93"S e 53 2 48'47.79"W.

3.2. Coleta e armazenagem

As coletas foram realizadas no periodo de maio de 2012 a abril de 2013 e
resultaram na captura de 57 exemplares, sendo 15 de Hemiodus orthonops, 15 de
Leporinus elongatus, 14 de Leporinus friderici, presentes na primeira localidade. No
segundo local de coleta, foram coletados 13 exemplares de Hemiodus orthonops.
Todos os exemplares foram congelados e conservados em baixa temperatura (-0°C)
até a extracdo das enzimas. Os espécimes testemunho foram depositados na
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colecao do Nupélia (Nucleo de Pesquisa em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura), da
Universidade Estadual de Maringa.

3.3. Eletroforese em gel de amido

As amostras dos tecidos muscular estriado esquelético, de figado e de
coracado foram homogeneizadas com bastdo de vidros em tubos de propileno (1,5
mL) com 100 pL de tampdo Tris-HCI 0,02M, pH 7,5. As amostras foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4° C e 16434.6g. O extrato protéico foi
aplicado no gel de amido de milho (penetrose 50 (Val et al.,, 1981) a 17%, com
pequenas tiras de papel-filtro (4 mm x 8 mm) Whatman 3MM® embebidas com as
amostras e, em seguida, foi submetido a eletroforese horizontal continua, sob
refrigeracdo. Trés solugbes tampdo foram utilizadas: Tris Fosfato 0,35M/ Acido
Citrico 0,043M, pH 5,9 (TFC), diluido 15 vezes na preparacao do gel; Tris 0,1
M/Acido Maleico 0,1M/ EDTA 0,01M/Cloreto de Magnésio 0,01M (TEM) na cuba e
diluida 10 vezes no gel e Tris 0,18M/Acido bérico 0,1M/EDTA 0,004M, pH 8,6 (TBE),
diluido 4 vezes na preparagéo do gel.

As corridas eletroforéticas duraram 17 horas, sob uma corrente elétrica de
aproximadamente 50 V nas extremidades do gel. Apds a corrida eletroforética, o gel
foi cortado horizontalmente em duas fatias, as quais foram incubadas com solucées
histoquimicas especificas, necesséarias para a revelacdo das bandas de atividade
enzimatica de cada sistema e preparadas segundo protocolo de Murphy et al.
(1996).

Apés incubacao em estufa com auséncia de luz, a temperatura de 37°C, até
a visualizacdao das bandas nos géis, estes permaneceram em uma solucao
conservante constituida de Metanol/agua/acido acético na proporcéo de 5:5:1, por
24 horas e em seguida fotografados e analisados.

3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado entre duas placas de vidro vertical,
sendo constituido de dois sistemas de géis com diferentes porosidades e pH. O gel
separador de visualizacdo estava com concentracdo de 10% de acrilamida-
bisacrilamida e o gel de empilhamento ou concentrador a 5% (Quadro 2).
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Quadro 1 - Componentes do gel de poliacrilamida

Componentes Gel de separacao Gel de empilhamento
Solucao acrilamida-bisacrilamida 5, mi 3 ml
Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 4 ml —

Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 6,8 — 3 ml

Agua destilada 6,7 ml 30 pl
Persulfato de amoénia 320 ul 250 ul
TEMED (Tetrametilenodiamina) 15,8 ul 3ul

As amostras de musculo foram preparadas conforme ja descrito no protocolo
para o gel de amido, mas o tampao utilizado para macerar foi o Tris-HCI 1,5 M, pH
8,8, com 10% de glicerol, e centrifugadas, por 20 minutos, a 4°C e 16434.69. Uma
pequena aliquota do sobrenadante (20 pl) foi aplicada no gel, ja polimerizado, com o
auxilio de uma micropipeta, e submetida a eletroforese em cuba vertical sob
refrigeracdo, utilizando o tampao Tris-Glicina na cuba (sistema de eletroforese
descontinuo). Apds a corrida eletroforética, o gel foi incubado em solugcao tampao
fosfato 0,1 M, pH 6,2 por 30 minutos. Em seguida, foi adicionada a solugao corante
para revelar a enzima esterase (Alfenas et al., 1991) e acondicionado em camara

escura.

3.5. Analise das isoenzimas

Os 10 sistemas enzimaticos analisados em gel de amido e um em
poliacrilamida estdo descritos no Quadro 1. A nomenclatura das enzimas utilizadas
foi proposta pela International Union of Biochemistry and Molecular Biology (Webb,
1992). A interpretagdo genética dos zimogramas foi baseada na estrutura
quartendria das enzimas, (Ward et al.,1992).

Os dados foram analisados no programa Popgene 3.1 (Yeh, 1997). A
variabilidade genética foi estimada pelo calculo da heterozigosidade (He € H,) de
acordo com Nei (1978). Com os valores das frequéncias alélicas, a identidade () e a
distancia genética (D) de Nei (1978) foram calculadas e, a partir desta ultima, foi
construido um dendrograma (método de agrupamento pelo algoritmo UPGMA —

Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Means) das populacdes estudadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela técnica de eletroforese de gel de amido, foram analisados 11 sistemas
enzimaticos (Quadro 1) em 56 espécimes de 3 espécies de peixes da ordem
Characiformes, sendo 28 individuos da espécie Hemiodus orthonops, 15 individuos
da espécie Leporinus elongatus e 14 individuos da espécie Leporinus friderici, nos
quais foram detectados 23 locos em um total de 63 alelos.

Foram detectados 27 alelos em H. orthonops, de Marilena, distribuidos em
21 locos, dos quais 6 locos se apresentaram polimorficos (Adh, Gépdh, Ldh-1, Est-2,
Est-4, Est-5). Em Alto Paraiso, foram detectados 25 alelos distribuidos em 21 locos,
dos quais 3 locos foram polimérficos (Adh, Est-2, Est-5). A espécie L. elongatus
apresentou 34 alelos em 22 locos, dos quais sete locos foram polimérficos (Gpi-1,
Gpi-2, Idh-2, Est-1, Est-2, Est-3, Est-5). Em L.friderici, foram detectados 34 alelos em
22 locos, dos quais nove locos foram polimorficos (Gpi-1, Gpi-2, Idh-1, Ldh-1, Ldh-2,
Pgm-1, Est-1, Est-2, Est-5).

O Quadro 1 mostra as frequéncias alélicas de cada loco de cada espécie. A
enzima Aspartato amino transferase (AAT) apresentou dois locos: Aat-1, que
codifica as enzimas catédicas; e Aat-2 que codifica as enzimas anddicas. O loco
Aat-1 foi monomorfico para as 4 populagdes com o mesmo alelo para todas. O loco
Aat-2 foi monomérfico para as quatro populacdes, apresentando alelos diferentes
para trés populacbes, entre as quais duas populacbes de H. orthonops
apresentaram alelos iguais, diferindo de L. elongatus e L.friderici.

A enzima ADH foi expressa com 1 loco, com 2 alelos para as duas
populacées de H. orthonops, estando em equilibrio de Hardy-Weinberg. Nas
populacées de Leporinus elongatus e Leporinus friderici, a enzima expressou
apenas um loco monomorfico fixado para alelos diferentes.

O sistema enzimatico G3PDH apresentou-se codificado por dois locos
G3pdh-1 e G3pdh-2, ambos monomorficos para todas as populacoes,
diferentemente do encontrado por Renno et al. (1989, 1990), que observaram 4
locos para L. friderici e 3 locos para L. elongatus.

A enzima G6PDH apresentou 1 loco polimoérfico para a espécie de H.
orthonops da regiao de Marilena, estando em equilibrio de Hardy-Weinberg. Para H.
orthonops, de Alto Paraiso, e L. elongatus, de Marilena, a enzima apresentou 1 loco
monomoérfico. A populacao de L. friderici, de Marilena, expressou da enzima.
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Dois locos para a enzima GPI foram detectados: Gpi-7 monomorfico para as
a espécie de H. orthonops das duas regides; e polimérfico, com a presenca de trés
alelos na espécie L. elongatus e quatro alelos na espécie L.friderici, sendo o alelo
Gpi-1(d) exclusivo para esta espécie. Os locos polimoérficos de GPl estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Gpi-2 foi monomérfico para a espécie de H. orthonops
das duas regioes e foi polimorfico com a presenca de 3 alelos em L. elongatus
sendo Gpi-2(c) exclusivo para esta espécie, e 2 em L. friderici estando em equilibrio
de Hardy-Weinberg.

A enzima IDH apresentou 2 locos Idh-1 e Idh-2. As populagdes 1 e 2 de H.
orthonops e L. elongatus foram monomorficas para Idh-1 e L.friderici foi polimérfico,
com a presenca de 2 alelos em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Dois locos foram observados para LDH: Ldh-1 e Ldh-2. Ldh-1 foi
monomorfico para a H. orthonops de Alto Paraiso e para a populacao L. elongatus.
Ja para H. orthonops e L. friderici da regidao de Marilena foi polimérfico com a
presenca de 2 alelos em equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes dados corroboram os
resultados obtidos por Chiari e Sodré (1999), que detectaram 2 locos: monomorficos
para L. elongatus e polimérficos para L. friderici.

Na enzima Malato Desidrogenase (MDH) foram expressos 3 locos, todos
monomoérficos nas 4 populacdes.

Dois locos para a Enzima Malica (ME) foram observados: Me-1 e Me-2, os
quais nao apresentaram variacdo, embora houvesse variagcdo dos alelos entre as
espécies.

Para a izoenzima Fosfoglucomutase (PGM), foi detectado um loco: Pgm-1
que se expressou nas quatro populacdes. Para H. orthonops das duas regiées néao
houve variacao e, nas populacdes de L. elongatus e L. friderici, foram polimérficos,
estando em equilibrio de Hardy-Weinberg. Corroborando a maioria dos estudos
feitos com peixes que descreve apenas um loco, como observado por Renno et al.
(1989) para as quatro espécies de Leporinus, porém discordando de Chiari e Sodré
(1999), cujos estudos detectaram 3 locos para PGM.

Para a enzima Esterase (EST), foram encontrados 5 locos. O loco Est-1 foi
expresso apenas nas populacdes de L. elongatus e L. friderici, sendo ambas foram,
polimorficas com a presenca de dois alelos. Est-2 foi polimérfico em todas as
populacdes e H. orthonops das duas regides apresentaram 2 alelos, L. elongatus 4

alelos e L. friderici 3 alelos. Est-3 foi expresso apenas em L. elongatus, que foi
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polimérfico com 2 alelos; e L. friderici monomorfico. O loco Est-4 foi polimdrfico (2
alelos) para Hemiodus orthonops da regidao de Marilena e para as demais
populacées foi monomorfico. Est-5 foi expresso em todas as populacdes, sendo
polimorfico apenas H. orthonops da regido de Alto Paraiso, com 3 alelos, e as

demais polimérficas com 2 alelos.

Quadro 2 - Frequéncia dos Alelos nas amostras de Hemiodus orthonops, Leporinus
elongatus e Leporinus friderici. Amostras de H. orthonops (HO(1)), L. elongatus (LE)
e L. friderici (LF) do municipio Marilena no estado do Parana. Amostra de H.
orthonops (HO(2)) do municipio de Alto Paraiso estado do Parana

Loco Alelo HO(1) HO(2) LE LF
Aat-1 a 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Aat-2 a
b 1,0000
c 1,0000
d 1,0000 1,0000
Adh a 0,5385 0,5000
b 0,4615 0,5000 1,0000
c 1,0000
G3pd-1 a 1,0000 1,0000
b 1,0000
c 1,0000
G3pd-2 a 1,0000 1,0000
b 1,0000
c 1,0000
G6padh a 0,3750 1,0000
b 0,6250 1,0000
Gpi-1 a 0.0667 0,2308
b 1,0000 1,0000 0,9000 0,0769
c 0,0333 0,4231
d 0,2692
Gpi-2 a 1,0000 1,0000 0,3667 0,0714
b 0,5333 0,9286
c 0,1000
ldh-1 a 0,0714
b 1,0000 1,0000 1,0000 0,9286
ldh-2 a 1,0000 1,0000 0,1786
b 0,8214 1,0000
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Quadro 2, cont.

Ldh-1 a 0,9615 1,0000 0,1429
b 1,0000
c 0,0385 0,8571
Ldh-2 a 1,0000 0,3571
b 1,0000 1,0000 0,6429
Mdh-1 a 1,0000 1,0000
b 1,0000 1,0000
Mdh-2 a 1,0000 1,0000
b 1,0000 1,0000
Mdh-3 a 1,0000 1,0000
b 1,0000
Me-1 a 1,0000
b 1,0000 1,0000
c
d 1,0000
Me-2 a 1,0000
b 1,0000 1,0000
c 1,0000
Pgm-1 a 1,0000 1,0000
b 0,5000
c 0,4000
d 0,6000
e 0,5000
Est-1 a 0,7333 0,9643
b 0,2667 0,0357
Est-2 a 0,1538 0,0769 0,2333 0,4286
b 0,8462 0,9231 0,4333 0,3929
c 0,3000 0,1786
d 0,0333
Est-3 a 0,2000 1,0000
b 0,8000
Est-4 a 0,4000 1,0000 1,0000 1,0000
b 0,6000
Est-5 a 0,2308 0,0385 0,5357
b 0,7692 0,5385 0,0333 0,4643
c 0,4231 0,9667

para as 4 populacdes. Pelos dados apresentados, pode-se verificar que a populacao
de H. orthonops da regido de Alto Paraiso teve uma proporcao de locos polimérficos
de 13,04%, com apenas trés locos foram polimérficos.

polimérficos de 26,09% para H. orthonops, da regido de Marilena; 34,78% para L.
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O Quadro 2 mostra uma sintese dos resultados de variabilidade genética

Nas outras trés populagdes, foi encontrada uma proporcao de locos



elongatus e 39,13% para L. friderici. Chiari e Sodré (1999), analisando sete sistemas
enzimaticos, determinaram a proporcdo de locos polimérficos de 36,8% para L.
friderici e 27,8% para L. elongatus. Os mesmos autores, em 2001, utilizando o
marcador Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) identificaram a proporgéo de
locos polimorficos de 67,4 % para L. elongatus, do baixo rio Tibagi, e 46,3% para L.
friderici. Os dados obtidos por meio da quantificacdo da variabilidade genética por
meio do RAPD sao comparaveis com os dados obtidos por isoenzimas para estas

espécies.

Quadro 3 - Medidas de variabilidade genética nas amostras de Hemiodus orthonops,
Leporinus elongatus e Leporinus friderici. Amostras de H. orthonops, L. elongatus e
L. friderici do municipio Marilena, Parana. Amostra de H. orthonops do municipio de
Alto Paraiso, Parana

Populacdo He = DP Ho = DP P% K+ DP

HO(1) 0,1061 +£0,1925 0,0668 +£0,1683 26,09 % 1,286 £ 0,4629
HO(2) 0,0580 +0,1620 0,0330 +£0,1206 13,04 % 1,191 £0,5118
LE 0,1397 +£0,2234 0,0829 +0,1701 34,78% 1,546 £ 0,8579
LF 0,1514 +0,2415 0,1476 £0,2569 39,13% 1,522 £ 0,7903

He: heterozigozidade esperada; Ho: heretozigozidade observada; P%: propor¢édo dos locos
polimérficos; K: nimero de alelos por loco.

Levando em consideragdo os mesmos 11 sistemas enzimaticos analisados
no presente trabalho, a média de He foi de 0,0580 na espécie H. orthonops, da
regiao de Alto Paraiso, um pouco maior que 0,051 estimada por Ward et al. (1992)
para 195 espécies de peixes. Para a espécie H. orthonops da populagdo 1, a He
média foi de 0,1061, média acima do valor para espécies de peixes de dgua doce
em geral (Ward et al., 1992). Na espécie L. elongatus, o valor de He foi de 0,1397 e
em L. friderici foi 0,1514, média bem acima do valor médio para espécies de agua
doce. Os valores de He e Ho estimados no presente trabalho sdo muito semelhantes
aos encontrados por Chiari e Sodré (1999), o que atesta a validade de se usar
isoenzimas como medida de variabilidade genética.

O Quadro 4 apresenta os valores de Identidade e distancia genética padrao
de Nei (1978) entre as quatro populacdes estudadas. Os dados demonstram que as
trés espécies sdao geneticamente muito distintas entre si. Porém, apesar de as
populacdes das espécies de H. orthonops pertencentes ao municipio de Marilena e

Alto Paraiso serem geneticamente muito parecidas, confirmando assim serem da
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mesma espécie, apresentaram diferencas de distancia genética confirmadas, por
serem populacdes de regides diferentes do rio Parana.

Quadro 4 - Valores de identidade genética (acima da diagonal) e distancia genética
(abaixo da diagonal) de Nei (1978) para as quatro amostras, H. orthonops (1)
(Municipio de Alto Paraiso), L. elongatus, L. friderici, H. orthonops (2) (Municipio de
Marilena).

Pop ID H. orthonops (1) L. elongatus L. friderici H. othonops (2)
H. orthonops (1) e 0,2836 0,2172 0,9558

L. elongatus 1,2601 e 0,4141 0,2987

L. friderici 1,5270 0,8816 e 0,2300

H. othonops (2) 0,0452 1,2085 1,4698 e

As estatisticas F de Wright (1965), Fis, Fit e Fst foram utilizadas para as
duas populag¢des de H. orthonops, com o intuito de averiguar o nivel de endogamia e
a estrutura populacional. O coeficiente Fit, que expressa a taxa média de
endogamia, foi de 0,4917. O valor 0,2081 de Fst representa uma medida de
diferenciacao das duas populacdes em fungcdo da distancia entre elas. Segundo
Wright (1978), quando o valor de Fst encontra-se acima de 0,25, pode-se considerar
uma grande diferenciacdo entre as duas populagdes; valores variando entre 0,15 e
0,05 indicam uma diferenciacdo moderada; valores abaixo de 0,05 indicam uma
diferenciacao baixa. Sendo assim, pode-se dizer que o valor obtido demonstra uma
grande diferenciacdo. O coeficiente Fis mede a reducao da heterozigosidade devido
a reproducdo nao casual dentro de uma subpopulacdo e seu valor representa um
nivel consideravel de consanguinidade. Observando o Quadro 4, encontramos um
alto coeficiente de endogamia total (Fis: 0,3581) detectado nas populacbées em
estudo, indicando que o efeito preponderante foi gerado pelo sistema reprodutivo
(Fit: 0.4917), o que contribuiu para a diferenciagao intrapopulacional.

Os dados de distancias genéticas obtidos resultaram em um dendograma,
utilizado para estimar relacdes genéticas entre as espécies estudadas (Thorpe, e
Solé-Cava, 1994). A figura 5 mostra o dendrograma construido pelo método UPGMA
(Unweighted pair-group method with arithmetic mean). Analisando este
dendograma, podemos observar que as trés espécies estdo agrupadas em dois
conjuntos diferentes, confirmando os dados obtidos no trabalho, que apontam
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pequena diferenga para a espécie H. orthonops 1 e 2, devido as diferentes regides

em que foram coletados.

Quadro 5 — Resumo da estatistica F para amostras de Hemiodus orthonops,
Leporinus elongatus e Leporinus friderici. Amostras de Hemiodus orthonops,
Leporinus elongatus e Leporinus friderici do municipio Marilena, Parana. Amostra de
Hemiodus orthonops do municipio de Alto Paraiso, Parana

Loco N Fis Fit Fst

Aat-1 52 e e 0,0000
Aat-2 52 e e 0,0000
Adh 52 -0,1573 -0,1556 0,0015
G3pd-1 52 e e 0,0000
G3pd-2 52 e e 0,0000
G6pdh 50 0,4667 0,7091 0,4545
Gpi-1 52 e e 0,0000
Gpi-2 52 e e 0,0000
Idh-1 50 e e 0,0000
Idh-2 52 e e 0,0000
Ldh-1 52 -0,0400 -0,0196 0,0196
Ldh-2 52 e e 0,0000
Mdh-1 52 e e 0,0000
Mdh-2 52 e e 0,0000
Mdh-3 52 e e 0,0000
Me-1 52 e e 0,0000
Me-2 52 e e 0,0000
Pgm-1 52 e e 0,0000
Est-1 0 e e 0,0000
Est-2 52 1,0000 1,0000 0,0145
Est-3 0 e e 0,0000
Est-4 46 1,0000 1,0000 0,4286
Est-5 52 0,3043 0,392 0,1321
Média 52 0,3581 0,4917 0,2081

(N=tamanho da amostra).
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e e 2
+-—— pop3

Figura 5 - Dendrograma construido com o algoritmo UPGMA, baseado em distancias
genéticas de Nei (1978). pop1= H. orthonops 1, pop2= L. elongatus; pop3 = L.
friderici e pop4 = H. orthonops 2.
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5. CONCLUSOES

As analises dos 11 sistemas enzimaticos pela ordem Characiformes
permitiram algumas conclusdes.

a) As populacdes amostradas de H. orthonops, L. elongatus e L. friderici
apresentaram variabilidade genética superior a media para peixes. Comparada as
demais espécies, a variabilidade genética mais baixa foi a da populagédo 2 da
espécie Hemiodus orthonops.

b) Os valores de identidade genética de Nei evidenciaram que as 3 espécies
sdo muito diferentes entre si. Mostraram também que as duas populagdes de
Hemiodus orthonops sdo semelhantes, mas ndo iguais geneticamente, confirmando
o fato de virem de regides diferentes.

c) As populacbes invasoras de Hemiodus orthonops apresentam

variabilidade genética inferior a de Leporinus elongatus e Leporinus friderici.
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