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RESUMO

PAIVA, Suzana de. M.Sc. Universidade Estadual de Maringd, dezembro de 2006.
Variabilidade Genética em Populacoes de Hypostomus (Siluriformes:
Loricariidae) do Rio Ivai, Bacia do Alto Rio Parana, Brasil. Orientador: Dr.
Erasmo Renesto. Profesoras conselheiras: Dr". Ana Silvia Lapenta e Dr". Maria
Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

O género Hypostomus apresenta uma taxonomia complexa devido a uma ampla
variacao na morfologia e no padrao de coloragdo o que dificulta a identificagdo de
muitas espécies. Através da eletroforese de isoenzimas foram analisados
Hypostomus albopunctatus, H. hermanni, H. regani ¢ mais um morfétipo deste
género (Hypostomus sp. 1) do rio Ivai (PR). O estudo de nove sistemas enzimaticos
(AAT, ACP, ADH, EST, GCPDH, G3PDH, LDH, MDH e SOD) revelou 14 locos,
sendo alguns deles diagnosticos para Hypostomus sp. 1 (Adh-A e G3pdh-B), H.
hermanni (sAat-B e Gcepdh-A) e H. albopunctatus (Est-2), evidenciando um
isolamento reprodutivo entre as quatro populacdes. Com excecdo de H.
albopunctatus que exibiu um valor de heterozigosidade (H.) igual a zero, as
espécies analisadas apresentaram valores acima da média para peixes (0,051): 0,126
para Hypostomus sp. 1, 0,199 para H. hermanni e 0,085 para H. regani. Os valores
de distancia genética mostraram uma proximidade maior entre H. albopunctatus e
H. regani (D = 0,218), enquanto Hypostomus sp. 1 e H. hermanni apresentaram a
maior divergéncia genotipica (D = 0,563). Os resultados indicam que as populagdes
analisadas apresentam uma ampla variagdo interespecifica da sua constituicdo

genética.

Palavras-chave: Hypostomus, aloenzimas, variabilidade genética.
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ABSTRACT

PAIVA, Suzana de. M.Sc. Universidade Estadual de Maringd, December, 2006.
Genetic Variability in Hypostomus Populations (Siluriformes: Loricariidae)
from Ivai River, Upper Parana River Basin, Brazil. Adviser: Dr. Erasmo
Renesto. Co-Advisers: Dr. Ana Silvia Lapenta and Dr. Maria Claudia Colla Ruvolo
Takasusuki.

The genus Hypostomus shows a complex taxonomy due to a wide variation in its
morphology and color pattern what difficult the identification of many species. The
1sozyme electrophoresis technique was employed to analyse Hypostomus
albopunctatus, H. hermanni, H. regani and one morphotype of this genus
(Hypostomus sp. 1) from the Ivai river (Parana State). The study of nine enzyme
systems (AAT, ACP, ADH, EST, GCPDH, G3PDH, LDH, MDH and SOD)
allowed the score of 14 loci, some of them being diagnostic for Hypostomus sp. 1
(Adh-A and G3pdh-B), H. hermanni (sAat-B and Gepdh-A), and H. albopunctatus
(Est-2), revealing reproductive isolation between them. Except for H.
albopunctatus, which showed zero heterozygosity value (H.), the analyzed species
showed values above the average for fishes (0.051): 0.126 in Hypostomus sp. 1,
0.199 in H. hermanni, and 0.085 in H. regani. The genetic distance values showed a
greater proximity between H. albopunctatus and H. regani (D = 0.218), where as
Hypostomus sp. 1 and H. hermanni were the most divergent (D = 0.563). Results
pointed out that the analyzed populations show a wide interspecific variation of

their gene pool.

Key-words: Hypostomus, allozymes, genetic variability.
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1. INTRODUCAO

Os peixes sdo os vertebrados mais antigos € numerosos, representados por
mais de 20.000 espécies (Lowe-McConnell, 1999). A ictiofauna da regido
Neotropical (América do Sul e Central) ¢ a mais diversificada, composta por
aproximadamente 6.000 das 13.000 espécies de peixes de agua doce, sendo 4.475
descritas e provavelmente 1.550 ainda ndo descritas (Reis et al., 2003).

Das 455 familias de peixes, a Loricariidae, da ordem Siluriformes, ¢ a sexta
maior familia do mundo (Nelson, 1984) e a segunda maior do Neotrdpico,
constituida por aproximadamente 680 espécies ja descritas e cerca de 300 espécies
ainda ndo descritas (Reis et al., 2003). Na subfamilia Hypostominae, existem muitas
espécies com status ainda ndo bem definidos, devido principalmente a uma ampla
variacao intraespecifica na morfologia e padrao de cores. Isto ocorre principalmente
no género Hypostomus (Weber, 2003).

Levantamentos da ictiofauna da bacia do rio Parana indicam que, em seu
trecho brasileiro, existem mais de 250 espécies de peixes, sendo 91 espécies de
Siluriformes. Neste total, ndo estdo incluidos mais de 16 espécies de Hypostomus,
que ndo apresentam um consenso em relacdo a sua taxonomia, necessitando de mais
estudos para uma identificagdo especifica (Agostinho e Julio Jr., 1999).

Durante o século XIX e inicio do século XX, a definicio morfologica de
espécie dominou a taxonomia animal (Mayr, 1977), em que basicamente as
diferencas morfologicas eram usadas como critério para a determinacdo de uma
espécie. Para Mayr (1963), em organismos que apresentam reproducdo sexuada,
espécies sao “grupos de populagdes naturais real ou potencialmente intercruzantes
que sao reprodutivamente isolados de outros grupos semelhantes”. Além de
constituirem uma “comunidade reprodutiva” e “unidade ecologica”, os membros de
uma espécie representam uma ‘“‘unidade genética”, formada por seu amplo
patrimonio génico em intercomunicagdo. Este isolamento reprodutivo ¢ uma
adaptagdo para proteger os genes ja bem integrados e co-adaptados da espécie

(Mayr, 1977).



Identificar espécies na natureza significa detectar mecanismos de
1solamento reprodutivo entre populagdes semelhantes (Dobzhansky et al., 1977).
Nos organismos que sobrevivem e se reproduzem em condi¢des de laboratorio, ¢
possivel verificar diretamente a existéncia destes mecanismos, principalmente
naqueles que apresentam ciclo de vida curto. Todavia, para os que ndo se
reproduzem em laboratorio, isto se torna uma tarefa extremamente dificil. Para
contornar esta dificuldade, além da analise de caracteres morfoldgicos € utilizada a
analise de diferencas genéticas (Thorpe e Solé-Cava, 1994). Os marcadores
bioquimicos ou moleculares como isoenzimas ou fragmentos de DNA, podem ser
utilizados para caracterizar o gendtipo de um individuo a partir de amostras de
células e tecidos (Ferrreira e Grattapaglia, 1998).

Embora as diferencas morfologicas sejam reflexos de diferencas genéticas,
algumas sdo muito suscetiveis as influéncias do ambiente. Além disso, muitas
populacdes se diferenciam morfologicamente sem apresentarem isolamento
reprodutivo (ragas) e outras se formam sem grande diferenciacdo morfologica
(espécies cripticas) (Dobzhansky et al., 1977).

No rio Ivai, um afluente do alto rio Parand, foram encontrados alguns
espécimes do género Hypostomus, sendo estes separados inicialmente por
diferencas morfoldgicas em um morfotipo (Hypostomus sp. 1) e trés espécies
(Hypostomus albopunctatus, Hypostomus hermanni e Hypostomus regani). O
objetivo deste trabalho foi verificar através da técnica de eletroforese de isoenzimas
se existe um isolamento reprodutivo entre estas quatro populagdes, bem como,
estimar o nivel de variabilidade genética em relagdo aos sistemas enzimaticos
analisados. Esperando-se, desta forma, ampliar os conhecimentos em relacdo ao
género Hypostomus e contribuir para os estudos de sistematica. E, at¢é mesmo,
contribuir em planos futuros de manejo para manutengao do estoque de peixes € na

conservacao genética destas espécies.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Ordem Siluriformes

A ordem Siluriformes ¢ formada por 31 familias, com aproximadamente
400 géneros, englobando cerca de 2.200 espécies, sendo 2.155 de 4gua doce
(Nelson, 1984). Juntamente com os Characiformes, compdem a maior parte da
ictiofauna dos rios da América do Sul (Lowe-McConnell, 1999). O mesmo acontece
na bacia do alto rio Parand, onde mais de 85% da fauna de peixes pertence as duas
ordens citadas, com leve predominio de Characiformes (Agostinho et al., 1997).

As principais caracteristicas dos peixes Siluriformes sdo: corpo sem
escamas, revestido por placas Osseas ou pele nua e barbilhdes ao redor da boca,

rudimentares ou desenvolvidos (Nakatani et al., 2001).

2.2. Familia Loricariidae

Os loricarideos estdo distribuidos de um extremo a outro da regido
Neotropical, desde o norte da Costa Rica até o sul da Argentina, sendo a maioria das
espécies encontradas ao leste dos Andes (Reis et al., 2003). Esta familia encontrava-
se dividida em seis subfamilias: Ancistrinae com 217 espécies (Fisch-Muller,
2003); Loricariinae com 209 espécies (Ferraris, 2003), Hypostominae com 169
espécies (Weber, 2003), Hypoptopomatinae com 79 espécies (Schaefer, 2003),
Neoplecostominae com sete espécies (Ferraris, 2003) e Lithogeneinae com uma
espécie (Reis et al., 2003). No entanto, Armbruster (2004) considerou Ancistrinae
novamente como uma tribo (Ancistrini), dentro da subfamilia Hypostominae. Mais
recentemente, Reis et al. (2006), propuseram uma nova subfamilia: Delterinae.

Dentre as 39 familias que englobam as 2.300 espécies validas de peixes de
dgua doce existentes no Brasil, a familia Loricariidae ¢ a segunda maior delas,
representada por 372 espécies (Buckup, 2006). A amplitude dos loricarideos se

reflete também na variagdo do niumero de cromossomos, que vai de 2n = 36 em



Rineloricaria latirostris (Giuliano-Caetano, 1998), a 2n = 96 em Upsilodus sp.
(Kavalco, 2005).

Os loricarideos, conhecidos popularmente como cascudos ou acaris,
apresentam geralmente habito bentonico (vivem sobre o fundo ou proximo a ele),
tendo como caracteristica basica o corpo coberto por placas dsseas dispostas em
varias séries (Santos et al., 1984; Britski et al., 1999; Graga, 2004). Estas placas
Osseas formam uma armadura que protege seu corpo contra possiveis abrasdes,
predadores e a dessecacdo (Lowe-McConnell, 1999). O primeiro raio da nadadeira
dorsal € duro, mas ndo na forma de espinho pungente (Santos et al.,1984). A boca ¢
inferior e em forma de ventosa (Santos et al., 1984; Britski et al., 1999; Graga,
2004) que adere ao substrato, com os dentes dispostos em uma unica série em cada
maxila, bifurcados ou em forma de colher (Santos et al., 1984). Ao redor da boca
sdo encontrados barbilhdes rudimentares (Nakatani et al., 2001). A maioria tem
preferéncia por aguas correntes (ambientes loticos) de substrato rochoso onde
raspam as pedras (Britski et al., 1999), alimentando-se de algas, detritos, sedimentos
e invertebrados (Hahn et al., 1997).

Dispositivos suctoriais que permitem aos peixes aderirem a superficies
rochosas, juntamente com o achatamento dorsoventral do corpo e alongamento
horizontal das nadadeiras pares caracterizam adaptagdes para a vida em aguas
torrentosas, como no caso de Siluriformes encouragados (Lowe-McConnell, 1999).

A presenca de estdbmago vazio nesta familia (Py-Daniel, 1984; Fugi, 1993)
indica que ele teria além da fun¢do de digestdo, a de respiracdo, funcionando como
um 0Orgdo respiratorio acessoério (Hahn et al.,, 2004). Segundo Lowe-McConnell
(1999), em muitos peixes tropicais existem adaptacdes respiratdrias especiais que
proporcionam a utilizagdo do ar atmosférico. Naqueles que utilizam a boca para
aderir ao substrato, como os loricarideos, estas modificagdes sdo necessarias para
que eles possam respirar.

Seu intestino ¢ enovelado e muito longo (Santos et al., 1984; Lowe-
McConnell, 1999), podendo atingir aproximadamente 20 vezes (Py-Daniel, 1984) o

comprimento do corpo.



2.3. Subfamilia Hypostominae Kner, 1853

Os membros dessa subfamilia encontram-se divididos em cinco tribos
Ancistrini, Corymbophanini, Hypostomini, Pterygoplichthini e Rhinelepini
(Armbruster, 2004) e sdo, em geral, restritos a agua doce. Durante o dia, ficam entre
pedras e galhos de arvores caidos e iniciam suas atividades, geralmente, com o por-
do-sol (Weber, 2003).

Estudos em nivel molecular t€ém esclarecido a sistematica desta subfamilia,
sendo que mudangas na sua nomenclatura sao esperadas, uma vez que estes estudos
parecem indicar que um terco das espécies atuais ainda nao foi descritas (Weber,

2003).

2.4. Género Hypostomus Lacépéde, 1803

Os Hypostomus (= Plecostomus) possuem o focinho revestido de placas
pequenas e nadadeira adiposa (Britski et al., 1999). Weber (2003) sugere que este
género seja constituido de aproximadamente 106 espécies ja descritas, enquanto
Armbruster (2004) propde 146 espécies, sendo este o Unico género da tribo
Hypostomini Kner, 1853.

Os organismos deste grupo se alimentam de algas, sedimentos e detritos
(Hahn et al., 1997 e 2004). A boca (em forma de ventosa), os dentes (raspadores) e
o comprimento do intestino (longo) caracterizam uma alta especializacdo deste
género para a aquisi¢do e processamento de detritos (Delariva e Agostinho, 2001).

O género possui espécies nao migradoras com fecundagdo externa
(Miyamoto, 1990). Apresenta cuidado parental (Suzuki et al., 2004; Lowe-
McConnell, 1999) como guardar os ovos, ja que desovam pequenas ninhadas, e
fazem isso geralmente em buracos nas margens dos rios (Lowe-McConnell, 1999),
os quais podem ser escavados pelos proprios peixes. Um exemplo € a espécie H.
ternetzi, que apresenta um periodo curto de desova e os machos guardam seus ovos
adesivos em cavidades (Suzuki et al., 2000). Os espécimes deste género tém os
maiores ovos entre todos os teledsteos da bacia do Parand (Suzuki, 1992, apud

Suzuki et al., 2000).



Dimorfismo sexual de tamanho ¢ comum neste género, sendo que os
machos sdao geralmente maiores que as fémeas (Suzuki et al., 2000). De acordo com
Py-Daniel e Fernandes (2005), a variacdo no tamanho do corpo ¢ possivelmente a

categoria de dimorfismo sexual mais comum entre os peixes.

2.5. Hypostomus albopunctatus (Regan, 1908)

Esta espécie tem o corpo e as nadadeiras escuros com pintas claras e ¢
conhecida popularmente no Brasil como cascudo ferro. Sua distribuicdo abrange a
bacia do alto rio Parand (Weber, 2003) e rio Iguacu (Garavello et al., 1997).
Penczak et al. (1998) em um estudo de amostragem qualitativa de peixes no rio Ivai,
encontraram 67 espécies de diferentes ordens, entre elas H. albopunctatus. Esta ¢ a
unica espécie de Hypostomus, at¢ o momento, que tem o espinho da nadadeira
ventral com comprimento maior ou igual ao da nadadeira peitoral, além de dentes
robustos com a parte superior curta (Zawadzki et al., 2005). A espécie apresenta o
numero cromossomico de 2n = 74 (Artoni e Bertollo, 1996). Uma amostra de
individuos do rio Paranid foi estudada através da eletroforese de isoenzimas

(Zawadzki et al., 2005).

2.6. Hypostomus hermanni (Ihering, 1905)

Hypostomus hermanni tem o corpo claro com pintas escuras. Encontra-se
distribuido pela América do Sul (Weber, 2003) e apresenta nimero diploide 2n = 68
(Lara-Kamei e Julio Jr., 2002). Analise das isoenzimas desta espécie foi realizada
em exemplares do ribeirdo Keller, um afluente da margem direita do rio Ivai,

revelando 25 locos e um total de 35 alelos (Zawadzki et al., 2004b).

2.7. Hypostomus regani (Ihering, 1905)
No Brasil, esta espécie ¢ conhecida popularmente como cascudo-chita,

cascudo-chitdo ou chitdo. Esta distribuida pela América do Sul nas bacias dos rios



Parand, Paraguai e Uruguai (Weber, 2003). Em levantamentos realizados na bacia
do alto rio Parand, ja foram encontrados exemplares no canal principal do rio
Parana, no rio Ivinheima, em canais laterais do reservatério de Itaipu, riachos e
ribeirdes (Agostinho et al., 2004), na bacia do rio Corumba (GO) (Zawadzki, 2001),
bem como, no rio Ivai (Penczak et al., 1998). Martinez et al. (2006) em andlises
citogenéticas dos mesmos exemplares de H. regani deste trabalho, encontraram
numero cromossoémico de 2n = 72, valor este que corrobora com os dados da
literatura (Artoni e Bertollo, 1996). Este peixe apresenta o corpo e as nadadeiras
castanhos com pintas claras. Estudo com exemplares do alto rio Parana revelou que
esta espécie alimenta-se preferencialmente de detritos organicos (Delariva e
Agostinho, 2001). Espécimes dos reservatorios de Corumbd (Zawadzki, 2001) e
Itaipu (Zawadzki et al., 2005) tiveram 14 sistemas isoenzimaticos analisados pela

técnica de etetroforese.

2.8. Eletroforese de isoenzimas

O principio bésico da eletroforese consiste na migragdo de moléculas
1onizadas, sob a influéncia de um campo elétrico, de acordo com sua carga elétrica e
peso molecular. A partir do desenvolvimento da eletroforese em gel de amido
(Smithies, 1955) e a aplicagdo do método histoquimico para visualizagdo das
enzimas no gel (Hunter e Markert, 1957), a técnica de eletroforese de enzimas foi
aperfeicoada na metade da década de 60, o que permitiu os estudos de um amplo
numero de proteinas em um mesmo organismo (Avise, 1975).

As isoenzimas ou isozimas sdo definidas por Markert e Moller (1959) como
formas multiplas de uma mesma enzima que ocorrem em um mesmo organismo
com afinidade sobre um mesmo substrato. Estas moléculas podem apresentar
diferengas nas seqiiéncias polipeptidicas, cargas elétricas, pesos moleculares, além
de outras variaveis (Thorpe e Solé-Cava, 1994; Machado et al., 1999). Sao
controladas geneticamente por alelos ou por genes situados em diferentes locos, no
entanto, algumas isoenzimas sdo controladas por alelos de um s6 loco e sdo

denominadas de aloenzimas. Elas podem ser produtos de processamentos



diferencias de uma mesma molécula de mRNA, ou de modificagdes do proprio
polipeptidio ap0s a sua transcrigdo (Machado et al., 1999).

Diferengas em nivel de seqiiéncias de DNA que codificam as isoenzimas
podem ser detectadas por diferengas da mobilidade destas enzimas em um campo
elétrico (Ferreira e Grattapaglia, 1998), ou seja, a substituigdo de um aminoacido
em uma molécula de proteina pode alterar sua carga elétrica ou causar mudancgas na
sua conformagdo, alterando a sua taxa de migragdo. Esta molécula de enzima com
diferenga de mobilidade caracteriza-se como um novo alelo (Thorpe e Solé-Cava,
1994). Freqiientemente, a unica diferenga entre as isoenzimas € a substitui¢ao de um
ou varios aminoacidos (Micales e Bonde, 1995).

Assim como as fragdes polipeptidicas e de proteinas totais, as isoenzimas
representam os produtos primarios dos genes, que passaram pelos processos de
transcri¢do e traducao. Geneticamente, esta caracterizacao ¢ mais refinada do que as
caracterizagdes morfologicas, que geralmente sdo produtos de mais de um gene
associado a mecanismos diferenciais de expressao e de regulacdo e a fatores
ambientais (Machado et al., 1999). Outra vantagem ¢ que a expressdao das
isoenzimas ¢ normalmente codominante. Isto significa que os heterozigotos tém
fenotipos diferentes dos homozigotos (Thorpe e Solé-Cava, 1994), ou seja, em um
individuo dipldoide, ambos os alelos de um loco sdo expressos e visualizados
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Este fato permite que parametros como freqiiéncias
genotipicas e freqiiéncias alélicas possam ser estimados e a partir deles se obter
coeficientes de diversidade genética e heterozigosidade, afim de que populagdes
possam ser comparadas (Thorpe e Solé-Cava, 1994; Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os locos analisados podem ser considerados como uma amostra aleatéria
do genoma, sendo assim, representativa da populagdo. Os parametros obtidos siao
considerados como indicadores populacionais (Solferini e Selivon, 2001).

A eletroforese de isozimas vem sendo utilizada nas Ultimas décadas para
estimar os niveis de variabilidade genética e o fluxo génico em populagdes naturais,
no estudo da dispersdo de espécies, analise de filogenias e hibridiza¢ao natural, bem
como, no melhoramento de plantas (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Além disso,

Murphy et al. (1996) citam outras aplicagdes: avaliacao de paternidade e limites de



espécies (aplicagdes intraespecificas), estudo de processos de especiacao,
paleobiogeografia, taxas de evolugdo e origem de plantas polipldides (aplicagdes
interespecificas).

Em estudos de sistematica, a eletroforese de isoenzimas apresenta entre
outras vantagens, a possibilidade de se obter dados adequados da descri¢do de uma
espécie, a partir de um numero pequeno de individuos amostrados (Avise, 1975;
Thorpe e Solé-Cava, 1994), além de organizar espécies proximas de acordo com a
porcentagem de alelos ou gen6tipos compartilhados (Avise, 1975). Segundo Thorpe
e Solé-Cava (1994), se duas formas simpatricas forem da mesma espécie, devem ter
as mesmas freqiiéncias génicas em cada loco génico. E possivel dizer que, no
minimo, os dados de isoenzimas contribuem para a identificagdo bioquimica dos

organismos (Buth e Murphy, 1999).

2.9. Estudos das isoenzimas em populacdes da ictiofauna brasileira

A técnica de eletroforese de isoenzimas tem sido utilizada no estudo de
diversos tipos de organismos, entre eles os peixes. Ela permite analisar os dados da
expressao do DNA em diferentes ordens, a fim de atingir diferentes objetivos.

A descoberta de novas espécies de peixes tem aumentado no Brasil, sendo
que na ultima década, este crescimento foi superior a 15% (341 spp.), devido
principalmente ao conhecimento da fauna de pequenos peixes de cabeceira e
ambientes especializados. Entre as novas espécies encontradas destacam-se aquelas
pertencentes as familias Characidae (77 spp.), Loricariidae (73 spp.) e Rivulidae (51
spp.) (Buckup et al., 2006).

A analise das aloenzimas tem auxiliado na discriminacao de novas espécies
de peixes de cabeceira, contribuindo para o aumento destes numeros. Como por
exemplo, o estudo realizado por Zawadzki et al. (2004a) com Neoplecostomus sp.
do corrego Taquari, afluente do rio Corumbé (GO); e Neoplecostomus paranensis
do ribeirdo Hortela, tributario do rio Paranapanema (SP), pertencentes a bacia do
alto rio Parana. As espécies deste género apresentam uma similaridade morfoldgica

e cariotipica que dificulta sua identificacdo, assim, outras caracteristicas seriam



necessarias para identificar novas espécies deste grupo. A analise de 14 sistemas
enzimaticos permitiu detectar 22 locos. Seis deles foram diagnosticos: Acp-A, Adh-
A, Est-A, Gpi-A, Ldh-A e Ldh-B. A identidade genética de Nei (1978) foi de 0,731.
Estes valores, juntamente com a presenga de uma nadadeira adiposa incomum para
este género, mostraram que os exemplares do corrego Taquari sdo distintos de M.
paranensis € possivelmente representam uma nova espécie.

Entretanto, ao contrario deste caso, Renesto et al. (2001) analisaram
exemplares de Crenicichla iguassuensis ¢ de um morfotipo (Crenicichla sp.) que
diferia da espécie citada pela morfologia dos labios, ambos do rio Iguagu (PR). O
estudo de dezesseis sistemas enzimaticos revelou 27 locos, sendo 25,9% e 14%
polimorficos para C. iguassuensis € Crenicichla sp., respectivamente. A identidade
genética (I) de Nei (1978) foi de 0,993 e nenhum loco diagnostico foi encontrado
para distinguir as duas populagdes. Assim, estes dados ndo corroboraram com a
hipdtese de que Crenicichla sp. seria uma espécie distinta de C. iguassuensis, mas
sugerem que as duas formas representam um polimorfismo da espécie C.
iguassuensis. Segundo Thorpe (1982), a identidade genética de Nei (1972) entre
populacdes da mesma espécie excede o valor de 0,85.

Através das freqiiéncias génicas obtidas pela analise de isoenzimas ¢
possivel também quantificar a variabilidade genética de uma populacao. Peres et al.
(2005b) estudaram a variabilidade genética de duas populagdes de Astyanax
altiparanae, que ¢ uma das espécies mais abundantes da bacia do alto rio Parana e
representam uma importante fonte de alimento para muitas espécies de peixes
piscivoros que sdo comercializados. Um total de 13 enzimas foi analisado em
amostras do figado, coracdo, estdbmago, branquia e musculo. A proporcao de locos
polimoérficos foi de 52,38% para a populag@o do alto rio Parana (PR) e 38,10% para
a populacdo do ribeirdo Ficha (PR). O célculo 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 populagdes sao
geneticamente diferentes e apresentaram um alto grau de variabilidade genética.
Estes dados sdo de grande importancia, pois representam o conhecimento basico da

variabilidade genética destes peixes e poderao contribuir para sua conservagao.
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Revaldaves et al. (1997) realizaram um estudo com importantes
implicagdes para o manejo de pesca, piscicultura e conservagao dos estoques de
Prochilodus lineatus (curimba ou curimbatd), peixe este de interesse econdmico.
Trés subpopulacdes desta espécie foram coletadas na bacia do rio Parand (rios
Paran4, Baia e Ivinheima) e 12 sistemas enzimaticos puderam ser analisados.
Dezoito locos foram identificados, sendo que seis deles apresentaram polimorfismo
(EST-1%* EST-2%* IDH-1* PGM-1%* PGM-2* ¢ LDH-2%*), indicando um alto valor
de heterozigosidade média (13%) quando comparado com a literatura. Os valores da
identidade (0,99) e distancia genética (< 0,004) sugeriram que as trés subpopulacdes
analisadas representavam uma Unica unidade reprodutiva com alto fluxo génico.

Almeida e Sodré (1998) também estudaram as isoenzimas da familia
Pimelodidae (Pimelodus maculatus, Iheringichthys labrosus e Pinirampus
pirinampu) do rio Tibagi (PR). Os dados (I = 0,58) indicaram que lheringichthys
labrosus e Pinirampus pirinampu pertenceriam a espécies congenéricas, ao
contrario das caracteristicas morfologicas que agrupam as duas espécies em géneros
distintos.

Caso semelhante ocorreu com o género Schizodon (S. intermedius e S.
nasutus) € Leporinus (L. friderici, L. elongatus e L. obtusidens) deste mesmo rio,
agrupadas desta forma com base em caracteres morfoldgicos. No entanto, o valor da
identidade genética entre L. friderici e S. intermedius (0,749) e L. friderici e S.
nasutus (0,787), obtidos pela andlise de seis sistemas enzimaticos (EST, PGM, G-3-
PDH, IDHP, LDH e MDH) e proteinas ndo especificas (PT), indicou que estas
espécies também seriam congenéricas (Chiari e Sodré, 1999).

Na Amazodnia Central, Teixeira et al. (2006) complementaram os estudos
citogenéticos de piranhas (Serrasalmus rhombeus) da Lagoa Cataldo, que
apresentaram dois citotipos (2n = 58 e 2n = 60), com a andlise da enzima esterase-
D. Os valores das freqiiéncias alélicas, em um dos trés locos encontrados,
permitiram distinguir mais um citotipo (2n = 60 B) entre os exemplares analisados.

No sul da costa brasileira, duas populagdes de Perciformes (Cynoscion
jamaicensis e Cynoscion striatus) foram analisadas através de onze sistemas

enzimaticos. A presenca de cinco locos diagnosticos (44T-1% AAT-2* ADH-1%,
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HBDH-2* e MEP-1%), dentre os 16 encontrados, e o valor de I (0,68) confirmaram
os dados morfoldgicos de que as duas espécies pertencem ao mesmo género (Levy e
Cassano, 1994).

Levy et al. (1998) estudaram 17 enzimas e uma proteina nao especifica de
sete populacdes de Micropogonias furnieri (Sciaenidae) ao longo das latitudes 23°S
e 33°S (sul e sudeste) da costa brasileira. Caracteristicas morfologicas e da dinamica
dos exemplares desta regido, sugeriam a presen¢a de um isolamento parcial entre as
populagdes. No entanto, os dados de isoenzimas revelaram um alto grau de
homogeneidade das freqiiéncias alélicas (Fy = 0,005), ndo corroborando com esta

hipotese.

2.10. Estudos das isoenzimas em populacdes do género Hypostomus

Estudos de isoenzimas em espécies de Hypostomus foram realizados
principalmente, em exemplares que vivem em rios e riachos da bacia do rio Parana,
contribuindo para a avaliacdo da variabilidade genética das populagdes,
identificagdo de novas espécies, distingdo entre as espécies ja descritas, bem como,
na inferéncia de relagdes filogenéticas das espécies que vivem nesta regido. Estes
dados sdao de grande importancia, visto que, a sistematica deste género para a bacia
do rio Parana representa um assunto muito complexo (Zawadzki et al., 2005),
devido, entre outros aspectos, a uma ampla variagao de caracteres como o nimero
de placas dérmicas, dentes e padrdo de coloracdo (Gosline, 1947 apud Zawadzki,
2001).

No ribeirdo Maringd, tributdrio do rio Pirapd, H. strigaticeps e duas
espécies ainda ndo descritas (Hypostomus sp. 1 e Hypostomus sp. 2) foram
diferenciadas por alelos distintos de trés locos enzimadticos: Acp-A, Gedh-A e
sMdhp-A (Paiva et al., 2005). Na bacia do rio Corumba, diferencas nas freqii€ncias
alélicas entre 10 morfotipos de Hypostomus foram encontradas (Zawadzki, 2001).
Enquanto, Paiva et al. (2001) separaram por diferencas alozimicas, quatro

morfotipos de Hypostomus (Hypostomus sp. 1, Hypostomus sp. 2, Hypostomus sp. 3
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e Hypostomus sp. 4) das espécies H. boulengeri, H. latifrons e H. regani coletados
no rio Manso (MT), afluente do rio Paraguai.

Uma andlise comparativa entre duas populacdes alopatricas de H.
margaritifer, uma do reservatorio de Itaipu e a outra do reservatorio de Corumba,
foi realizada através de 25 locos enzimdticos. O valor da identidade genética (0,988)
obtido a partir das freqiiéncias génicas e a auséncia de diferencas morfométricas
expressivas entre as populagdes, indicaram que elas eram realmente da mesma
espécie (Zawadzki et al., 2002).

A andlise da variabilidade genética de doze espécies de Hypostomus do
reservatério de Itaipu (Zawadzki et al., 2005), dez da bacia do rio Corumba
(Zawadzki, 2001), quatro do ribeirdo Keller (Zawadzki et al., 2004b), trés da bacia
do rio Iguagu (Zawadzki et al., 1999) e trés do ribeirdo Maringa (Paiva et al., 2005),
revelaram diferentes valores de heterozigosidade média (H.), os quais variaram de
0,000 em Hypostomus sp. 2, do ribeirdo Maringé a 0,146 em Hypostomus sp. 1, do
ribeirdo Keller.

Outros estudos que refletem a importancia e a aplicabilidade da eletroforese
de isoenzimas para a ampliagdo dos conhecimentos em relagdo a este género, ¢ a
analise do padrao de expressdo de 14 sistemas enzimaticos nos tecidos de coracao,
figado e musculo esquelético branco de H. aff. commersoni, H. derbyi e H. myersi
da bacia do rio Iguacu (Zawadzki et al., 2001). Além de um estudo sobre inferéncia
filogenética entre 15 espécies da subfamilia Hypostominae, do rio Parand, sendo 12

destas espécies pertencentes ao género Hypostomus (Zawadzki et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Rio Ivai - caracterizacao da area

Os espécimes de Hypostomus utilizados neste estudo foram coletados no rio
Ivai (Figura 1), préximo a ponte sobre este rio (23°40°S, 52°07°W), na rodovia PR
137, entre as cidades de Maringa e Campo Mourao (Parana - Brasil).
O rio Ivai possui uma bacia hidrografica com 35.845 km?, localizada inteiramente
no Estado do Parana. Recebe este nome apos a confluéncia do rio dos Patos com o
rio Sdo Jodo e percorre um total de 685 km até sua foz (Maack, 1981). O rio Ivai ¢

um afluente da margem esquerda do alto rio Parana e este, por sua vez, vai da

confluéncia dos rios Paranaiba e Grande até as antigas Sete Quedas, fazendo parte
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Figura 1 - Mapa hidrografico do Estado do Parana. O ponto de coleta no rio

Ivai esté indicado pela seta.

14



da segunda maior bacia hidrografica da América do Sul, a bacia do Prata (Paiva,
1982).

O aproveitamento hidrelétrico dos recursos hidricos desta bacia restringe-se
a pequenas instalacdoes, ndo havendo formacdo de reservatorios de acumulacao
(SUDERHSA, 1997). Entretanto, € prevista a constru¢ao de varios reservatorios ao
longo do canal principal do rio, para producdo de energia (SUDERHSA, 1998;
ANA e MMA, 2006; MT, 2006; SUREHMA e GTZ, 1992 apud Penckzak et al.,
1998). As centrais hidrelétricas a serem construidas seriam: Trés Figueiras (Km
149,2), Ivatuba (Km 248,5), Bela Vista do Ivai (Km 302,2), Sao Jodo do Ivai (Km
335,7), Ubatna (Km 360,8) e Salto Ariranha (Km 447,1), além de um reservatorio
na foz do rio Alonso (Foz do Alonso - Km 399,6) (SUDERHSA, 1998; MT, 2006).
Conforme SUDERHSA (1998), a constru¢do estaria prevista apds 2004, enquanto
SUREHMA e GTZ (1992 apud Penckzak et al., 1998) relatam ser proximo de 2015.

Esté4 previsto também a utilizacdo deste rio para a navegagao no trecho que
vai da sua foz até a cidade de Doutor Camargo, em um estirdo de aproximadamente

250 Km (ANA e MMA, 2006; MT, 2006).

3.2. Coleta e armazenagem

As coletas foram realizadas no periodo de maio de 2003 a maio de 2004 e
resultaram na captura de 62 exemplares, sendo vinte e um de Hypostomus sp. 1
(Figura 2), treze de H. albopunctatus (Figura 3), dezenove de H. hermanni (Figura
4) e nove de H. regani (Figura 5). Amostras de musculo e figado foram retiradas e
conservadas a baixa temperatura (-20°C) até a extracdo das enzimas. Os espécimes
testemunho foram depositados na cole¢cdao do Nupelia (Nucleo de Pesquisa em

Limnologia, Ictiologia e Aqiiicultura), da Universidade Estadual de Maringa.
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Figura 2 - Hypostomus sp. 1 (Comprimento padrao 135,46 mm).

Figura 3 - Hypostomus albopunctatus (Comprimento padrao 181,00 mm).

16



Figura 4 - Hypostomus hermanni (Comprimento padrao 192,63 mm).

Figura 5 - Hypostomus regani (Comprimento padrao 184,88 mm).
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3.3. Eletroforese em gel de amido

Os géis de amido foram preparados com amido de milho a uma
concentracdo de 15%, sobre placas de vidro horizontais, utilizando trés sistemas
tampao distintos: Tris-Borato-EDTA (TBE), pH 8,6 (Boyer et al., 1963), Tris-
Citrato (TC), pH 7,0 (Shaw e Prasad, 1970) e Tris-EDTA-Maleato (TEM), pH 7.4
(Murphy et al., 1996). Cada um especifico para os diferentes sistemas enzimaticos e
tecidos trabalhados (Quadro 1). Apds atingirem a temperatura ambiente, os géis
permaneceram sob refrigeragdo por aproximadamente 24 horas.

As amostras dos tecidos foram homogeneizadas com bastdo de plastico em
tubos de propileno (1,5 ml) com 2 gotas de tampao Tris-HCI 0,02 M, pH 7,5.
Devido a presenca de grande quantidade de gordura no figado, foi adicionado
tetracloreto de carbono (CCly) (Pausteur et al.,, 1988) na propor¢ao de 1:2
(tecido:CCly), para ocorrer a sua precipitagdo. Os tubos foram centrifugados a

25.000 rpm (44720 x g), com temperatura entre 1'C a 5C, durante 30 minutos.

Quadro 1 - Nome, niimero de Comissdo de Enzima (n° E.C.), tecido, tampdo e
estrutura quartendria (E.Q.) das enzimas analisadas em gel de amido e
poliacrilamida*; (F = figado; M = musculo; 1 = Tris-borato-EDTA; 2 = Tris-citrato;
3 = Tris-EDTA-maleato; 4 = Tris-HCI; 5 = Tris-Glicina)

Enzima (abreviacao) n’E.C. Tecido Tampées E.Q.
Alcool desidrogenase (ADH) 1.1.1.1 F 1 Dimérica
Aspartato aminotransferase (AAT) 2.6.1.1 F 3 Dimérica
Esterase (EST)* 3.1.1.1 F 4e5 Monomérica
Fosfatase acida (ACP) 3.1.3.2 F 2 Monomérica
Glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3PDH) 1.1.1.8 F 2 Dimérica
Glicose-1-desidrogenase - NAD+ (GCDH) 1.1.1.118 F 3 Dimérica
L-Lactato desidrogenase (LDH) 1.1.1.27 M 2 Tetramérica
Malato desidrogenase (MDH) 1.1.1.37 F 2 Dimérica
Superoxido dismutase (SOD) 1.15.1.1  F 1 Dimérica
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O extrato protéico (sobrenadante) foi aplicado no gel com pequenas tiras de
papel-filtro (4 mm x 8 mm) Whatman 3MM" embebidas com as amostras. Em
seguida, foi submetido a eletroforese horizontal continua, sob refrigeragcdo, durante
seis horas para os sistemas tampao TC, pH 7,0 e TBE, pH 8,6, e sete horas para o
tampao TEM, pH 7,4. A corrente elétrica nos géis, medido através de suas
extremidades com um multimetro, foi de aproximadamente 100V. Apds a corrida
eletroforética, o gel foi cortado horizontalmente em duas fatias, as quais foram
incubadas com solugdes histoquimicas especificas, necessarias para a revelacdao das
bandas de atividade enzimatica de cada sistema, preparadas segundo protocolo de

(Murphy et al., 1996).

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 ou de separacdo com concentragdo de 11% de Acrilamida-Bisacrilamida
e o gel de empilhamento ou concentrador a 3% (Quadro 2).

As amostras de figado foram preparadas conforme ja descrito no protocolo
para o gel de amido, porém o tampao utilizado para macerar foi o Tris-HCI 1,5 M,

pH 8,8 com 10% de glicerol, e centrifugadas por 20 minutos. Uma pequena aliquota

Quadro 2 - Componentes do gel de poliacrilamida

Componentes Gel de separacao Gel de empilhamento
Solugdo Acrilamida-Bisacrilamida 5,68 ml 3 ml

Tampao Tris-HC1 1,5 M pH 8,8 4 ml —

Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 6,8 — 3 ml

Agua Destilada 6,22 ml 30 ul

Persulfato de Amonia 320 pl 250 pl

TEMED (Tetrametilenodiamina) 16 ul 3ul
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do sobrenadante (10 ul) foi aplicada no gel, ja polimerizado, com o auxilio de uma
micropipeta e submetida a eletroforese em cuba vertical sob refrigeragdo, utilizando
o tampao Tris-Glicina na cuba (sistema de eletroforese descontinuo). Apds a
corridaeletroforética, o gel foi incubado em solucdo tampao fosfato 0,1 M, pH 6,2
por 30 minutos. Em seguida, foi adicionada a solugdo corante para revelar a enzima

esterase (Alfenas et al., 1991) e acondicionado em camara escura.

3.5. Analise das isoenzimas

Os nove sistemas enzimaticos analisados em gel de amido e poliacrilamida
estao descritos no Quadro 1. A nomenclatura das enzimas utilizadas foi a proposta
pela International Union of Biochemistry and Molecular Biology (1992). A
interpretacdo genetica dos zimogramas foi baseada na estrutura quartenaria das
enzimas segundo Ward et al. (1992). Os dados foram analisados no programa
Popgene 3.1 (Yeh, 1999). A variabilidade genética foi estimada pelo calculo da
heterozigosidade (H. e H,) de acordo com Nei (1978). Com os valores das
freqiliéncias alélicas a identidade (I) 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

O estudo das quatro populacdes de Hypostomus do rio Ivai, através de nove
sistemas enzimaticos (Quadro 1) permitiu a analise de 14 locos (Quadro 3), os quais
apresentaram um total de 40 alelos. Os padrdes de expressdo dos fenotipos foram
similares aqueles obtidos para Hypostomus por Zawadzki et al. (2001). As Figuras 6
e 7 mostram a representagao dos alelos mais freqiientes de cada enzima revelada em
gel de amido e poliacrilamida, respectivamente, para as populagdes analisadas.

Alguns locos diagndsticos, os quais apresentam alelos exclusivos com uma
alta freqiiéncia para uma determinada espécie, foram detectados entre as
populagdes: Adh-A e G3pdh-B para Hypostomus sp. 1, sAat-B e Gedh-A para H.
hermanni e Est-2 para H. albopunctatus. Um alelo do loco sAat-A que expressou
uma banda com migragdo catddica mais lenta para H. albopunctatus, também
separou esta espécie de H. regani.

O estudo de locos enzimaticos tem sido utilizado para descobrir ou
confirmar a existéncia de espécies duvidosas ou espécies cripticas entre morfotipos
simpatricos de varios organismos (Thorpe e Solé-Cava, 1994). No ribeirdao Keller,
foram coletados exemplares de H. hermanni e trés morfotipos de Hypostomus.
Entre os morfotipos, a andlise de 14 sistemas enzimaticos permitiu identificar trés
locos diagnoésticos para Hypostomus sp. 1 (Gdh-A, G6pdh-A e G6pdh-B), oito para
Hypostomus sp. 2 (sAta-B, G3pdh-A, G3pdh-B, Gpi-B, Ldh-A, Ldh-B, sMdh-B ¢
sMdhp-A) e um para Hypostomus sp. 3 (sMdh-A), distinguindo-os assim, em trés
espécies (Zawadzki et al., 2004b).

Variagdes nas freqliéncias alélicas entre os Hypostomus aqui analisados
também evidenciaram uma possivel diferenciacdo entre as populacdes. Em Est-2,
além do alelo d, que foi diagnostico para H. albopunctatus, o alelo mais freqiiente
de Hypostomus sp. 1 (c¢) e de H. hermanni (e), os quais foram exclusivos para cada
uma destas populagdes, permitiram diferenciar a maioria de seus exemplares da

espécie H. regani (alelo f). O mesmo caso também foi verificado para o loco
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Quadro 3 - Freqiiéncias al¢licas das quatro populagdes de Hypostomus do rio Ivai

Locos Alelos  Hypostomus Hypostomus Hypostomus Hypostomus
sp. 1 albopunctatus  hermanni regani

sAat-A a 0,285 1,000 0,026 —

b 0,714 — 0,736 1,000

c — — 0,210 —

d — — 0,026 —
sAat-B a 0,023 — — —

b 0,976 1,000 — 1,000

c — — 1,000 —
Acp-A a 0,047 — — —

b 0,952 1,000 1,000 1,000
Adh-A a — — 0,789 0,444

b 0,071 — — —

c 0,928 — — —

d — 1,000 0,210 0,555
Est-1 a 0,071 — 0,368 —

b 0,023 — — —

c 0,904 1,000 0,631 1,000
Est-2 a 0,119 — 0,052 —

b 0,071 — 0,105 —

c 0,809 — — —

d — 1,000 — —

e — — 0,631 —

f — — 0,052 1,000

g — — 0,157 —
Gcedh-A a 1,000 1,000 — 1,000

b — — 1,000 —
G3pdh-A «a 1,000 1,000 1,000 1,000
G3pdh-B  «a — — 0,947 0,666

b 1,000 — — —

c — 1,000 0,052 0,333
Ldh-A a — — 0,026 0,111

b 1,000 1,000 0,973 0,888
sMdh-A  a 0,928 1,000 1,000 1,000

b 0,071 — — —
mMdh-A  a — — 0,368 —

b 1,000 1,000 0,631 1,000
sMdh-B a 0,023 — — —

b 0,261 1,000 1,000 1,000

c 0,714 — — —
Sod-A a — — 0,210 —

b 1,000 1,000 0,789 1,000
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Figura 6 - Zimogramas dos sistemas enzimaticos analisados em gel de amido, com

seus respectivos alelos mais freqiientes.

1 = Hypostomus sp. 1; 2 = H.

albopunctatus; 3 = H. hermanni; 4 = H. regani.
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Figura 7 - Representacdo dos locos analisados da enzima esterase em gel de
poliacrilamida, com seus respectivos alelos mais freqlientes. 1 = Hypostomus sp. 1;
2 = H. albopunctatus; 3 = H. hermanni; 4 = H. regani.

sMdh- B (alelo ¢) de Hypostomus sp. 1. E com uma freqiiéncia um pouco menor
para os alelos: ¢ de sAat-A, g de Est-2, @ de mMdh-A e a de Sod-A dos exemplares
de H. hermanni. Levy e Cassano (1994) sugeriram que entre Cynoscion jamaicensis
e C. striatus, um alelo em comum para o loco MDH-2* (*100) e outro alelo com
freqiiéncia de 0.20, encontrado somente em C. jamaicensis (*75), indicariam um
processo de diferenciagdo que poderia tornar este loco em loco diagndstico.

Na populagdo de Hypostomus sp. 1, alguns alelos exclusivos foram
detectados em baixa freqiiéncia (Quadro 3) (sAat-B-a, Acp-A-a, Adh-A-b, Est-1-b,
sMdh-A-b, sMdh-B-a), a maioria em individuos heterozigotos. A baixa freqiiéncia
de alguns alelos exclusivos, somada ao fato de parte destes locos ndo estarem em
equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,05) nesta espécie, poderia caracterizar uma
populagdo que se encontra em processo de evolucdo, pois os alelos ainda nao
estariam fixos na populacao. Segundo Mayr (1977), novos genes sdo incorporados
em populacoes na condi¢do heterozigota, sendo que os homozigotos s6 passam a ser

freqlientes muito depois dos heterozigotos. Trés locos com este tipo de alelo foram
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encontrados para cada uma das seguintes especies: Hypostomus strigaticeps do
ribeirdo Maringa nos locos sAat-B-c¢ (0,029), sIcdh-A-a (0,058) e Pgm-A-c (0,029)
(Paiva et al., 2005), H. derbyi do rio Iguagu nos locos GDH-1*-A (0,036), GPI-2*-
C (0,071) e IDHP-1*-C (0,036) (Zawadzki et al., 1999) e Hypostomus sp. 3 do
ribeirdo Keller nos locos Gpi-B-a (0,031), mMdh-A-b (0,063) e sMdh-B-a (0,031)
(Zawadzki et al., 2004b).

Segundo Thorpe e Solé-Cava (1994), em populagdes simpatricas, variagdo
significante em qualquer loco, representa uma barreira ao fluxo génico e, no
minimo, isolamento reprodutivo parcial. Em organismos que tém reproducao sexual
por fecundacdo cruzada, esta variacdo indica que duas populagdes deveriam ser
consideradas como espécies diferentes.

Todos os locos, no presente estudo, apresentaram mais de um alelo em pelo
menos uma das populacdes, com excecdo do loco G3pdh-A, que apresentou o
mesmo alelo fixado em todas as amostras.

Em esterase, além dos dois locos analisados foram encontrados mais seis
locos, porém, nao foi possivel realizar uma interpretacdo adequada destas bandas,
pois algumas tiveram uma fraca resolu¢do ou sobreposicao de locos. Esta fraca
resolucdo pode ser devido a uma queda na atividade desta enzima, assim como
proposto por Revaldaves et al. (1997) em exemplares de Prochilodus lineatus.
Numero semelhante, ou proximo de locos em esterase do presente trabalho, foi
encontrado em outras espécies do género Hypostomus, nesta mesma bacia. No
reservatorio de Itaipu, H. fernetzi apresentou seis locos de esterase, enquanto H.
margaritifer, H. regani € H. microstomus tiveram oito locos (Paiva et al., 2003). Em
H. albopunctatus do rio Parand e H. aff. albopunctatus do rio Iguagu, seis locos
desta enzima foram estudados (Lapenta et al., 1999).

Em H. albopunctatus, nenhum dos locos analisados foi polimorfico
(Quadro 4). Um provavel processo de endogamia, devido aos seus habitos
sedentarios, poderia explicar a auséncia de heterozigotos para os locos dessa espécie
e, conseqlientemente, uma variabilidade genética com valor zero (H. = 0,000).
Zawadzki et al. (1999) encontraram o valor de 0,011 para H. derbyi ¢ 0,017 para H.

myersi do rio Iguagu e sugeriram que processos endogdmicos poderiam estar
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contribuindo para manutencdo dos baixos niveis de heterozigosidade nestas
espécies. Em Hypostomus sp. 2 do ribeirdo Maringd (Paiva et al., 2005) e
Neoplecostomus paranensis do ribeirdo Hortela (Zawadzki et al., 2004a)
pertencente a familia Loricariidae, também ocorreram somente locos em
homozigose, ou seja, H, igual a zero. Segundo os autores, a endogamia estaria
atuando nestas espécies, devido a um provavel isolamento por algumas barreiras
geograficas nestes pequenos tributarios.

Todavia, uma comparag¢do entre os valores da heterozigosidade média de 84
espécies de peixes tropicais, em relacdo a estratégias reprodutivas, mostrou que o
grupo das espécies nao migradoras, com cuidado parental, como ¢ o caso dos
Hypostomus, ou com fecudacao interna, tinham a menor média de heterozigosidade
(0.046). Em seguida, ficou a média para as espécies migradoras de longa distancia e
sem cuidado parental (0,064) e o grupo ndo migrador ¢ sem cuidado parental
apresentou a maior média de H. (0,081), indicando que o cuidado parental e a
fecundacdo interna estariam associados com baixos valores de heterozigosidade
(Machado, 2005). Segundo a autora, em espécies que apresentam estas duas
caracteristicas, acredita-se que sua alta taxa de sobrevivéncia permita uma

uniformidade genética, enquanto que em espécies sem cuidado parental, a maior

Quadro 4 - Numero de individuos analisados (N), nimero de locos polimorficos (P),
porcentagem de locos polimoérficos (P %), nimero de alelos por loco (K),
heterozigosidade média obtida (H,) e esperada (H.) das populagdes de Hypostomus
analisadas. Em parénteses esta o desvio padrao

Variaveis Hypostomus Hypostomus Hypostomus Hypostomus
sp. 1 albopunctatus  hermanni regani

N 21 13 19 9

P 8 0 8 3

P % 57,14 0,00 57,14 21,43

K 1,785 (0,801) 1,000 (0,000) 1,928 (1,206) 1,214 (0,425)
H, 0,051 (0,073) 0,000 (0,000) 0,172 (0,262) 0,031 (0,080)
H. 0,126 (0,158) 0,000 (0,000) 0,199 (0,224) 0,085 (0,183)
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possibilidade de sobrevivéncia seria daqueles individuos com gendtipos mais
diversificados.

Em H. albopunctatus (H. = 0,031) e H. microstomus (H. = 0,023) do
reservatorio de Itaipu (Zawadzki et al., 2005), a variabilidade genética foi um pouco
maior que aquela encontrada neste trabalho para H. albopunctatus. Porém, estes
valores ainda sdo baixos quando comparados com o valor da heterozigosidade
média (H, = 0,051) para 195 espécies de peixes de varias partes do mundo (Ward et
al., 1992), ou com o valor médio de H; (0,046) para 49 espécies de peixes de agua
doce (Ward et al., 1994).

Os valores de H, para H. regani (0,085), Hypostomus sp. 1 (0,126) e H.
hermanni (0,199) deste trabalho, ao contrario de H. albopunctatus, foram maiores
que as médias encontradas por Ward et al. (1992; 1994). Os valores de H, em H.
regani dos reservatorios de Corumba (Zawadzki, 2001) e Itaipu (Zawadzki et al.,
2005), também ficaram acima das médias de Ward et al. (1992; 1994), 0,056 ¢
0,098, respectivamente. Por estas populacdes de H. regani estarem localizadas em
bacias hidrograficas distintas, elas teriam sofrido diferentes taxas de evolugdo o que
poderia ter ocasionado as diferengas nos valores de heterozigosidade.

A heterozigosidade esperada de Hypostomus sp. 1 pode ser comparada com
aquelas obtidas por Zawadzki et al. (2005) para H. margaritifer (0,106) e
Hypostomus sp. 1 (0,107) do reservatorio de Itaipu, ou ainda, com Hypostomus sp. 1
(0,143) do ribeirdao Keller, um afluente do rio Ivai (Zawadzki et al., 2004b).
Entretanto nenhum destes resultados se aproxima da variabilidade genética relatada
para H. hermanni deste trabalho, o qual parece ser um dos maiores valores de H,
encontrado para uma espécie de Hypostomus. Em H. hermanni do ribeirdo Keller, o
valor da heterozigosidade média foi de apenas 0.068 (Zawadzki et al., 2004b). De
acordo com Ward et al. (1994), os valores estimados de heterozigosidade, média
esperada para 107 espécies de peixes, variaram entre zero e 0,05 para 54% das
espécies, de 0,05 a 0,10 para 30%, de 0,10 a 0,15 para 12% e superior a 0,15 para
somente 4% das espécies analisadas. No reservatorio de Corumba, Zawadzki (2001)
também verificou uma variagdo na heterozigosidade entre dez espécies de

Hypostomus analisadas, as quais variaram de 0,009 em Hypostomus sp. 2 a 0,099
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em Hypostomus sp. 5. Ele relata que os diferentes valores de H. encontrados
evidenciam uma falta de uniformidade nos padrdes de variabilidade genética entre
as espécies deste género.

Esta ampla variacao ¢ verificada também em estudos citogenéticos, em que
o numero cromossdmico das espécies deste género varia de 2n = 54 em H.
plecostomus (Muramoto et al., 1968 apud Artoni e Bertollo, 2001) a 2n = 84 em
Hypostomus sp. 2 (Cereali, 2006), além de apresentar alteragdes em suas formulas
cariotipicas.

Embora Hypostomus sp. 1 tenha apresentado alelos exclusivos € a mesma
porcentagem de locos polimorficos que H. hermanni, o indice mais alto de
variabilidade genética foi encontrado nesta Ultima espécie devido a um maior
numero de alelos por loco (1,928) (Quadro 4) como, por exemplo, nos locos Est-2 e
Sod-A.

As esterases, enzimas que hidrolisam ésteres de acido carboxilico, sao
freqiientemente polimorficas. Lapenta et al. (1999) em um estudo do padrao de
esterase em H. albopunctatus, como citado acima, verificaram trés formas alélicas
em EST-4 e duas em EST-2 e EST-3. Em Prochilodus lineatus, Est-1 apresentou
quatro alelos e Est-2 trés alelos (Revaldaves et al., 1997). Enquanto que neste
trabalho foi verificado no loco Est-2, cinco alelos em H. hermanni ¢ trés em
Hypostomus sp. 1. Contudo, casos de locos monomodficos para esterase sao
relatados na familia Loricariidae em Loricariichthys platymetopon e Loricariichthys
sp. das bacias do estado do Parand, e Loricariichthys anus de uma lagoa do Rio
Grande do Sul (Zawadzki et al., 2000), além de algumas espécies de peixes da bacia
Amazonica, como o tucunaré (Teixeira e Oliveira, 2002) e pirarucu (Teixeira,
2002). Monomorfismo foi encontrado também no loco Est-2 deste trabalho para H.
albopunctatus e H. regani, contrastando com Hypostomus sp. 1 € H. hermanni.

Ao contrario da esterase, a enzima superdxido dismutase ¢ raramente
polimorfica (Ward et al., 1992). Porém, na populacdo de H. hermanni, oito
exemplares foram heterozigotos para Sod-A. Em loricarideos, esta enzima ¢

geralmente monomorfica, caso de H. hermanni do ribeirao Keller (Zawadzki et al.,
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2004b). Ja em outras familias como a Anastomidae, trés alelos foram detectados
para o loco Sod-1 na espécie Leporinus lacustris (Peres e Renesto, 2005a).

De acordo com Ayala (1976), a existéncia de alelos multiplos reflete a
variabilidade hereditaria de uma populagdo e representa um pré-requisito para
mudancas evolutivas, pois, se todos os individuos fossem homozigotos para um
mesmo alelo de um determinado loco, ndo poderia ocorrer evolugdo neste loco até
que surgisse um novo alelo por mutagdo. Se ao contrario, existirem dois ou mais
alelos em uma populagdo, a freqiiéncia de um alelo pode aumentar as custas das dos
outros, como resultado da selecao natural ou de outros fatores evolutivos. Assim,
uma populagdo com quantidades consideraveis de variabilidade genética, pode se
proteger em relagdo a futuras mudangas do ambiente.

Vida (1994) relata que “o futuro da manuten¢do da diversidade de espécies
esta na diversidade genética das espécies. Em geral, quanto maior diversidade
genética for mantida, maior a adaptabilidade e, consequentemente, a probabilidade
de sobrevivéncia de uma espécie num ambiente inconstante”. Por isso, informagdes
referentes a variabilidade genética de uma espécie sdo essenciais na adocao de
medidas para sua conservacao, como no caso de alteragdes resultantes da formagao
de reservatorios.

Revaldaves et al. (1997), no estudo da variabilidade de subpopulagcdes de
Prochilodus lineatus da bacia do alto rio Parana, no trecho acima do reservatorio de
Itaipu, verificaram que o alto nivel de heterozigosidade (13%) e polimorfismo
contribuem para que esta area seja adequada para coleta de estoques fundadores
desta espécie.

Em tambaqui (Colossoma macropomum) da Amazdnia Central, foram
analisados os padrdes das enzimas esterases e superoxido dismutase para
complementar estudos de identificacao e delimitacao de “estoques naturais”. Pois a
implantacdo de técnicas de re-povoamento para manejo alternativo de sua pesca
poderia gerar uma mistura de exemplares de diferentes areas geograficas, ja que o
perfil genético dos peixes nativos era desconhecido (Teixeira e Oliveira, 2004).

Estudos sobre a ictiofauna da regido do reservatorio de Itaipu antes do

represamento registraram 113 espécies, sendo o género Hypostomus o mais
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coletado, com uma freqiiéncia de aproximadamente 40% (Itaipu Binacional, 1981).
Em levantamentos apds a formagao do reservatorio, 107 espécies foram coletadas
(Agostinho et al., 1992), porém a freqiiéncia deste género diminuiu drasticamente
para menos de 10%. Se um levantamento da variabilidade genética destes peixes
fosse realizado anteriormente para um plano de manejo, talvez eles ndo
apresentassem uma queda tdo drastica na sua abundancia. No rio Ivai, j& foram
coletadas 67 espécies de peixes (Penczak et al., 1998), dentre elas cinco sdo do
género Hypostomus (H. albopunctatus, H. derbyi, H. regani, Hypostomus sp. €
Hypostomus sp. b), no entanto, sua abundancia ndo ¢ tdo expressiva como no
reservatorio de Itaipu. Todavia, em coletas para realizacdo deste trabalho foram
encontradas além das espécies aqui analisadas, mais trés espécies (H. margaritifer,
H. aff. strigaticeps e Hypostomus sp. 3), porém ndo em numero suficiente para uma
analise adequada.

Assim, levando em consideragdo a possivel utilizacdo do rio Ivai para
producdo de energia, a partir da constru¢do de reservatdrios no canal principal
(SUDERHSA, 1998; ANA ¢ MMA, 2006; MT, 2006; SUREHMA e GTZ, 1992
apud Penckzak et al., 1998), revela-se de grande importancia o conhecimento da
quantidade e a distribuicdo dos tipos de variacdes e divergéncias genéticas
existentes nas populagdes de peixes a fim de melhor assegurar a preservagdao dos
seus recursos genéticos (Toledo-Filho et al., 1992), bem como, garantir o manejo
para manutencao da sua abundancia.

A partir das freqiiéncias génicas os valores de identidade (I) e distancia (D)
genética foram calculados (Quadro 5) e observou-se que as populagcdes mais
divergentes geneticamente foram Hypostomus sp. 1 € H. hermanni (D = 0,563). A
distancia genética de Nei (1978) estima o nimero médio de substituigdes de
nucleotideos por loco, detectaveis por eletroforese e acumuladas nas populagdes
desde que elas divergiram de um ancestral comum, ou seja, a substituigdo €
proporcional ao tempo evolutivo (Dobzhansky et al., 1977; Thorpe, 1982; Thorpe e
Solé-Cava, 1994). Desta forma, ¢ possivel dizer que a cada 1000 locos as
populagdes citadas diferem em 563 cddons, os quais provavelmente foram

substituidos apds a divergéncia de seu ancestral.
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Ao contrario da distancia, a identidade genética representa a propor¢do dos
produtos dos genes que nao sao diferenciados por procedimento eletroforético
(Dobzhansky et al., 1977) e seu valor varia de 0 a 1. Segundo Thorpe (1982), 85%
dos valores de I entre espécies do mesmo género excedem 0,35 e 97% dos valores
estdo abaixo de 0,85. Entre espécies de géneros diferentes este valor, em 77% dos
casos, ¢ menor que 0,35, enquanto que para populagdes da mesma espécie 98%
excede 0,85. Estes valores comparados com a similaridade entre Hypostomus sp. 1 e
H. hermanni (1 = 0,569), H. albopunctatus (1 = 0,711) e H. regani (1 = 0,768)
corroboram a distingdo entre este morfotipo e as trés espécies.

Um dendrograma calculado a partir da distdncia genética existente entre as
populagdes aqui estudadas esta representado na Figura 8. As populagdes de H.
albopunctatus e H. regani foram as mais similares (D = 0,218). Uma analise destas
mesmas espécies, coletadas no reservatorio de Itaipu (Zawadzki et al., 2005),
apresentou valores praticamente iguais de distdncia (D = 0,219) e identidade
genética (I = 0,803), apesar de um nimero maior de sistemas enzimaticos (14 -
AAT, ACP, ADH, GCPDH, GPI, G6PDH, G3PDH, ICDH, LDH, MDH, MDHP,
PER, PGM e SOD) e, conseqiientemente, de locos (25) terem sido estudados. Os
autores verificaram que as duas espécies foram agrupadas em um mesmo clado
(B2), assim como H. albopunctatus e H. regani do rio Ivai. Este fato reafirma a
colocacao de Thorpe e Solé-Cava (1994), de que existe uma clara relagdo entre

divergéncia taxondmica e distancia genética. Caso contrario, os dados de I e D entre

Quadro 5 - Valores da distincia (D) e identidade (I) genética de Nei (1978),
indicados respectivamente, abaixo e acima da linha diagonal, para as quatro
populagdes de Hypostomus do rio Ivai

Espécimes 1 2 3 4

1 - Hypostomus sp. 1 — 0,711 0,569 0,768
2 - H. albopunctatus 0,341 — 0,583 0,804
3 - H. hermanni 0,563 0,539 — 0,734
4 - H. regani 0,264 0,218 0,308 —
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Hypostomis sp. 1

Fypostomus albopunctatus

Hypostomiis regani

Hypostomus hermanii

Figura 8 - Dendrograma de UPGMA calculado a partir da distancia genética de Nei
(1978) entre as quatro populagdes de Hypostomus estudadas no rio Ivai.

estas populagdes poderiam apresentar valores discrepantes.

Contudo, Montoya-Burgos (2003) através de dados de regides de mtDNA
(D-loop) e ITS (Internal Transcribed Spacer), separou H. regani e H. albopunctatus
da bacia do rio Parand, em clado D3 e clado D4, respectivamente, embora a analise
tenha sido realizada com varias outras espécies o que pode influenciar nos
resultados. Isto evidencia a complexidade para obtencdo de dados sobre as relagdes
genéticas e consequentemente evolutivas, entre as espécies de Hypostomus.

Os dados deixam claro que diferengas significantes foram encontradas entre
0s quatro conjuntos génicos analisados, evidenciando um isolamento reprodutivo
entre eles e indicando que estas populagdes sintopicas do rio Ivai, sdo espécies

biologicas verdadeiras.
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5. CONCLUSOES

Os dados de isoenzimas indicam que o morfétipo Hypostomus sp. 1 do rio
Ivai, difere das espécies H. hermanni, H. albopunctatus e H. regani, ou seja,
representam unidades genéticas distintas, o que corresponde a um isolamento
reprodutivo das populagdes analisadas.

Os indices de variabilidade genética das quatro espécies sao diversificados,
assim como de populacdes deste género de outras localidades. Esta ampla variagdo

evidéncia a dificuldade de identificagdo e possiveis inferéncias filogenéticas deste

grupo.
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