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Synopsis

In population studies based on genetic-biochemical markers, variations induced by
ontogenetic development, sex and gonad maturation act as a potencial source of
btas. These aspects were analysed for patterns of eye—lens proteins of
Micropogonias furniend (Sciaenidae), following electrophoregrams obtained from
546 specimens ranging from 98 and 710 mm in length, collected along the
southeastern Brazilian coast (23°S - 29°21'S). Proteins were extracted in
0.9% NaCl solution, processed on cellulose acetate membranes in a bridge buffer
discontinuous system trisglicine-barbital, for 25 minutes at 300 V, and stained
with Ponceau S. The basic pattern obtained was divided into 4 sets and 8
fractions, that were evaluated by scanning in a ATAGO-QUICK densitometer. No
differences were found in the patterms of right and left eye-lens, male and
female and maturity stages for the same length class. Patterns variations
related to ontogenetic development were found: set I present a decrease, while
sets II, III and IV show an increase in their relative concentration. Set II
showed two fractions for young (until 300-350 mm) and only one for adults.
Practions I, II-1, II-2, III-3 become stable above 300-350 mm and I and IV-2
above 450-500 mm length. For the utilization of this genetic-biochemical
markers and according to the study purpose the comparison of fractions or
patterns should consider:
a - only fractions whose relative concentration were stable (III-1, III-2 and
IV-1) or,
b - only electrophoregrams from fishes of narrow total length range, whithout
ontogenetic influence or,
e - only patterns of individuals with total length above of which the fractions
eoncentration become stable (II-2 and III-3 above 300 mm and/or I and
IV-2 above 450 mm) or,
d - only the basic patterns of the adults, when fractions number and relative
concentration become stable. This last alternative (d) seems to be more
appropriate either in interspecific studies when the aim is restricted
to spacial populations delimitation, or in taxonomic studies, when there are
no problems concerning to the classification of young forms.

Descriptors: Michopogonias gurniend, Sciaenidae, Electrophoresis, Eye-lens,
Proteins, Ontogenetic variation, Southeastern coast: Brazil.

Descritores: Micropegonias furniend, Sciaenidae, Eletroforese, Proteinas,
Cristalino, Variagao ontogenetica, Costa sudeste: Brasil.

(*) Trabalho realizado com apoio finan- Introdugdo
ceiro da Fundacao de Amparo a Pes- A perspectiva de estudos bioquimicos
quisa do Estado de Sao Paulo. (Proc. sobre prgteInas Eonstituir fonte de
751387) . informacao taxonomica foi ressaltada
(1) Bolsista do CNPq. por Sibley (1962) e, nestas duas ulti-
(2) Bolsista da FAPESP. mas decadas, sua aplicagao a peixes,

Publ. n. 632 do Tnst. oceancgn. da Usp. visando esclarecer tanto problemas
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a nivel interespecifico (Nyman, 1965; sende, 1979; Yamaguti, 1979; Vazzoler
Cobb et al., 1968; Haen & 0'Rourke, et al., 1982; Rittencourt, 1982;
1969; Sharp, 1969; Toledo Filho, 1969; Rossi-Wongtschowski et af., 1982;
Cequea & Pérez, 1971; Wilkins, 1972; Gomes et al., 1983a, b; Isaac-Nahum
De Mahieu, 1974; Eckroat, 1974; Gonzalez et af., 1983), procurando estabe-
et al., 1974; Hattingh, 1974; Morel, lecer um padrao de diversificagao
1974; Weinstein & Yerger, 1976a; das especies que ocupam esta regiao

Ferguson et af., 1978; Smith & Gilman,
1982) como intra-especifico (Sick, 1961,
1965a, b; Smith, 1962, 1966a, b, 1969;
Frydenberg et al., 1965; Peterson &
Smith, 1969; Baron, 1973; Allendorf et
al., 1976; Blake, 1976; Vazzoler & Phan,
1976; Weinstein & Yerger, 1976b; Vrooman
et af., 1981), vem tendo importancia
crescente. Numachi (1972) comenta a
contribuicao dos marcadores genetico-
-bioquimicos no progresso de estudos so-
bre genetica de peixes e sua aplicacgao

a problemas de biologia pesqueira, e
Thssen et al. (198la) fazem uma revisao
e tecem comentarios sobre os metodos de
identificagao de estoques de peixes, in-
cluindo os bioquimicos.

Atraves da utilizacao desses metodos
procura-se analisar dlferengas molecula-
res que reflitam variagoes geneticas en-
tre individuos de taxa diferentes ou de
uma mesma especie. Neste caso, o estu-
do de variagoes genéticas intra-especi-
ficas permite identificar e delimitar
populagoes e estabelecer seu grau de
isolamento reprodutivo (Smith &
Goldstein, 1967; Peterson & Shehaded,
1971; Eckroat, 1973; Konishi & Taniguchi,
1975), informagoes basicas para estudos
sobre dinamica populacional. Alem disso,
esses estudos complementam a informagao
taxonomica baseada em caracteres des-
critivos, meristicos e morfométricos,
0s quais apresentam varlagoes em fun-
gao de fatores fisiologicos e ambien-
tais (Hubbs, 1922, 1926; Vladikov,

1934; T8ning, 1952; Barlow,
1961; Orska, 1962; Vazzoler, 1971;
Yamaguti, 1979).

Considerando a relativa complexi-
dade da estrutura das especies de
peixes marinhos e de seu comportamento
na costa sudeste-sul do Brasil, nosso
grupo vem se dedicando ao estudo des—
se problema atraves da analise de ca-
racteres meristicos e morfometricos
e de aspectos biologicos sobre cres-—
cimento e reprodugao (Vazzoler, 1971;
Paiva Filho et al., 1976a, b; Saccardo,
1976, 1980; Vargas, 1976; Rossi-
Wongtschowski, 1977, 1978; Braga, 1978,
1982; Zaneti-Prado, 1978; Kawakami de Re-

e fornecer subsidios para estudos
quantitativos sobre as mesmas.

Apesar do estudo de caracteres ana-
tomicos ter indicado, em varios casos,
uma estrutura da especie semelhante
aquela obtida usando-se dados alterna-
tivos (Henricson & Nyman, 1975; Sharp et
al., 1978; Casselman et al., 1981; Ihssen
et al., 1981b), com a evolugao de nos-
sos estudos tornou-se necessario recor=
rer a métodos mais precisos para deli-
mitar as populagoes das especies, com-
preender seu comportamento e determi-
nar seu grau de isolamento reproduti-
vo.

O primeiro estudo com enfoque popu-
lacional, no Brasil, com base em meto-—
dos bioquimicos, foi desenvolvido por
Vazzoler & Phan (1976), analisando os
padroes eletroforeticos de proteinas
gerais de cristalino de exemplares do
extrato adulto de Sardinella brasilien-
B4 .

No caso de Micropogonias furnierd,
os estudos sobre biologia, comportamen-—
to e estrutura encontram-se bem avanga-
dos (Vazzoler, G., 1962, 1975; Vazzoler,
1962, 1963, 1965, 1969, 1971; Vazzoler
& Sa, 1963; Vazzoler & Santos, 1965;
Haimovici, 1977; Vazzoler & Phan, 1981;
Isaac-Nahum, 1981; Isaac—Nahum &
Vazzoler, 1983), e evidenciam a ocor-
rencia de duas populacoes na regiao
entre Cabo Frio (23°S) e Chui (33°S):
populacao I, que ocupa a area entre
23°S - 29°S, e a populagao II entre
29°S - 33°S (Vazzoler, 1971). Com o
intuito de aprofundar os conhecimentos
sobre essas populagoes foram analisa-
dos os padroes eletroforeticos de
hemoglobinas (Vazzoler ef af., 1976),
de proteinas do plasma (Phan & Vazzoler,
1976), de proteinas gerais de musculo
esquelético (Suzuki et af., 1983a, b)

e de cristalinos (Phan et af., 1977;
Vazzoler & Phan, 1981). Os resultados
desses estudos demonstraram vantagens
na utilizacao de cristalinos, conside-
rando-se a facilidade de manuseio, a
simplicidade da tecnica e seu baixo
custo, o que permite a analise de um
grande numero de exemplares, necessa-
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rio para estudos populacionais.

A grande maioria dos estudos com
base em padroes eletroforeticos de
proteinas de cristalinos aborda ape-
nas aspectos qualltatluos dos padroes
e nao considera possiveis variagoes
que possam ocorrer com o desenvolvi-—
mento. Smith & Gilman (1982) acentuam
a carencia de estudos abordando este
aspecto e sua importancia como pre-
requisito para a utilizacao dos resul-
tados em estudos populacionais e ta-
Xonomicos.

Neste trabalho analisamos as varia-
goes quali-quantitativas do padrao
eletroforético de proteinas gerais
de cristalino de M. fuwniexd relacio-
nadas com o desenvolvimento, e suge-
rimos alternativas para utilizagao
do método em estudos populacionais
e taxonomicos.

Material e métodos

0 material para desenvolvimento des-
te estudo foi coletado em mar

aberto, ao longo da area ocupada
pela populacao I da espécie, e na re-
glao estuarino- 1agunar de Cananéia
(25°S), frente a area de desova

mais intensa dessa populagao (Vazzo-
ler, 1971).

Com esse esquema de amostragem
visou-se obter exemplares de ambos
0os sexos, nos distintos estadios
de maturidade e abrangendo a maior
amplitude possivel de classes de
comprimento total. Os exemplares
de mar aberto, num total de 254,
foram coletados em 28 estagoes ocea-
nograficas durante os 04 cruzeiros
do Programa FAUNEC*, em 1975, na
area entre 23°S e 29°21'S, até a

isobata de 100 m, abrangendo uma ampli-
tude de comprimento de 150 a 650 mm.
Na regiao de Cananeia as coletas fo-
ram mensais, no periodo de fevereiro
de 1975 a fevereiro de 1976, num total
de 292 exemplares com comprimento en-—
tre 98 a 710 mm (Fig. 1).

Dos 546 exemplares, mantidos vivos, fo-
ram retirados os cristalinos por incisao
da cornea e leve pressao lateral com

(*) PROGRAMA FAUNA NECTONICA: Departamen-
to de Oceanografia Biologica do
Instituto Oceanografico da Universi-
dade de Sao Paulo. Realizado com o
N/Oc. "Prof. W. Besnard" pelo Dr Gel-
so Vazzoler e equipe.

pinga de pontas curvas; os cristalinos,
livres de qualquer material aderido,
foram colocados em "pro-vials" neutros
e estocados em bujoes de nitrogenio
liquido, ate a chegada ao laboratorio.
Neste, foram transferldOb para conge-
lador a -15°C, até sua analise, reali-
zada logo a seguir. De cada exemplar,
no campo, foram anotados dados sobre
comprimento total (mm), sexo e esta-
dio de maturidade, segundo escala
descrita em Vazzoler (op. cdt.).
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Fig. 1. Mapa da area da costa brasi-
leira onde foram realizadas
coletas de M. furnieni: em
mar aberto (23°S - 29°21'S)

e na regiao estuarino lagunar
de Cananeia (25°S).

Foram testadas varias solugoes de
extracao, tendo-se selecionado a de
NaCl 0,9%, utilizada em proporgao de
4 unidades de volume (v) para 1 uni-
dade de peso do cristalino (w). Do
mesmo modo, testamos como suporte
o gel de amido e acetato de celulo-
se, tendo-se optado pelo uso deste
ultimo; finalmente, dentre os tam—
poes testados, selecionou-se o sis-
tema descontinuo tampao barbital pH
8,6 no catodo e trisglicina pH 9,5
no anodo, a corrente continua de 300 V
e o tempo de operagao de 25 minutos.

Testou-se, ainda, a p0551ve1
variagao entre os padroes do crista-
lino esquerdo e direito de um mesmo
exemplar, e de exemplares de mesmo
tamanho, de sexos distintos, num mes-—
mo estadio de maturidade. Os resul-
tados mostraram nao ocorrer diferen-
¢as entre cristalinos esquerdo e di-
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reito para ambos os sexos, nos dife-
rentes estadios de maturidade. Des-
se modo e indiferente analisarmos

o par ou apenas um dos cristalinos
para o estudo.

Estabelecidas as condigoes de ana-
lise, no momento desta os cristalinos
eram transferidos do congelador para
geladeira, para descongelamento lento,
pesados em decimos de milesimos de
gramo e macerados em solugao de NaCl
0,97 (lw:4v). A maceragao era efe-
tuada utilizando-se um motor Singer,
ao qual eram adaptados bastonetes de
plastico flexivel neutro, mantendo-se
a rotagao ate completa homogeneizagao
dos cristalinos; o macerado assim
obtido permanecia uma noite em geladei-
ra, sendo a seguir centrifugado a
3.500 rpm, em centrifuga clinica,
durante 30 minutos, a temperatura am—
biente. O extrato sobrenadante era
transferido para tubos de Durhan,
selados com Parafilm, sendo mantidos
em geladeira ate a conclusao dessa
etapa. A concentragao de proteinas
sollveis nos estratos era determinada
com auxilio de um refratometro para
proteinas, ATAGO. Imediatamente a
seguir, os extratos eram submetidos
a analise eletroforetica, sendo apli-
cadas 8 amostras por membrana de
acetado de celulose (Cellogel;

5,7 x 14 cm).

As membranas foram submetidas as con-
digoes anteriormente descritas e cora-
das em solucao de Ponceau S 0,5% em aci-
do tricloroacético 5%; a descoloragao
foi realizada em 4 banhos sucessivos
de acido acetico 5%, evidenciando-se as
bandas proteéicas, o que permite analise
visual qualitativa dos padroes.

Para analise quantitativa as membra-
nas foram transparentizadas sob luz
infra-vermelha, apos banhos sucessivos
em metanol p.a. (30 segundos) e solu-
cao de 85 metanol: 14 acido acetico:

1 glicerol (1 minuto) e distensao so-
bre placas de vidro, sem deixar bo-
lhas de ar.

Apos a transparentizagao os padroes
eram numerados, individualizados e
submetidos a analise densitometrica
em densitometro ATAGO-QUICK, com in-
tegrador. Considerando que a colora-
¢ao & estequiometrica, foi calculada
a concentracao relativa de cada fra-
¢ao protéica identificada pela ana-
lise eletroforetica dos extratos dos

cristalinos dos 546 exemplares.

Os dados obtidos foram grupados
por classe de comprimento de 50 mm,
por sexo e por estadio de maturida-
de, e calculadas as medias das con--
centracoes relativas, seus desvios
padrao e intervalos de confianca.

A analise dos resultados mostrou nao
ocorrerem diferencas entre estadios,
para cada sexo, tendo-se grupado

os dados para machos e femeas. A
analise destes, tambem, nao eviden-
ciou diferengas entre sexos, o que
nos levou a grupa-los, realizando

a analise final apenas em fungao do
comprimento dos exemplares (Figs 4-7).

Resultados

0 padrao obtido para proteinas gerais
de cristalino de Michopogonias fur-
nierdi, populagao I, foi dividido em
quatro conjuntos de fragoes protéicas,
estando esquematizado na Figura 2,

que corresponde ao padrao de um
exemplar da classe de 200-250 mm:

- Conjunto I: o mais catodico, apresen-
tando apenas uma fragao,
denominada I;
- Conjunto II: composto por duas
goes, II-1 e II-2;
- Conjunto III: apresentando tres fra-
goes, III-1, III-2 e
IIT~33
Conjunto IV: o mais anodico, compos-
to por duas fragoes, IV-1
e IV-2.

fra-
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Fig. 2. Curva densitométrica de um
eletroferograma de protei-
nas gerais de cristalino de
M. durnieni, com a denomi-
nacao dos 4 conjuntos e 8
fracoes protéicas.
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Como ja referido, na sequencia de
analise dos dados, nao constatou-se
diferengas entre os padroes de crista-
lino esquerdo e direito de um mesmo
exemplar, entre padroes de exemplares
de sexos distintos e em diferentes
estadios de maturidade, de um mesmo
tamanho.

A analise dos 546 padroes de
exemplares de diferentes comprimentos
indicou a existencia de variacgoes
quali-quantitativas relacionadas ao
desenvolvimento ontogenetico (Fig. 3).
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Fig. 3. Curvas densitométricas de
eletroferogramas de pro-
tefnas gerais de crista-
linos de 4 exemplares
de M. {urniend com com=
primentos totais cres-
centes.

A analise dos dados sobre concentragao
de cada fragao protéica, que refletem
0 comportamento das mesmas ao longo

da vida do animal, evidenciou altera-
goes marcantes durante o desenvolvi-
mento de M. furndiend (Figs 4-7).

O conjunto I (mais catodico), com
apenas a fragao I, apresenta queda
acentuada em sua concentracao relati-
va (%), em cristalinos de individuos
entre as classes de comprimento de
100-150 e 300-350, atenuando-se atée
a de 450-500 mm, estabilizando-se para
comprimentos maiores (Fig. 4). 0
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Fig. 4. Representacao da variacao
da concentracao relativa
média (%) do conjunto I,
fracao |, com o incremen-
to em comprimento total,
para M. lutndend, popula-
cao |. (As barras verti-
cais representam o inter-
valo de confianca da me-
dia e os numeros entre
parenteses o de cristali-
nos analisados).

conjunto IT, para as fases iniciais

ate 300-350 mm, apresenta incremento

na concentragEO relativa (%), estabili-
zando—-se para exemplares acima dessa
classe de comprimento. As duas fragoes
desse conjunto apresentam comportamentos
distintos no intervalo de classes de
comprimento em que o conjunto varia
(100-150 a 300-350 mm): a fragao II-1
mostra queda em sua Concentraqgo relati-
va, enquanto a [I-2, incremento, sendo
que a combinaggo da variacao dos dois
componentes determina a tendencia do
conjunto (Fig. 5). A partir da classe
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Fig. 5. Representacao da variacao
da concentracao relativa
média (%) do conjunto II,
fracoes Il1-1 e 11-2, com
o incremento em compri-
mento total, para M. dur-
niend, populacao |. (As
barras verticais repre-
sentam o intervalo de
confianca da média e os
numeros entre parentesis
o de cristalinos analisa-
dos).

de 300-350 mm, a fragao II-1 apresenta

tendencia anodica e, com a queda em

sua concentragao relativa, confunde-se

com a El=2 passando a constituirem
uma unlca fragao, nao ocorrendo mais
separagao nas curvas densitometricas
(Fig. 5). O conjunto III apresenta
leve tendencia de aumento em sua con-
centragao relativa ate a classe de
200-250 mm, a qual acentua-se ate
400-450 mm, sendo que a partir desse
comprimento estabiliza-se. As tres
fragaes que integram esse conjunto
apresentam comportamentos distin-
tos: as fragoes III-1 e III-2 sao
praticamente estaveis, enquanto a
III-3 varia como descrlto para o
conjunto, ou seja, e a variacao
dessa fragao que determina a do
conjunto (Fig. 6). O conjunto IV
mostra aumento da concentragao
relativa em cristalinos de exempla-
res ate 200-250 mm, uma leve queda

e nova tendencia de aumento acentua-
do ate a classe de 450-500 mm, es-
tabilizando-se a partir desse ta-
manho. A fragao IV-1 apresenta

leve tendencia de aumento atée 350-
400 mm, estabilizando-se; a IV-2
varia segundo o padrao do conjunto,
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Fig. 6. Representacao da variacao
da concentracao relativa
meédia (%) do conjunto 111,
fracoes I11=1, 111-2 e
I'11-3, com o incremento
em comprimento total, para

furnieni, populacao |I.
(As barras verticais repre-
sentam o intervalo de con-
fianca da média e os nume-
ros entre parenteses o de
cristalinos analisados).

sendo ela, portanto, quem determina
esse padrao (Fig. 7).

relativas das fragoes III-1,

Constata-se que as concentragoes
III-2

e IV-1 apresentam pequenas variagoes,
sendo praticamente constantes, en-

quanto as I,
IN=

IT-1, I1-2, III-3 e
2 variam, sendo estas variagoes

mais acentuadas ate a classe de

300-350 mm,

com tendencia a estabi-

lizagao em comprimentos maiores:

a IT-1 desaparece e a I1I-2 estabili-
za—-se a partir de 300-350 mm, a
ITI-3 de 300-350 mm e a I e IV-2 de
450-500 mm.
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Fig. 7. Representacao da variacao
da concentracao relativa
media (%) do conjunto IV,
fracoes V-1 e IV-2, com o
incremento em comprimento
total, para M. {uwwniend,
populacao |. (As barras
verticais representam o in-
tervalo de confianca da
meédia e os numeros entre
parenteses o de cristalinos
analisados).

Discussio

A especificidade dos eletroferogra-
mas de proteinas provenientes de di-
versos tecidos pode ser afetada por
processos fisiologicos e/ou ecolo-
gicos (Drilhon & Fine, 1963; Bouck

& Ball, 1965, 1966; Rapoport et al.,
1966; Brown et af., 1967; Civen

et al., 1967; De Mahieu, 1972; Aida
et af., 1973; Phan & Vazzoler, 1976;
Suzuki et af., 1983b).

A vantagem em se analisar protel—
nas de cristalinos e que estas nao
variam em fungao de fatores ambien-
tais e ciclos sazonais, constituin-
do um sistema praticamente estavel
(Smith 1966a, 1969, 1970; Smith &
Goldstein, 1967; Peterson & Smith,
1969), estao presentes em concentra—
goes elevadas (Halbert & Manski,
1963; Potts, 1965; Yamada, 1966),
sao facilmente sollveis em varios
meios (Wood & Burgess, 1961), nao
sao contaminadas por proteinas de
outros tecidos, como sangue, durante
a manipulacao, e sofrem nitida
separacao por eletroforese em ace-
tato de celulose (Smith, 1966a, 1968;

Vazzoler & Phan, 1976; Smith & Gilman,

1982), sendo uma importante fonte de

polimorfismos (Christofferson e¢f€ al.,

1978).

Apesar da relativa estabilidade
desse sistema, o enfoque recente tem
sido obter conhecimentos sobre a
expressao (ativacao diferencial)
dos genes durante a diferenciacao,
seguindo-se a ontogenia dos produtos
finais, as cadeias de polipeptideos
ou proteinas estruturais dos crista-
linos do olho, os cristalinos a, B e
Y (Truman et al., 1972). Com o desen-
volvlmento do crlstallno, sua composi-
gao em proteinas varia, aumentando
gradualmente em complexidade. Estudos
sobre distribuicao das diferentes pro-
teinas no cristalino mostram ocorrer
concentracgoes distintas na cortex e no
nucleo, que variam com o desenvolvimen-
to (CGenis—-Galvez et at., 1968; Spector,
1273). Considerando essas constata-
goes, optou-se pela analise das pro-
teinas do cristalino inteiro.

Para extragao dos albumindides sao
necessarias solugoes contendo uréia,
hidrocloreto de guanidina ou duodecil
sulfato de sodio (SDS) que desnaturam
as proteinas (Li & Spector, 1974),
sendo que a ureia degrada especificamen-
te os cristalinos (Maisel et af., 1975),
alem dos proprios albuminoides
(Maisel, 1977), o que nos levou a anall—
sar apenas as fracoes soluveis em agua.

Peterson & Smith (1969) constataram
varlagoes com a idade nos padroes de
proteinas do nuicleo de cristalinos de
tubaroes, extraidas com solucao salina
contendo ureia, e supuzeram serem estas
determinadas pela queda na concentragao
de proteinas soluveis (cristalinos), pe-
la sua transformagao em insoliveis
(albuminoides) e pela diminuicao na
sintese de proteinas, ou a efeitos de
desnaturacao pela ureia, normalmente
existente nos cristalinos de tubaroes.
Entretanto, a utilizacao de solugao com
ureia deveria extrair tambeém as protei-
nas insoluveis; supoem-se que as varia-
goes constatadas por esses autores re-
flitam mais artefatos de tecnica que
variacoes reais em funcao da idade.

Os efeitos mals acentuados do desen-
volvimento sobre a concentragao das
varias proteinas do cristalino ocorrem
sobre os albuminoides e CPP; esse efei-
to torna-se mais acentuado pelo fato
da maior sintese de proteinas soluveis
ocorrer durante o periodo de crescimen-
to rapido e desenvolvimento do crista-
lino, decrescendo depois, enquanto a
taxa de sintese de albuminoides perma-—
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nece praticamente constante durante a
vida do organismo (Lerman & Fontaine,
1962; Lerman & Zigman, 1965). Assim,
o aumento na concentragao dos albumi-
noides seria relativo, e nao apenas
devido a transformagao de proteinas
solliveis em insoluveis, como sugerido
(Peterson & Smith, op. cif.; Peterson,
1970; Zigman & Yulo, 1979).

Nao constatou-se ocorrer redugao
na concentragao de proteinas soluveis
nos extratos de cristalinos de exem—
plares em toda a amplitude de com-
primentos analisados, mantendo-se
constante em torno de 6-7 g/dl. Por
outro lado, verificou-se ocorrer es-
ta reducao em cristalinos cataraticos
de M. durnieni, com a evolugao da
opacificagao dos mesmos (Vazzoler &
Phan, 1981).

Referencias sobre variacao onto-
genética dos padroes eletroforeticos
de proteinas de cristalinos, em pei-
xes, foram feitas por Lerman & Fontaine
(1962), Barret & Williams (1967),
Lerman ef af. (1968), Peterson &

Smith (1969), Haen & O'Rourke (1969),
Peterson & Shehaded (1971), De Mahieu
(1972, 1974), Benz (1980), Leenen &

De Jong (1981), Smith & Gilman (1982),
nao havendo, entretanto, nenhum estudo
que analise um numero de exemplares
que abranja, de modo continuo, uma
ampla gama de comprimentos, de modo

a permitir o estabelecimento do pa-
drao de variacao de cada fracao pro-
téica, quantitativamente, ao longo do
desenvolvimento. Em geral, sao anali-

sados os padroes de proteinas de crista-
linos de poucos exemplares, em determi-—
nadas fases do desenvolvimento. Na
maioria desses estudos, como comentado
por Smith & Gilman (op. cit.), sao
constatadas diferengas irregulares e
abruptas nos padroes de individuos de
tamanhos distintos.

Barret & Williams (1967) idenfifi-
caram polimorfismo para proteinas de
cristalino de Sarda chilensis, admitin-
do ser este causado por fatores onto-
geneticos. Como esperado, esta inter-
pretagao nao encontra suporte nos es-
tudos genéeticos de Eckroat & Wright
(1969). Haen & O0'Rourke (1969)
constataram variagoes nos padroes para
duas especies de truta, Salmo gairdnerdid
e S. thutta, para individuos de 6 me-
ses, 1, 2 e 3 anos, tanto na concen-
traqgo relativa dos grupos de fracoes

como na definigao das bandas proteicas,
com a idade. Peterson & Shehaded
(1971), para Mug«l cephalus de 5 ta-
manhos, detectaram diferengas na inten-—
sidade de coloragao das fragoes 1 e 4,
respectivamente as fragoes catodicas
mais rapida e mais lenta, ocorrendo

um decrescimo progressivo na intensida-
de relativa da fragao 1 inversamente
proporcional ao aumento de tamanho, e
um incremento progressivo na da fragao
4 diretamente proporcional ao tamanho.
A natureza gradual sugerida por essa
variagao permite admitir uma relacao
com a ontogenia; entretanto, esses
autores constataram, tambem, variagao
para a fragao 5, nao ligada ao desen-
volvimento, extremamente complexa,

que sugerem ser devida a um contro-

le poligenico. De Mahieu (1974)
constatou, para Acanthisthius brasi-
€ianus, um padrao constante composto
por 5 bandas, com variagao na inten-
sidade relativa dessas bandas duran-

te o crescimento e ligada ao sexo.

Benz (1980), com base em resulta-
dos qualitativos, obtidos da anali-
se de eletroferogramas de cristali-
nos de 50 exemplares de Caxrcharhi-
nus milbenti distribuidos em 5 clas-
ses de comprimento, abrangendo des-
de a fase de feto (30 cm) ate 252 cnm,
estabeleceu 15 grupos de padroes, e
sugere que a variacao seja gradativa,
e nao estaticamente relacionada a
determinados eventos do ciclo de
vida, como nascimento e primeira
maturagao.

Os resultados por nos obtidos no
estudo dos padroes de proteinas de
cristalino de Micropogondias furniens
vem confirmar que, realmente, tais
variagoes sao gradativas e conti-
nuas, refletindo um padrao durante
o desenvolvimento de um individuo.
Apesar dessas variagoes nao serem
determinadas por eventos do ciclo
de vida, pudemos notar que ocorrem
mudangas na taxa de variacao na
concentraggo das fragaes, ao longo
da amplitude de comprimento analisa-
da. Para M. {uaniexd, populagao I,
o comprimento medio no qual 50% dos
individuos iniciam a primeira matura-
gao gonadal (Ly) & de 275 um, e
aquele com o qual 1007 dos exempla-
res estao potencialmente aptos a
reproduzir-se (Ljgo) & de 475 mm
(Vazzoler, 1971). Constatou-se
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que as variagoes mais acentuadas
ocorrem na fase jovem, ate a classe
de 300-350 mm, verificando-se esta-
bilizacao a partir desta classe para
as fragoes II-2 e III-3, e de
450-500 mm para as fragoes I e

IV-2, quando todos os exemplares

sao adultos.

Con31derando que variacgao onto-
genética nos padroes de cristali-
nos em peixes deve ser regra
geral, este fato nao pode ser
desconsiderado no delineamento de

estudos que pretendam basear-se nesses
marcadores genetico-bioquimicos. Algu-
mas estrategias devem ser consideradas
no planejamento de tais estudos, de
acordo com seus objetivos. Quando

se objetiva analisar variagoes intra-es-
pecificas, o ideal & estabelecer o pa-
drao de variagao ontogenética das fra-
goes protelcaq dos cristalinos da
especie em questao, e recorrer auma das
seguintes estratégias para caracterizar
e delimitar suas populacoes:

a) comparar apenas as fracoes que se
mostraram estaveis ao longo do de-
senvolvimento, como as fragoes
ITI-1, II1I-2 e IV-1 no caso de

furnlend;

b) comparar padroes de exemplares den-
tro de intervalos estreitos de
comprimentos, eliminando-se a
influencia das variagoes ontoge-
neticas;

c) comparar fracoes que variam, ape-
nas para individuos com compri-
mentos a partlr dos quais a
concentragao ja se estabilizou;
no caso de M. {urnieni as fragoes
1I-2 e III-3 a partir de 300 mm,

e as I e IV-2 de 450 mm em diante.

Considerando-se que ha indicagoes
de que os padroes tornam—se constantes
para individuos adultos, como consta-
tado para Sandinella brasiliensis
(Vazzoler & Phan, 1976; Vazzoler, em
preparacao), Semaprochilodus Lns4Lgnis
e S. taeniurus (Vazzoler & Caracio-
lo-Malta, em preparagao) e M{cropogo-
nias furnierd (presente trabalho),
seria aceitavel uma outra estrategia:

d) comparar os padroes globais de in-
dividuos que integram o extrato
adulto da populagao, quando ja
ocorreu estabilizagao do numero

e da concentragao das fragoes pro-
teicas.

Uma vez que estudos quali-quantitativos
sobre*varlagoesontogenetlcas dospadroes
de proteinas de cristalinos sao demo-
rados e extremamente trabalhosos, pois
implicam na analise de algumas cente-
nas de exemplares de uma ampla gama
de comprimentos, Julga-se que a estra-
tegia d seja a mais viavel. Esta foi

utilizada no estudo sobre Sardineffa
brasiliensis (Vazzoler & Phan, op. cit.)
Quando o objetivo e a utilizacgao des-
ses dados como informagoes complementa-
res em estudos taxonomicos a niveis
superiores, esta alternativa (d) tambem
seria a mais indicada, uma vez que o
estabelec1mento dos padroes de varla—
¢ao ontogenética para varias espec1es
seria quase impraticavel, em fungao do
tempo necessario e custos envolvidos.
Neste caso, quando inexistem informa-
§oes blologlcas sobre reprodugao da
especie, com as estimativas de L, e
Ligp, a alternativa seria a coleta
de cristalinos de alguns exemplares de
tamanhos pequeno, medio e grande e
uma analise v1sua1 (qualltatlva)
previa da variagao dos padroes, seme-
lhante a mostrada para M. fuanierd
na Figura 3. Seria, assim, possivel
o estabelecimento do comprimento a
partir do qual o padrao torna-se
constante. O estudo da variagao ao
longo do desenvolvimento ficaria
restrito aqueles casos em que ha
problemas na classificacao de formas
jovens.
Cabe ressaltar nao ser admissivel
a utilizacao do metodo, qualquer que
seja o objetivo visado, indiscrimi—
nadamente, ignorando-se a existencia
de varlagoes ontogenetlcas, pois, nes-—

te caso o risco de se interpretar tais
variagoes como pollmorflsmos ou diferen-
cas interespecificas € grande.

Estabelecidos os padroes de variagao
ontogenetica para as fragoes de protei-
nas gerais de cristalinos de Micnopogo—
nias furniend, os estudos terao sequencia
na caracterlzagao e dellmltagao das po-
pulagoes dessa especie nas costas do
Brasil, Uruguai e Argentina.

Resumo

Foram analisadas as possiveis variagoes
do padrao eletroforetico de proteinas
gerais do cristalino de Micropogonias
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gjurnierdi (Desmarest, 1823), em fungao
do desenvolvimento ontogenetlco, do
sexo e do ciclo de maturagao das gona-
das, com vistas a sua utilizagao em
estudos populacionais. Foram analisa-
dos, por eletroforese em acetato de
celulose, cristalinos de 546 exemplares
com comprimento total entre 98 e 710 mm,
coletados no periodo de fevereiro de
1975 a fevereiro de 1976, na costa su-
deste do Brasil (23°S - 29°S), area
ocupada pela populagao I da especie
(Vazzoler, 1971). O padrao geral
obtido foi dividido em 4 conjuntos

com 8 fracoes proteicas. Para indivi-
duos de mesmo tamanho nao foram cons-
tatadas diferengas entre os padroes

do cristalino esquerdo e direito, en-
tre padroes de machos e femeas e
entre padroes de exemplares com gona-
das em diferentes estadios de maturi-
dade. Entretanto, ocorrem acentuadas
variagoes quali-quantitativas rela-
cionadas ao desenvolvimento ontoge-
netico. O conjunto I sofre marcada
queda em sua concentragao relativa,
enquanto os conjuntos II, III e IV
apresentam incremento. O conjunto II
sofre variacoes qualitativas, apresen-
tando 2 fragoes para individuos jovens
(ate 300-350 mm) e apenas uma nos
adultos. As fracgoes I, II-1, 11-2,
III-3 e IV-2 apresentam variacgoes mals
acentuadas até a classe de 300-350 _mm;
ocorre establllzagao da concentragao
relativa das fracgoes II-1, II-2 e
I1I-3 a partir de 300-350 mm, e da I e
IV-2 a partir de 450-500 mm. As fra-
coes III-1, III-2 e IV-1 apresentam
pequenas variagoes, sendo praticamen—
ten constantes. Desse modo, para uti-
lizagao dos padroes eletroforeticos

de proteinas dos cristalinos como
marcadores genetico-bioquimicos em
estudos sobre variagoes intra-especifi-
cas, algumas estrategias devem ser
consideradas, de acordo com os obje-
tivos do estudo:

a - comparar apenas as fracoes que
se mostraram estaveis durante
o desenvolvimento (III-1, III-2,
Iv-1);

b - comparar padroes de exemplares
dentro de um estreito intervalo
de comprimentos;

¢ - comparar fragoes que variam,

apenas para individuos com com—
primentos a partir dos quals a
concentragao dessas fragoes ja

se estabilizou (II-2 e III-3 a
partir de 300 mm, e I e IV-2 de
450 mm) ;

comparar os padroes globais de
individuos que integram o extra-
to adulto da populagao, quando
ja ocorreu establllzagao do nu-
mero e da concentragao das
fragoes proteicas.

Esta ultima estrategia (d) parece
ser a mais viavel, tanto a nivel in-
terespecifico quando a finalidade e
restrita a delimitagao espacial de
populagoes, como em estudos taxono-
micos de niveis superiores, quando
nao ha problemas na classificagao de
formas jovens.
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