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RESUMO

RUIZ, Henrique Bueno. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2012.
Variabilidade genética de trés espécies da familia Callichthyidae da bacia do
alto rio Parand, Brasil . Orientador. Erasmo Renesto. Coorientadora: Maria Claudia
Colla Ruvolo Takasusuki.

A variabilidade genética das espécies Callichthys callichthys, Corydoras aeneus e
Hoplosternum littorale foi estimada, utilizando a técnica de eletroforese em gel de
amido, a partir de trés populagcbes coletadas na bacia do rio Parana, sendo duas
coletadas no rio Xambre-PR (Callichthys callichthys, Corydoras aeneus) e uma no rio
Parand (Hoplosternum littorale). Dez sistemas enzimaticos foram analisados:
Aspartato aminotransferase (AAT; E.C. 2.6.1.1), Alcool desidrogenase (ADH; E.C.
1.1.1.1), Glicose-6-fosfato isomerase (GPIl; E.C. 5.3.1.9), Glicerol-3-fosfato
desidrogenase (G3PDH; E.C. 1.1.1.8), Isocitrato desidrogenase (IDH; E.C. 1.1.1.42),
L-Lactato desidrogenase (LDH; E.C. 1.1.1.27), Malato desidrogenase (MDH; E.C.
1.1.1.37), Malato desidrogenase NADP+ (ME; E.C. 1.1.1.40), Fosfoglicomutase
(PGM; E.C.5.4.2.2) e Peroxidase (PER; E.C. 5.4.2.2). Foram identificados 19 alelos
em H. littorale, distribuidos em 18 locos, dos quais apenas um foi polimorfico; em C.
callichthys, foram detectados 18 locos, com total de 25 alelos, sendo quatro
polimérficos; em C. aeneus, 19 locos foram detectados, com total de 28 alelos, dos
quais quatro apresentou-se polimérficos. A heterozigosidade média esperada foi
0,0119 na espécie H. littorale, 0,0505 em C. callichthys e 0,0578 em C. aeneus,
evidenciando uma baixa heterozigosidade em H. littorale. Os valores de distancia
genética mostraram que as espécies sao geneticamente diferentes, confirmando os

dados da sistematica tradicional.

Palavras-chave: Callichthyidae, aloenzimas, variabilidade genética,

heterozigosidade.



ABSTRACT

RUIZ, Henrique Bueno. M. Sc. State University of Maringa, February, 2012. Genetic
variability in three species of the family Callicht hyidae of the upper Parana
river, Brazil Advisor: Erasmo Renesto. Commitee Member: Maria Claudia Colla
Takasusuki Ruvolo.

The genetic variability of the species Callichthys callichthys, Corydoras aeneus and
Hoplosternum littorale was estimated using the techniqgue of starch gel
electrophoresis, from three populations collected in the Parana River basin, two
collected in the river Xambre-PR (Callichthys callichthys, Corydoras aeneus) and one
on the Parana River (Hoplosternum littorale). Ten enzyme systems were analyzed:
aspartate aminotransferase (AAT; EC 2.6.1.1), alcohol dehydrogenase (ADH, EC
1.1.1.1), glucose-6-phosphate isomerase (GPIl, EC 5.3.1.9), Glycerol-3-phosphate
dehydrogenase (G3PDH, EC 1.1.1.8), Isocitrate dehydrogenase (IDH, EC 1.1.1.42),
L-lactate dehydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27), malate dehydrogenase (MDH, EC
1.1.1.37), malate dehydrogenase NADP + (ME, EC 1.1.1.40), phosphoglucomutase
(PGM, EC5.4.2.2) and Peroxidase (PER, EC 5.4.2.2). We identified 19 alleles H.
littorale, over 18 loci, of which only one polymorphic, in C. callichthys, 18 loci were
detected, with total of 25 alleles, four polymorphic, in C. aeneus 19 loci were
detected, with total of 28 alleles, including four polymorphic. The average expected
heterozygosity was 0.0119 in the species H. littorale, 0.0505 in C. callichthys and
0.0578 in C. aeneus, demonstrating a low heterozygosity in H. littorale. The genetic
distances showed that species are genetically different, confirming the data of

traditional systematic.

Keywords: Callichthyidae, allozymes, genetic variability, heterozygosity.



1. INTRODUCAO

A ictiofauna da regido Neotropical (América do Sul e Central) € a mais
diversificada do planeta, respondendo por aproximadamente 6.000 das 13.000
espécies de peixes de agua doce. Destas, 4.475 ja foram descritas e estima-se que
provavelmente 1.550 ainda ndo o foram (Reis et al., 2003).

Os peixes desempenham papel fundamental enquanto componentes do
ecossistema, participando da ciclagem de nutrientes e do fluxo de energia, como
alimento basico para muitas aves e animais da regido. Em funcéo de sua expressiva
diversidade de espécies, a ictiofauna constitui um valioso banco genético,
estratégico para aplicacdes futuras (Vendel et al., 2005). A ictiofauna brasileira pode
ser divida em sete grupos principais: Characiformes (lambaris, dourados, curimatas,
etc.); Siluriformes, conhecidos como os peixes de couro ou de fundo (cascudos,
mandi, surubim, jau, bagres etc.); Cichlidae (acards, tucunarés etc.);
Cyprinodontiformes (barrigudinhos, guarus, etc.); invasores marinhos (grupo sem
valor sistematico, que reune raias, apapas, pescadas, linguados etc.) e relitos
(piramboia, pirarucu, peixe folha, aruand) (Bizerril e Primo, 2001).

A ordem Siluriformes compreende 36 familias, 478 géneros e 3.093
espécies, sendo uma das mais especiosas, diversificadas e amplamente distribuidas
dentre os peixes de agua doce. A familia Callichthyidae, uma das maiores entre 0s
Siluriformes neotropicais, € constituida por 194 espécies agrupadas em oito géneros
(Ferraris, 2007). Seus representantes possuem vasta distribuicdo geografica e este
fator, associado a escassez de estudos anatdmicos comparativos, dificulta hipéteses
de relacionamento filogenético, sugerindo a necessidades de novas revisdes
taxondémicas (Reis, 1998).

Segundo estudos baseados em caracteres morfoldégicos e moleculares,
Callichthyidae é considerada monofilética, compreendendo dois grupos naturais:
Corydoradinae (Aspidoras, Scleromystax e Corydoras) e Callichthyinae (Callichthys,
Dianema, Hoplosternum, Lepthoplosternum e Megalechis) (Reis, 1998; Britto, 2003;
Shimabukuro-Dias et al., 2004).

A ictiofauna da bacia do rio Parana é estimada em 600 espécies, (Laugiani,
2007), mas este niamero deve ser bem maior (Agostinho et al., 2007). Apesar de

muitas espécies ainda ndo estarem descritas, as alteracdes promovidas em
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ambientes aquaticos nas ultimas décadas vém ameacando a perpetuagcdo das
populacdes naturais. Para efetivar a sua conservacéo, o valor da ictiofauna precisa
ser rapidamente melhor apreciado em termos econdémicos, cientificos e ecologicos
(Agostinho et al., 2007).

A abundancia € uma das medidas do grau de adaptacdo da espécie ao seu
ambiente (Fisch-Muller, 2003) que, da mesma forma que a adaptabilidade
(capacidade de sobreviver e reproduzir em diferentes ambientes), esta intimamente
associada a variabilidade da espécie. De acordo com Vida (1994, p.10), “O futuro da
diversidade de espécies esta na diversidade genética das espécies. Quanto maior a
diversidade genética mantida maior sera a adaptabilidade, e, consequentemente, a
probabilidade de sobrevivéncia da espécie em um mundo inconstante”.

Varios trabalhos visando ao monitoramento e a conservacéo da variabilidade
genética das espécies de peixes que habitam a bacia do rio Parana ja foram
desenvolvidos, com curimba (Prochilodus lineatus), cascudos (Hypostomus e
Loricariichthys), Hemisorubin platyrhynchos, pintado (Pseudoplatystoma corruscans),
morenitas (Gymnotus), traira (Hoplias aff. Malabaricus) e com lambaris (Astyanax
altiparanae) e tucunaré (Cichla). Porém, devido ao grande numero de espécies de
peixes desta bacia, muitas espécies ainda ndo foram estudadas (Machado, 2005).

Na bacia do rio Parana, as espécies da familia Callichthyidae sé&o
consideradas importante fonte de alimentos para muitas espécies piscivoras
exploradas comercialmente. Devido a importancia ecoldgica, o conhecimento da
variabilidade genética € fundamental nas diretrizes de conservacéo.

O objetivo deste estudo foi estimar a variabilidade genética de trés espécies
da familia Callichthyidae (Hoplosternum littorale, Callichthys Callichthys e Corydoras
aeneus) em rios da bacia do rio Parand e compara-la a de outras espécies da
mesma bacia, procurando contribuir para um melhor entendimento da relagcéo entre

adaptacao e variabilidade genética.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ordem Siluriformes

A ordem Siluriformes é formada por 36 familias, com aproximadamente 478
géneros, englobando cerca de 3090 espécies (Ferraris, 2007), sendo a ordem mais
diversificada e bem distribuida. S&o popularmente conhecidos no Brasil com nomes
populares como bagres, cascudos, armados, mandis, jaus ou pintados.

As principais caracteristicas desse grupo sdo: corpo sem escamas,
revestidos por uma pele espessa, ou por placas 0sseas e barbilhdes ao redor da
boca, rudimentares ou desenvolvidos (Nakatani et al., 2001).

Na ordem Siluriformes, os peixes, em sua maioria, habitam ambientes de
agua doce, com excecdo de duas familias, Ariidae e Plotosidae, que compreendem
espécies marinhas. Os peixes da ordem Siluriformes parecem ser limitados em sua
distribuicdo pela temperatura, uma vez que a maioria habita as regides Tropicais e
Neotropicais e poucas sdo aquelas que alcancam o extremo sul da América do Sul
ou o extremo norte da América do Norte (Nelson, 2006). O Diplomystes, silurideo
considerado mais primitivo, o Unico a possuir maxilar dentado, ocorre no extremo sul
da América do Sul (Pinna, 1998). Além disso, as familias Pimelodidae, Pangasiidae,
Aspredinidae e Auchenipteridae incluem algumas espécies estuarinas, que podem,
ainda, apresentar certa tolerancia a ambientes marinhos (Pinna, 1998).

As espécies desta ordem apresentam habitos sedentarios e assumem desde
pequeno até grande porte, apresentam grandes dificuldades em superar cachoeiras
ou corredeiras que se impdem as suas raras migracdes. Sao facilmente encontrados
nos fundos dos rios, escondendo-se entres as pedras e vegetacgao (Bristski, 1981).

As atividades dos siluriformes sé&o predominantemente crepusculares ou
noturnas e os habitos alimentares também sdo muito variados, com espécies
herbivoras, planctéfagas, carnivoras e onivoras. Quando utilizam seus sentidos
quimicos (olfato e gustacdo), estes saem a captura de alimentos, constituidos
principalmente por vermes e insetos (Sterba, 1973). Além disso, ha espécies com
habitos alimentares extremamente particulares, como os representantes de duas
subfamilias de Trichomycteridae, os Vandellinae, que sdo hematéfagos, se
alimentam de sangue das branquias de outros peixes (Kelley e Atz, 1964; Machado



e Sazima, 1983) e os Stegophilinae, que séo lepidéfagos (comedores de escamas)
(Nelson, 1994, 2006).

A ordem Siluriformes € foco de muitos estudos, tais como 0s sistematicos,
taxondmicos e genéticos, pois contém uma ampla diversidade ecoldgica e evolutiva
(Burgess, 1989; Fink e Fink, 1981, 1996; Pinna, 1998; Arratia et al., 2003; Britto,
2003).

2.2. Familia Callichthyidae

A familia Callichthyidae, uma das maiores entre os Siluriformes neotropicais,
€ constituida por 194 espécies agrupadas em oito géneros (Ferraris, 2007). A
maioria das espécies desta familia habita habitats diferentes, como pequenos
riachos de aguas rapidas, pocas e locais pantanosos. Também podem sobreviver
em aguas com pouco oxigénio (Reis, 1998).

Muitas caracteristicas identificam a familia Callichthyidae, tais como: canal
sensorial da linha lateral, reduzido com uma a seis placas; canal sensorial do pré-
opérculo ndo conectado ao ramo pré-opercular; 0ssos infraorbitais expandidos,
como placas; segundo infra orbital com uma expanséo laminar interna, dando forma
a parede posterior da Orbita; pré-maxilar sem dentes; dentario com um processo
mediano para a insercao dos musculos intermandibulares; abertura lateral da bexiga
de gas parcialmente fechada por uma expansao oca (Reis, 1997; Brito, 2003).
Apresentam também duas séries longitudinais de placas em cada lado do corpo, que
lhes conferem uma armadura 6ssea. Devido a esta presenca, eles sdo chamados de
bagres blindados. Seu tamanho varia de 20 mm, nas pequenas espécies (género
Corydoras) até 160 mm de comprimento (espécies dos géneros Callichthys e
Hoplosternum) (Reis, 2003, Menezes et al., 2007).

Segundo estudos baseados em caracteres morfolégicos, a familia
Callichthyidae é formada por dois grupos naturais: Corydoradinae (Aspidoras,
Scleromystax e Corydoras) e Callichthyinae (Callichthys, Dianema, Hoplosternum,
Lepthoplosternum e Megalechis), (Reis, 1998; Britto, 2003; Shimabukuro-Dias et al.,
2004).

O género Hoplosternum compreende trés espécies: H. littorale, H.
magdalenae e H. punctatum, comumente conhecidos como tamboata, conseguem

viver em habitats pobres em oxigénio (Ferraris, 2007, Affonso, 2001). Estas espécies
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possuem alto valor comercial em paises como Guiana Francesa e Suriname (Luquet
et al., 1990).

No género Callichthys sao validas quatro espécies: C. callichthys, C.
fabricioi, C. aibaensis e C. serralabium. Portanto, com sua taxonomia confusa, s&o
geralmente identificados independentemente da localidade como C. callichthys
(Ferraris jr. 2007, Reis 1998).

Segundo Reis (1998), o género Corydoras é difundido na América do Sul,
compreendendo aproximadamente 142 espécies. Este género engloba cinco grupos
naturais de espécies, que apresentam semelhangas em sua estrutura genética,
(Oliveira et al., 1992) . Eventos vicariantes sdo mecanismos que ajudam a explicar a
diversidade interespecifica elevada neste grupo (Weitzman et al., 1988). As espécies
deste género sdo muito procuradas por aquaristas de todo o mundo, por

apresentarem cores e formatos diferentes.

2.3. Hoplosternum littorale (Hancock, 1828)

H. littorale é um peixe de médio porte, coberto por placas dérmicas e
conhecido popularmente no Brasil como tamoata, caborja, camboja. Sua distribuicdo
abrange varias drenagens cisandinas até a bacia do rio da Prata (Graca e Pavanelli,
2007). Vive em lagoas e canais, alimentando-se de insetos (Hahn et al, 1997) e
apresenta respiracdo acessOria que o torna apto a viver em areas pantanosas
pobres em oxigénio (Hostache e Mol, 1998).

Morfologicamente, H. littorale pode ser caracterizada por suas duas séries
de placas em cada lado do corpo na forma de ziguezague, além de possuir uma
boca pequena e terminal, projetada para frente, e um par de barbilhes em cada
ricto (Santos et al., 1984).

2.4. Callichthys callichthys (Linnaeus, 1758)

Os peixes da espécie Callichthys callichthys possuem o corpo alongado,
altura uniforme e coloracéo cinza escuro. As nadadeiras sdo escuras, com pintas
cinzas. Possuem dois pares de barbilhdes compridos, com comprimento total

maximo de 150 mm (Graca e Pavanelli, 2007).



A alimentacdo dos peixes da espécie Callichthys callichthys é baseada em
pequenos peixes, insetos e vegetais (Hahn, 2004). A espécie Callichthys callichthys
€ encontrada em pequenos riachos de aguas rapidas e oxigenadas e até rios de
grande porte, incluindo pocas e locais pantanosos, onde o oxigénio pode estar
totalmente ou parcialmente ausente (Reis, 1998). Sua distribuicdo vai de varias
drenagens cisandinas até o norte de Buenos Aires (Graca e Pavanelli, 2007).

2.5. Corydoras aeneus (Gill, 1858)

Corydoras aeneus tem o corpo alto e contém uma grande mancha escura
regular, de cor cinza-escuro, dorsalmente, e amarelo, ventralmente. As nadadeiras
Sao escuras, sem pintas e o comprimento maximo pode chegar a 52 mm (Graca e
Pavanelli, 2007). Encontrada em riachos, lagoas e canais, Corydoras aeneus
alimenta-se de larvas de insetos e algas (Hahn, 2004) e sua distribuicéo vai da bacia
de rios da Coldombia até o rio da Prata (Graga e Pavanelli, 2007).

2.6. Eletroforese de isoenzimas

As isoenzimas, ou isozimas foram definidas por Markert e Moller (1959)
como formas mudltiplas de uma mesma enzima que ocorre em um mMmesmo
organismo, com afinidade sobre um mesmo substrato. O termo izoenzima define um
grupo de inumeras formas moleculares da mesma enzima que ocorre em uma
espécie, como resultado da presenca de mais de um gene codificando cada uma
das enzimas (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Por outro lado, o termo alozimas é
empregado para apresentar isoenzimas por diferentes alelos de um mesmo loco
(Prakash et al., 1969). A explicacdo do principio basico de variagdo para o0s
polimorfismos de isoenzimas é simples: as proteinas sdo cadeias de aminoacidos
gue refletem a expressao de um gene ativo no DNA (Torres et al., 2004).

A substituicdo de um aminoacido numa molécula de proteina pode alterar
sua carga elétrica ou causar mudancas na sua conformacéo e, ainda, alterar a taxa
de migracdo. Algumas das mutacbes em regibes do DNA que codificam uma
determinada enzima se expressardo como moléculas de enzima, diferindo em sua
mobilidade eletroforética (Shields et al., 1983; Thorpe e Solé-Cava, 1994). Pode

ocorrer também a subestimativa da variabilidade genética, uma vez que nem toda



mutacdo do DNA altera a estrutura protéica correspondente e nem toda substituicao
de aminoacidos altera a mobilidade eletroforética da enzima (Torres et al., 2004).

A eletroforese visa a separacdo de moléculas em funcdo de suas cargas
elétricas, de seus pesos moleculares e de suas conformacdes, em suportes porosos
e tampdes apropriados, sob a influéncia de um campo elétrico continuo (Alfenas,
2006). Estes suportes porosos sao 0s géis que funcionam como um meio por onde
as isoenzimas precisam passar, podendo ser de amido hidrolisado (Smithies, 1955),
acetato de celulose ou de poliacrilamida. Posteriormente, enzimas escolhidas ou
outras proteinas sdo coradas por solu¢des especificas em métodos histoquimicos
(Hunter e Markert, 1957; Shaw e Prasad, 1970; Harris e Hopkinson, 1978;
Richardson et al., 1986).

E importante conhecer os quatro niveis de estrutura protéica: primaria,
secundaria, terciaria e quartenaria, a fim de compreender a origem dos padrdes de
bandas evidenciados como produto da eletroforese de isoenzimas. Essa
estruturacdo é fundamental para o funcionamento das enzimas, pois proporciona o
surgimento de cavidades denominadas de “sitios ativos”, nos quais se ligaréo
substratos especificos para efetuar reacdes pertinentes ao funcionamento do
organismo (Reis, 2006).

Os estudos usando a eletroforese de proteinas sado vantajosos em relacao
ao uso de outros marcadores porque, ao trabalhar com moléculas de origem
genética conhecida, as inferéncias séo obtidas a partir de alelos ou genes situados
em diferentes locos, de modo que, em quase todos 0s casos, a estrutura molecular é
determinada e provavelmente livre de modificagbes ambientais. Portanto, entre
populacdes relacionadas ou espécies, as diferencas na estrutura de proteinas
provavelmente sejam genéticas (Thorpe e Solé-Cava, 1994).

A natureza invariavelmente codominante das isoenzimas constitui outra
vantagem dessa técnica. Isto significa que os heterozigotos tém fendtipos diferentes
dos homozigotos (Richardson et al., 1986; Murphy et al., 1990), podendo, assim, ser
feita a discriminacdo dos individuos. A identificacdo dos homozigotos e
heterozigotos torna o célculo das freqiéncias génicas muito simples, sendo tais
frequéncias utilizadas para a comparacdo das populacdes (Thorpe e Solé-Cava,
1994; Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O uso da eletroforese € eficaz porque permite analisar um grande namero de

individuos, com um custo relativamente baixo. As condi¢cdes de voltagem aplicadas
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ao gel e o tempo de corrida variam de acordo com o tampao utilizado e a quantidade
de amostra deve ser suficiente para que a reagdo enzima-substrato possa ser
detectada por técnicas citoquimicas (Torres et al., 2004).

As variacOes protéicas sdo de grande importancia nos estudos genéticos
como indicadores dos niveis de polimorfismo e relacionamento filogenético, bem
como na identificacdo de racas, espécies e populacdes, representando, desse
modo, uma valiosa ferramenta para estudos evolutivos e taxonémicos. Além disso, a
diversidade alélica varia grandemente de loco para loco, sendo grande a
variabilidade isoenzimética em organismos dipldides (Kesseli e Michelmore, 1986;
Falcdo e Contel, 1991). Cavalli-Molina (1984) destaca que numerosos estudos de
locos enzimaticos mostram a existéncia de niveis significativos da variacdo génica
intrapopulacional em uma mesma espécie, além de uma diferenciacdo consideravel
entre espécies no grau de heterogeneidade isoenzimatica interpopulacional.

O papel das isoenzimas como marcadores genéticos possui, portanto, valor
indiscutivel para as diversas areas basicas de pesquisa genética e apresentam
potencial enorme para serem utilizadas juntamente com marcadores moleculares,
monitorando 0 mapeamento de caracteristicas quantitativas (Zawadzki et al., 2005).

A eletroforese de isozimas vem sendo utilizada nas ultimas décadas para
estimar os niveis de variabilidade genética e o fluxo génico em populac¢des naturais,
no estudo da dispersdo de espécies, analise de filogenias e hibridizacdo natural,
bem como no melhoramento de plantas (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Murphy et al.
(1996) citam outras aplicacfes: avaliagcdo de paternidade e limites de espécies
(aplicagbes intraespecificas), estudo de processos de  especiacao,
paleobiogeografia, taxas de evolucdo e origem de plantas polipléides (aplicacbes
interespecificas). No entanto, a aplicacdo dessa técnica ao estudo de populacbes
naturais de peixes s6 se expandiu a partir da década de 1970 (Utter, 1991). Durante
as décadas de 1970 e 1980, a técnica da eletroforese de enzimas foi amplamente
empregada no estudo de populacdes naturais de peixes nos paises do hemisfério
norte e na Australia.

Os estudos aloenziméaticos em espécies da familia Callichthyidae ainda néo
foram realizados, mas outros estudos com peixes da mesma ordem (Siluriformes) ja
foram desenvolvidos.

Paiva et al. (2005) pesquisaram a variabilidade genética de trés populacdes

da familia Loricariidae, coletadas no ribeirdo Maringad, no municipio de Maringa —
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PR., onde foram analisados um total de 14 sistemas isoenzimaticos, 25 locos e 52
alelos.

Analisando 15 espécies de loricariideos, Zawadzki et al. (2005) encontraram
valores de heterozigosidade esperada bastante divergentes. Dentre estes, o0 menor
foi de 0,019 para Megalancistrus parananus e o maior de 0,107 para Hypostomus
sp. 1. Dentre todas as espécies analisadas neste trabalho, oito delas tiveram valores
de He abaixo da média estabelecida por Ward et al. (1992) para peixes de agua-
doce (He = 0,051).

Philippsen et al. (2009) estimaram a variabilidade genética de quatro
populacdes de Neoplecostumus yapo coletadas em diferentes regides da bacia do
rio Paranapanema, norte do estado do Parana. Neste estudo, duas das populacbes
analisadas apresentaram He = 0,0195 e 0,0179, respectivamente, muito inferiores a
média das espécies de peixes (0,051), apresentando, portanto, uma baixa
variabilidade genética.

Em outro trabalho, Zawadzki et al. (2000), trabalhando com trés espécies de
Loricariichthys, encontraram 14,3% de locos polimoérficos para as trés espécies, com
heterozigosidade esperada (He) variando de 0,023 a 0,050. Um total de 11 locos
diagnésticos foi identificado, sendo, com cada espécie possuindo mais de um loco
diagnéstico.

Lassala e Renesto (2007), analisando a heterozigosidade de 85 espécies de
peixes tropicais, em relacdo a estratégias reprodutivas, evidenciaram que 0 grupo
das espécies ndo migradoras, com cuidado parental, com fecundagdo interna,

apresentaram menor média de heterozigozidade.

2.7. Variabilidade genética de popula¢des naturais

Variabilidade genética pode ser entendida como a diversidade de alelos nos
varios locos de uma determinada espécie (Solé-Cava, 2001). O componente
genético da biodiversidade é fundamental, pois € a variacdo genética que fornece o
material bésico para a selecdo natural e, portanto, para a evolugdo da espécie
(Allcock et al., 1995).

A variabilidade genética também pode ser usada como instrumento de
investigacdo por ecologos e sistematas para verificar afinidades e limites entre as

espécies, detectar modos de reproducdo e estrutura familiar, estimar niveis de
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migracdo e dispersao nas populacbes (Avise, 1994). Esta variabilidade pode ser
guantificada por meio das frequéncias génicas obtidas com a andlise de isoenzimas.
Pode-se considerar que os locos analisados representam uma amostra aleatoria do
genoma e, dessa maneira, seria representativa da populacéo (Solferini, 2001).

As populac¢des naturais, normalmente, tém altos niveis de variacdo genética
(Nevo, 1978; Solé-Cava e Thorpe, 1991). Em peixes, essa variabilidade pode ser
explicada, segundo Kirpichnikov (1981), pelo fato dos peixes representarem um
grupo de animais primitivos altamente heterogéneos, submetido a processos
evolutivos em diferentes dire¢des. Ja para Bush et al. (1977) e Lande (1979), a alta
variabilidade esta relacionada ao padrédo de distribuicdo geogréfica, uma vez que o
isolamento das bacias hidrograficas favorecem o processo de especiacdo com a
consequente formacao de populacdes alopatricas.

A variacdo € introduzida continuamente nas popula¢cées por mutacdo ou
migracdo de individuos de outras populacfes e é perdida por deriva genética, por
endocruzamento e, no caso de genes nao neutros, pela maior parte dos tipos de
selecdo natural (Nei, 1987). Por isso, populacbes naturais de peixes, estando
isoladas em funcéo da existéncia de acidentes geograficos, acumulam polimorfismos
e divergéncias genéticas proporcionais a intensidade e ao tempo de isolamento.

A variabilidade genética é o legado evolutivo de uma espécie. Por isso,
conhecimento e a manutencdo da integridade genética de subunidades
populacionais ou populacdes locais sdo aspectos fundamentais em programas de
preservacdo e manejo da espécie. Porém, a perda da biodiversidade em ambientes
aguaticos esta entre os mais sérios problemas enfrentados pelos paises ao redor do
mundo (Moyle e Leidy, 1992).

A conservacao genética de populacdes naturais e de recursos geneéticos visa
fornecer as bases para as decisdes racionais concernentes a conservacao da
biodiversidade (Barker, 1994). Para isso, € de fundamental importancia
investimentos em conhecimento genético das espécies, nas areas de taxonomia e
filogenia. Pesquisas em genética de popula¢cdes naturais de peixes tém contribuido
muito para elucidacdo de questBes relativas a estruturacdo de populacdes de
diversas espécies, de sua origem e caracteristicas peculiares, tais como sucesso
reprodutivo, taxas de divergéncias genéticas entre populacdes, migracao, tamanho
da populacéo, selecdo natural e eventos historicos (Parker et al., 1998; Sunnucks,
2000).
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2.8. Genética da conservacao

Um numero muito grande de espécies encontra-se atualmente em processo
de extincdo (ou ja se extinguiu) por fatores antropicos. Em resposta, 0s cientistas
tém tentando reverter este quadro com pesquisas que envolvem fatores ecoldgicos e
genéticos das espécies, aplicando novas técnicas moleculares, possibilitando a
andlise genética de espécies ameacadas. Estas andlises tém sido amplamente
aplicadas em pesquisas de conservacéao (Hedrick, 2001).

A genética da conservacao foi criada ha cerca de 30 anos e 0s primeiros
livros sobre o assunto foram publicados no inicio da década de 80 (Solé-Cava,
2001). Naquela época, a aplicabilidade da genética da conservacdo resumia-se ao
estudo da variabilidade genética de populacdes naturais e a extrapolacdo desses
dados para o céalculo do tamanho efetivo das populacdes ameacadas ou que haviam
sofrido estrangulamentos populacionais (Soulé, 1980).

Historicamente, a eliminacdo de endocruzamentos e a manutencdo da
variacdo genética constituem os dois principais pontos da genética da conservacgao
(Loescheke et al.,, 1994). Contudo, com o0 avanco das técnicas de pesquisas
moleculares e com o maior entendimento entre conservacionistas e geneticistas, a
genética da conservagdo passou a ser uma ciéncia extremamente util para resolver
problemas de conservacgdo (Solé-Cava, 2001). Hoje, a genética vem sendo aplicada
para a conservacao de inimeras espécies, dos mais diferentes grupos taxonémicos
(Hedrick, 2001; Frankham et al., 2004).

A genética da conservacao tem sido muito utilizada para os peixes. Habitats
com areas extremamente degradadas, pesca predatoria, introdugdo de espécies
exdticas sdo apenas alguns fatores que tornaram muitos grupos de peixes
ameacados de extincao (Vrijenhoek, 1998). Desta forma, esta disciplina pode ser
aplicada para resolver problemas taxondmicos, para entender sistemas de
cruzamento naturais e fatores que contribuem para o sucesso reprodutivo (fitness),
para detectar variacdes intra e interpopulacionais, no manejo do fluxo génico e, por
altimo, em programas de melhoramento (Vrijenhoek, 1998).

Podemos considerar trés tipos de variacbes genéticas que podem ser
aplicadas a conservacao: neutras, deletérias e adaptativas. Segundo Hedrick (2001),
as variacbes neutras sdo aquelas em que a presenca nédo interferira nas taxas

evolutivas da espécie. As variacOes deletérias podem prejudicar a populacdo quanto
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a sua capacidade de adaptagdo. J& as adaptativas aumentam as taxas evolutivas ou
0 sucesso reprodutivo da espécie. As variagfes deletérias sdo extremamente
prejudiciais quando existe 0 endocruzamento, pois este pode aumentar a frequéncia
de homozigotos para alelos deletérios.

Em populagbes em vias de extingdo, a redugdo do numero de individuos
leva a perda de variabilidade. Mesmo que a populacdo volte a crescer, a
variabilidade genética pode permanecer pequena, ou ser recuperada muito
lentamente (Solé-Cava, 2001). Assim, a reducdo de 10% do tamanho de uma
populacdo pode levar a reducdo de 10 a 25% da variabilidade genética desta
populacdo (Franklin e Franham, 1998). Popula¢c6es com baixo numero de individuos
e com baixa variabilidade freqientemente se extinguem, sendo necessario que a
conservacdo se volte a manutencdo da heterozigosidade e a diminuicdo de
endocruzamentos. Em programas de conservacao, a mitigacéo dos efeitos de deriva
e endocruzamento, por meio de mecanismos que favorecam a expansdo do
tamanho efetivo populacional, caracterizam-se como boas medidas para diminuir os
riscos de extingcao desta espécie (Solé-Cava, 2001).

O estudo das estruturas populacionais por meio de técnicas moleculares
talvez seja a parte mais importante da genética da conservacédo e tem sido util tanto
no estudo de populacdes exploradas comercialmente (abundantes, mas com riscos
populacionais devido a superexploragcdo), como nas espeécies ja ameacadas de

extincdo (Sole-Cava, 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de coleta

Os espécimes da familia Callichthyidae utilizados neste estudo foram
coletadas na bacia do rio Parand. Os espécimes de Hoplosternum littorale
foram capturados no rio Parana (Figura 1), a 23°21'21,35” de latitude sul e a
53° 44’ 54, 63"de longitude oeste, a 232 metros de altitude, no municipio de

Icaraima, estado do Parana.

& iF (g = T o

Figura 1 - Mapa hidrografico do estado do Parana. O ponto de coleta no rio Parana
esta indicado pela seta.

As espécies Callichthys callichthys e Corydoras aeneus foram capturadas no
rio Xambré, a 23°, 45'21,37” de latitude sul e a 53° 28’ 02” 80 de longitude oeste, a
290 metros de altitude, no municipio de Xambré, estado do Parana.
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Figura 2 - Mapa hidrografico do estado do Parana. O ponto de coleta no rio Xambré
esta indicado pela seta.

3.2. Coleta e armazenagem

As coletas foram realizadas no periodo de maio de 2011 a agosto de
2011 e resultaram na captura de 105 exemplares, sendo 54 de Hoplosternum
littorale (Figura 3), 25 de Callichthys callichthys (Figura 4), 26 de Corydoras
aeneus (Figura 5). Amostras de musculo e figado (apenas de H. littorale)
foram retiradas e conservadas em baixa temperatura (-20°C), até a extracéo

das enzimas.

Figura 3 — Hoplosternum littorale (comprimento padrdo 13,34 cm). Exemplar nao
catalogado.
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Figura 4 — Callichthys callichthys (comprimento padrdao 12 cm). Exemplar néao
catalogado.

Figura 5 — Corydoras aeneus (comprimento padrdo 4,4 cm). Exemplar néo
catalogado.

3.3. Eletroforese em gel de amido

As amostras dos tecidos (musculo branco) foram homogeneizadas com
bastdo de vidros em tubos de propileno (1,5 ml), com 100 pL gotas de tamp&o Tris-
HCI 0,02 M, pH 7,5. O extrato protéico foi aplicado no gel de amido de milho
(penetrose 50) a 15% (Val et al., 1981) 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 refrigeragdo. Duas solu¢des tampéo foram
utilizadas: Tris 0,135M/Acido citrico 0,043M, pH 7,0 (TC), diluido 15 vezes na
preparacdo do gel; e Tris 0,18M/Acido bdrico 0,1M/EDTA 0,004M, pH 8,6 (TBE),
diluido quatro vezes na preparacao 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 solucdes
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histoquimicas especificas, necessérias para a revelagcdo das bandas de atividade
enzimatica de cada sistema, preparadas segundo protocolo de Murphy et al. (1996).

3.4. Analise das isoenzimas

Os 10 sistemas enzimaticos analisados em gel de amido estdo descritos no
Quadro 1. A nomenclatura das enzimas utilizadas foi a proposta pela International
Union of Biochemistry and Molecular Biology (1992). A interpretacdo genética 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 (He € Hy), de
acordo com Nei (1978). Com os valores das frequiéncias 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 10 sistemas
enzimaticos (Quadro 1) de 105 individuos de trés espécies de peixes da familia
Callichthyidae, sendo 54 individuos da espécie Hoplosternum littorale, 25 individuos
da espécie Callichthys callichthys e 26 individuos da espécie Corydora aeneus, nas
guais foram detectados 19 locos (Quadro 2) e um total de 54 alelos.

Foram detectados 19 alelos em H. littorale, distribuidos em 18 locos, sendo
apenas um polimérfico (Gpi-1); em C. callichthys foram detectados 18 locos, com
total de 25 alelos em C. aeneus 19 locos, com total de 28 alelos. Nestas duas

espécies, quatro locos foram polimérficos.

Quadro 1 - Nome, codigo internacional de enzima (n° E.C.), tecido, tampdo e
estrutura quartenaria (E.Q.) das enzimas analisadas em gel de amido; (M = musculo;
1 = Tris-borato-EDTA; 2 = Tris-citrato)

Enzima (abreviacao) n° E.C. Tecido Tampdes E. Q.
Aspartato aminotransferase (AAT) 2.6.1.1 M 1 Dimérica
Alcool desidrogenase (ADH) 1.1.1.1 M 2 Dimérica
Glicerol-3-fosfato (G3PDH) 1.1.1.8 M 1 Dimérica
Glucose fosfato isomerase (GPI) 5.3.1.9 M 2 Dimérica
Isocitrato desidrogenase (IDH) 1.1.1.41 M 2 Dimérica
L-Lactato desidrogenase (LDH) 1.1.1.27 M 2 Tetramérica
Malato desidrogenase (MDH) 1.1.1.37 M 2 Dimérica
Enzima malica (ME) 1.1.1.40 M 1 Tetramérica
Peroxidase (PER) 1.11.1.7 M 1 Tetramérica
Fosfoglicomutase (PGM) 5.4.2.2 M 1 Monomeérica

O Quadro 2 mostra as frequéncias alélicas de cada loco de cada espécie. A
enzima Aspartato aminotransferase (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 trés espécies, com alelos diferentes em cada uma. No
loco Aat-2, foram identificados quatro alelos para a espécie C. callichthys, em
equilibrio Hardy-Weinberg e trés para C. aeneus, mas ndo em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Em outras espécies de peixes da ordem Siluriformes, a enzima ATT
expressou um loco (Zawadzki et al.,, 2000; Zawadzki et al., 2004a), dois locos
(Zawadzki et al., 2004b; Paiva et al., 2005), e trés locos (Zawadzki, 1996; Zawadzki
et al., 1999).
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A enzima ADH foi expressa com apenas um loco monomorfico para todas as
espécies. Em outras familias de peixes, ADH mostrou também apenas um loco
génico (Revaldaves et al. 1997; Renesto et al. 2001; Peres et al., 2002). Analisando
15 espécies de peixes da familia Loricariidae, Zawadzki et al. (2005) encontraram
variagao em oito delas e um total de cinco alelos para o mesmo loco, evidenciando
que a enzima ADH costuma apresentar variacao.

No sistema enzimatico G3PDH, a enzima apresentou-se codificada por dois
locos G3pdh-1 e G3pdh-2, sendo que o unico loco polimérfico foi expresso em C.
callichthys com dois alelos. Em outras espécies de Loricariidae, esta enzima tem se
apresentado com dois locos monomorficos (Zawadzki et al., 1999; Zawadzki et al.,
20044a; Paiva et al., 2005).

Dois locos para a enzima GPI foram detectados: Gpi-B, monomorfico em C.
callichthys e polimorficos em C. aeneus e H. littorale; e Gpi-A, monomorfico em H.
littorale e polimorfico em C. aeneus e C. callichthys. Os locos estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg, com excecdo de Gpi-B em C. aeneus. Este loco pode ndo estar em
equilibrio devido a fatores diferenciados, como endocruzamento, selecdo natural,
deriva genética, podendo levar uma espécie a ndo se encontrar em equilibrio de
Hardy-Weinberg para um determinado loco (Nei, 1987).

A enzima IDH apresentou para todos os individuos uma Unica banda
monomorfica. O trabalho desenvolvido por Limeira et al. (2009), estudando duas
populacdes de Rineloricaria pentamaculata, apresentou o0s mesmos resultados com
uma Unica banda, evidenciando homozigose em todos os individuos. Zawadzki et al.
(2004b), estudando espécies de Hyspostomus do ribeirdo Keller, encontram dois
locos para IDH e variacdo em apenas uma especie.

Dois locos foram observados para LDH: Ldh-A e Ldh-B. Todos os individuos
mostraram locos em homozigose. Em outras familias estudas, a variagéo também foi
pequena. Zawadzki et al. (2005) encontraram variagdo em apenas trés espécies,
das 15 estudadas, para um dos locos de LDH e em duas para outro.

A enzima MDH expressou trés locos e todos se mostraram monomaorficos
nas trés espécies. O mesmo foi obtido no trabalho de Limeira et al. (2009), no qual
foi encontrado trés locos para esta enzima. No loco Mdh-A, as trés espécies
expressaram o mesmo alelo, enquanto no loco Mdh-B os alelos sdo diferentes.
Outros autores também constataram a presenca de trés locos para esta enzima em

peixes da familia Loricariidae (Paiva et al., 2005; Zawadzki et al., 2005; Paiva 2006).
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Dois locos para a enzima ME foram encontrados, denominados de Me-1 e
Me-2, 0s quais ndo apresentaram variagdo. O mesmo padrao foi encontrado em
Loricariichtys platymetopon, por Machado (2005), e em Hypostomus, por Paiva et al.
(2005).

Para a izoenzima PGM, foram encontrados dois locos: Pgm-1, que se
expressa nas trés espécies, e Pgm-2, que se expressa somente em C. aeneus. O
loco Pgm-1 apresentou polimorfismo nas espécies C. callichthys e C. aeneus, com
dois alelos em equilibrio de Hardy-Weinberg. O loco Pgm-2, expresso somente em
uma das espécies, foi monomorfico. Trabalhando com duas espécies do género
Neoplecostomus, Reusing et al. (2009) detectaram um loco para enzima PGM. Ito et
al. (2009) e Limeira et al. (2009) também encontraram apenas um loco para esta
enzima, porém sem variacao.

O sistema enziméatico PER apresentou duas bandas, interpretadas como
Per-1 e Per-2, ndo apresentando polimorfismo em nenhum dos locos. Phillipsen et
al. (2009) e Reusing et al. (2009) encontraram os mesmos resultados trabalhando
com espécies de Neoplecostomus, da familia Loricariidae. Renesto et al. (2006),
trabalhando com populacdes de Hypostomus, observaram trés locos para esta

enzima, sendo todos monomorficos.

Quadro 2 - Frequéncias alélicas das trés espécies da familia Callichthyidae da bacia
do alto rio Parana

Locos Alelos Hoplosternum Callichthys Corydoras
littorale callichthys aeneus
Aat-1 a -- 1,0000 --
b 1,0000 -- --
c -- -- 1,0000
Aat-2 a -- 0,1000 --
b -- 0,7800 0,0385
c 1,0000 0,1000 0,0385
Adh d -- 0,0200 0,9231
a - - 1,0000
b 1,0000 1,0000 --
Gpdh-1 a -- -- 1,0000
b 1,0000 1,0000 --
Gpdh-2 a - - 1,0000
b 1,0000 0,9400 --
c -- 0,0600 --
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Quadro 2, cont...

a -- -- 0,1429
Gpi-B b -- 1,0000 0,5714

c 0,1204 -- 0,2143

d 0,8796 -- 0,0714

a -- -- 0,0577
Gpi-A b -- 0,0400 0,9038

c 1,0000 0,9000 0,0385

d -- 0,0600 --
1dh a 1,0000 1,0000 --

b -- -- 1,0000

a -- -- 1,0000
Ldh-A b 1,0000 -- --

C -- 1,0000 --

a -- -- 1,0000
Ldh-B b 1,0000 -- --

C -- 1,0000 --
Mdh-A a 1,0000 1,0000 1,0000

a -- -- 1,0000
Mdh-B b -- 1,0000 --

C 1,0000 -- --

a -- -- 1,0000
Mdh-C b -- 1,0000 --

C 1,0000 -- --

a -- -- 1,0000
Me-1 b -- 1,0000 --

C 1,0000 -- --

a -- -- 1,0000
Me-2 b -- 1,0000 --

C 1,0000 -- --

a -- 0,1400 --
Pgm-1 b -- 0,8600 0,0962

C 1,0000 -- --

d -- -- 0,9038
Pgm-2 a -- -- 1,0000

a -- -- 1,0000
Per-1 b -- 1,0000 --

C 1,000 -- --

a -- -- 1,0000
Per-2 b -- 1,0000 --

C 1,0000 -- --

O Quadro 3 mostra uma sintese dos resultados de variabilidade genética
nas trés espécies. Observando estes resultados, pode-se verificar que H. littorale,
teve uma proporcdo de locos polimérficos de 5,26% e somente um loco foi

diagnosticado polimorfico. Outros trabalhos obtiveram resultados semelhantes com
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outras espécies. Reusing et al. (2009), trabalhando com Neoplecosotomus, obteve

para uma das espécies estudadas somente um loco polimorfico.

Quadro 3 - Numero de individuos analisados (N), numero de locos polimorficos (P),
porcentagem de locos polimorficos (P %), numero de alelos por loco (K),
heterozigosidade média observada (H,) e esperada (He) de trés espécies da familia
Callichthyidae analisadas. Entre parénteses o desvio padrao

Variaveis Hoplosternum Callichthys Corydoras
littorale callichthys aeneus

N 54 25 26

P 1 4 4

P % 5,26 21,05 21,05

K 1,0556 (1,2357) 1,3889 (0,8498) 1,4211 (0,9016)

Ho 0,0134 (0,0567) 0,0489 (0,1032) 0,0514 (0,1211)

He 0,0119 (0,0504) 0,0505 (0,1076) 0,0578 (0,1457)

He-Ho/He -0,1260 -0,0317 -0,1107

Nas outras duas espécies do presente estudo, a proporcdo de locos
polimorficos foi 21,05%. Limeira et al. (2009), trabalhando com espécies de
Rineloricaria, encontraram polimorfismo em 13,64% dos locos para a populagao do
ribeirdo Keller e 9,09% para a populacédo do rio Sdo Jodo. Zawadzki et al. (1999),
utilizando trés populagbes de Hypostomus da bacia do rio lguagu, encontraram
porcentagem de locos polimérficos que varia de 20 a 40%. Paiva et al. (2005),
estudando trés espécies de Hypostomus do ribeirdo Maringa, detectaram 20% de
locos polimérficos para H. strigaticeps e Hypostomus sp. 1, ndo sendo detectado
polimorfismo para Hypostomus sp. 2. Paiva (2006), estudando quatro populacdes de
Hypostomus detectou 57,14% de locos polimérficos para Hypostomus sp. 1 e H.
hermanni, 21,43% para H. regani e nenhum loco polimérfico para H. albopunctatus.

Levando em consideracdo os mesmos 12 sistemas enzimaticos analisados
no presente trabalho, a média de H. foi de 0,0119, na espécie H. littorale, media
abaixo do valor 0,051 para espécies de peixes em geral (Ward et al., 1992). Para C.
callichthys, a He obteve uma media quase parecida com a de peixes com valor de
0,0505. Contudo, em C. aeneus, o valor de He = 0,0578 € um pouco maior que a
meédia estimada por Ward et al. (1992). Analisando duas populacdes de espécies da
familia Loricariidae da bacia do rio Iguacu, Zawadzki et al. (1999) encontram valores
baixos de H. (0,011 e 0,017). Paiva (2006) encontrou valores maiores para a
espécie de Hyspostomus que variam de 0,172 em H. hermani a 0,000 para H.
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albopunctatus. Em outro trabalho, Zawadzki et al. (2005) encontraram valores altos
de H. para espécies da familia Loricariidae da bacia do rio Parana.

Esta baixa heterozigosidade na espécie H. littorale pode estar relacionada
com o habitat do qual foi capturada. Sendo lagoas, neste tipo de habitat, pode haver
cruzamentos entre parentes e também por ser uma espécie que apresenta cuidado
parental e ndo migradora.

A espécie C. callichthys também apresenta cuidado parental e exibiu uma
heterozigosidade maior que H. littorale. Este resultado poderia estar relacionado
com o habitat onde vive, sendo um riacho com varias barreiras geograficas
(cahoeiras e barragens). Lassala e Renesto (2007), analisando a heterozigosidade
de 85 espécies de peixes tropicais, em relacdo a estratégias reprodutivas,
mostraram que 0 grupo das espécies nao migradoras, com cuidado parental, com
fecundacao interna, tinham a menor média de heterozigozidade.

O Quadro 4 apresenta os valores de Identidade e distancia genética, padrao
de Nei (1978), entre as trés espécies. Pode-se verificar pelos dados que as trés
espécies sao geneticamente muito diferentes entre si. Isso mostra que a eletroforese
de enzimas confirma os dados da sistematica tradicional que as coloca em géneros

diferentes.

Quadro 4 - Valores de identidade genética padrdao de Nei (acima da diagonal) e
distancia genética de Nei (abaixo da diagonal) entre trés espécies da familia
Callichthyidae da bacia do alto rio Paran&a

Espécie Hoplosternum Callichthys Corydoras

Littorale callichthys aeneus
H. littorale Fhkk 0,3407 0,0653
C. callichthys 1,0768 Fhxk 0,1016
C. aeneus 2,7285 2,2866 Fhokk

Apesar da baixa heterozigosidade estimada para as trés espécies, foi
observado um excesso de heterozigotos nas amostras analisadas. No entanto, este
excesso esta limitado a poucos locos, pois a maioria € monomorfica. Este resultado

poderia ser explicado por selecéo a favor dos heterozigotos nestes locos.
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5. CONCLUSOES

As andlises dos 10 sistemas enzimaticos, pela técnica de eletroforese de
isoenzimas nas trés espécies da familia Callichthyidae, permitiram as seguintes
conclusoes:

a) A variabilidade genética da espécie Hoplosternum littorale foi considerada
mais baixa que a média das populagbes de agua doce. As outras duas espécies
analisadas tiveram resultados proximos da média das populacfes de agua doce.

b) Os valores de identidade genética de Nei mostraram que as trés especies
sao geneticamente muito diferentes entre si. Isto demonstra que a eletroforese de
enzimas confirma os dados da sistematica tradicional que as coloca em géneros
diferentes.

c) O excesso de homozigotos observados na espécie H. littorale pode estar
relacionado ao habitat de onde foi capturada, ou seja, lagoas, local que facilita os
cruzamentos entre parentes e também por ser uma espécie que apresenta cuidado

parental e ndo migradora.
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