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Resumo

As atividades desenvolvidas neste sub-projeto envolveram estudos de diversdade e estrutura genética de
populagles naturais de peixes. Além desses aspectos foram avaliados os fluxos génicos e diferenciagdio genética
entre populagdes de peixes em diferentes anbientes. O objetivo bédsm destes edudos foi analisar o impacto
genético da mistura de populagdes do médio e alto rio Parand decorrente do alagamento dos saltos de Stte
Quedas pelo reservatdrio de Itaipu. Um estudo acerca da propagacdo vegetativa de uma importante espécie

vegetal da mata riparia é também relatado.

Diversidade e distancia genética em
populac6es do género Steindachnerina

I ntroducéo

O género Seindachnering, familia
Curimatidae, ordem Characiformes, é
condituido por espécies de pequeno porte,
iliofagass, que ocarem nos sstemas de
drenagem que correm dravés de grandes
planicies da América do Sul Subtemperada e
Tropicd. Das mais de 20 espécies do género, 4
ocorrem na bacia do Rio Parang, sendo que S
insculpta é a egpécie endémica da bacia do Rio
Parana Superior, ocorrendo como Unica do
género no terco inferior do Alto Rio Parang,
onde esté locdlizada a &rea de estudo do curso de

P6s-Graduacdo em Ecologia de Ambientes
Aquéicos  Continentais da  Universdade
Estadud de Maringa. A espécie € identificada,
entre outras caracteristicas, por auséncia de
mécula na por¢éo basd da nadadeira dorsdl.

Nos Ultimos anos, nas coletas redizadas pelo
NUPELIA (Nideo de Pexquisss em
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura) da
Universdade Estadud de Maingd, entre os
exemplares de  Sendachnerina insculpta
comegaram a gparecer individuos com presenca
de mancha escura bem evidente na nadadeira
dorsd e individuos com méacula pouco evidente.
A congtrugdo do reservatdrio de Itaipu  diminou
0s Sdtos de Sete Quedas, na regido de Guaira-
PR que representava uma barreira natura a
dispersfo de peixes. Em virtude de um segmento
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do Médio Rio Parana passar a ter continuidade
com o0 Alto Rio Paang populagdes de
Seindachnerina que antes edariam
geograficamente  isoladas  poderiam  edtar
formando hibridos e iniciando um processo de
homogeneizagdo gendtica na regido. Com o
objetivo de andisar a variabilidade genéica das
populacbes de Sendachnerina através de
técnicas moleculares, serd possive testar a
hipbtese citada anteriormente e o trabaho
poderd subsidiar outros estudos, inclusve de
cunho ecolégico com respeito & perturbacdes
que podem ser causadas pela introducdo de uma
nova populagdo no locd.

Desenvolvimento

Foram coletados, nos meses de maio e agosto
de 2000, exemplares de Seindachnerina em
varios pontos da Planicie de Inundagdo do Alto
Rio Paang, incluindo lagoas (Lagoa Claa,
Genipapo, do Osmar e Maria Luiza), ressacos
(Ressaco do Pau VéEo) e Rio Paana Os
espécimes foram coletados com rede de espera e
redes de arrasto e foram escolhidos a0 acaso 20
individuos com macula 20 com macula
intermedi&ia e 20 sem macula para as andises
genéticas. Os peixes foram fixados em dcool
etilico comercid e estocados em freezer —20 °C.
A metodologia utilizada para exiracdo de DNA
tota foi baseda em fenol/doroférmio.
Amogiras de tecido muscular de 0,5 cm2 foram
relirades de cada peixe, maceradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 500 nh
de tampéo PS (TrisHCl 0,2 M, EDTA 30 mM,
SDS 2% e Sacarose 5%), 500 mi de tampéo TH
(TrissHCl 10 mM, NaCl 60 mM, EDTA 10 mM,
Sacarose 5%, Espemina 015 mM e
Espermidina 0,15 mM) pH 80 e 5 i de
proteinase K (20 ng/m) por 2 horas em banho-
maria a 37 °C . Em seguida o DNA fai
purificado por extragd com 500 m de
fenol/cloroférmio (1:1) e 500 nb cloroférmio,
respectivamente e precipitado  com  solugéo
sina (NaCl 5 M) e eanal absoluto gelado. O
pellet obtido foi ressuspendido em 50 mi de
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tamp&o TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) com
RNAse e submetido a banho-maria a 37 °C por
1 hora A quantidede de DNA presente em
cada amodra foi edimada aravés de
detroforese em g de agarose 0,8%, corado
com brometo de etidio, por meio de comparacdo
com DNA defagol de concentragdo conhecida

A técnica RAPD esta sendo utilizada para a
comparagdo das amosras dos  diferentes
espécimes de Seindachnerina e foi redizado
um teste para a sdecdo dos oligonucleotideos
que serdo utilizados nesse estudo, com primers
provenientes dos kits OPA, OPW, OPX e OPE
(Operon  Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA). As condigdes de amplificacdo foram
baseadas em metodologia descrita por Bardekci
e Skibinski. Aproximadamente 7 nh do produto
de amplificacéo foi gplicado e separado em gd
de agarose 1,4% corado com brometo de etidio.
A visudizacdo dos fragmentos foi felta sob
radiacdo utravioleta De um totd de 100
primers testados, 19 foram selecionados, com
base no padréo de bandas que produziram. Séo
eles: W3, W4, W6, W9, W15, W17, W19, X1,
X4, X5, X18, X20, A6, A7, A12, A15, E8 E9 e
E13.

Consderacdes finais

Amodras de DNA de 4 individuos foram
tetadas com cada primer, sendo que uma
amosra ea proveniente de individuo sem
mécula, uma amodtra de individuo com mécula
intermedidria e duas amostras de individuos com
mécula. Com base nos pefis detroforéticos
produzidos por cada primer em cada individuo,
h& indicagBes preliminares de que as populagdes
com méula e sem macula goresentam
divergéncia genética suficiente para caracteriza
las como espécies diferentes, visto que o padréo
de bandas dos individuos dessas respectivas
populagdes € diferenciado (Figura 1) com
dteragbes no nimero e tamanho de fragmentos
produzidos.
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Figura 1. S= individuo sem maécula; 1= individuo com méacula intermedidria; M= individuo

com macula

Variabilidade genética em populactes
de Gymnotus

I ntroducéo

O g¢género Gymnotus possui  ampla
digtribuicdo geogréfica e G. carapo é a expécie
tipo. Pda grande semehanca morfoldgica entre
as egpécies deste género, muitas vezes ocorrem
identificacbes equivocadas de espécies que
acabam sendo denominadas como G. carapo,
sem na verdade s&la. Na planicie de inundacio
do 4dto rio Parand foram encontrados
espécimens com citétipos diferentes (2n = 40 e
2n = 54) (Borin & Jilio J., 1994) o que sugere a
existénciade mais de uma espécie.

As espécies dste género habitam gerdmente
ambientes lénticos, de &guas escuras e fundo
lodoso, com presenca de raizes, folhas e pedras
(Barbieri, 1981; Fernandes-Matioli, 1999). Na
planicie de inundacdo estd presente em lagoas e
em aguns canais, como o Corutuba, e IS rios
Baia e Iguatemi, sendo raramente encontrado na
cdha do rio Parana (Borin & Jilio J., 1994;
Agostinho & Jdlio Jr.,1999).

Outra caracteritica do Gyrmotus € ser um
peixe ndo migrador, 0 que segundo Ryman &
Utter (1987) levaria a deduzir que exise maior
diferenca genética entre as populagbes dessa
bacia do que entre populagbes de bacias
diferentess. O desenvolvimento de méodos
genéticobioquimicos e genéicomoleculares,
proporcionam a posshilidade de avdiar a
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vaiidbilidade genéica dentro e entre as
populagdes da planicie.

O edudo da vaiabilidade gendica de
Gymnotus no dto rio Parand, posshilitaria
compreender a importancia dos pulsos de
inundacdo no fluxo génico das espécies, sabendo
assim s a chdas homogenezarian as
populagbes de Gymnotus existentes nas lagoas
da planicie. Entretanto para isso s faz
necessio também a identificacdo das espécies
exigentes para que os vaores de variabilidade
tenham coeréncia

A dexpeito do fato desse género ndo ser
migrador, os pulsos de inundagdo, que
trandformavam a planicie praticamente em um
SO corpo d' &gua, permite levantar a hipbtese de
gue as subpopulacbes da &ea tém dto indice de
homogeneidade.

Objetivos

Avdiar a vaiabilidade genética de Gymnotus
(morenita) na planicie de inundacdo do dto o
Parang, através datécnicade RAPD e SPAR.

Objetivos especificos
(@) Obter indicacbes de que o pulso de
inundacdo da planicie agia com demento

homogeinizador das populagbes de Gymnotus
das lagoas da planicie.

(b) Verificar se 0s espécimens das diferentes
lagoas congtituem populagdes distintas umas das
outras.

(c) Identificar marcadores moleculares para
as epécies exigentes na planicie de inundagéo
do dto rio Paran&

M ateriais e méodos

As coletas foram redizadas em trés lagoas da
planicie de inundecdo do dto rio Paran& Lagoa
do Pernambuco - Rio Parand, Lagoa dos Patos -
Rio Ivinheima, e Lagoa do Pernambucano - Rio
Baia Foram coletados no minimo 15 individuos
de cada populagdo. Amostras de musculo foram
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coletadas de cada espécimen, fixadas em etandl
e estocadas em freezer —20 °C

A extracdo do DNA totd, foi feita de acordo
com a proposta de Whitmore et al. (1992).
Fragmentos de tecido muscular preservados em
etanol absoluto foram homogeneizados em tubo
eppendorf contendo 100 mM Tris-HCI (pH 8,0),
10 mM de EDTA, 0,1% de SDS, 50 mM de
ditiotreitol (DTT) e proteinase K (25 ng/mL)
por 24 horas em banhomaia a 42 °C. O DNA
foi purificado com uma extracdo de fenol/Tris
pH 8,0 e duas de cloroférmiofisoamilico (24:1).
O DNA obtido foi precipitado com etanol 100%
e ressuspendido em tampéo TE. A edimativa da
quantidade de DNA presente em cada amostra
foi feta através da comparacdo com o DNA do
fago | de concentragdo conhecida, por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8%.

A amplificacdo do DNA foi bassda nas
condigbes propostas por Bardakci e Skibinski
(1994). O primer provenientes do kit OPX
(Operon  Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA) foi tetados paa a <sdegdo dos
oligonucleotideos que srdo utilizados neste
trabaho. As amosras amplificadas foram
aplicadas em g de agarose 1,4% e coradas com
brometo de didio paa a visudizagdo e
comparagdo dos fragmentos amplificados

A técnica conhecida como SPAR (single
primers  anplifications  reactiong gera
marcadores moleculares efetivos em plantas e
animas (Gupta e al., 1994). A amplificacdo é
redizada via PCR e a peculiaridade da técnica é
0 emprego de um Unico primer com a seqiéncia
repetitiva de um microssatélite. As amodtras de
DNA foram amplificadas com o primer MICRO
11, nas condigbes propostas por Fernandes-
Matioli (1999) e os padrdes de bandas obtidos
foram comparado com os apresentados por essa
autora

Est® sendo tedtados e sdecionados 0s
primers do kit OPA. As amostras dos diferentes
locais de coleta serdo comparadas pela técnica
de RAPD.



COMPONENTE BIOTICO

Resultados prdiminares

Foram coletados um tota de 83 individuos,
sendo 29 do sstema Baia, 29 do ssema Parana
e 25 do sgema lvinhegma. O DNA de 63
expécimens foi  extraido, quantificado e
posteriormente  diluido para uso  nas
amplificagdes que ainda est@o em andamento.

Quatro primers para RAPD do kit OPX
foran sdecionados e utilizados para a
amplificacdo de onze individuos. Outros 63
individuos também foran andisados pda
metodologia SPAR, utilizando o primer
Microll e identificadas a0 nivel de espécies
aravés dos padrdes de bandas obtidos.

O polimorfismo revdado peos primers
RAPD pemite separar os individuos coletados
em dois grupos digdintos, que compartilham
poucos aelos dominantes nos locos detectados.
Eda diferenciacdo das populagbes € uma
indicacdo preliminar de que na planicie de
inundacd do dto rio Parana ocorrem pelo
menos duas espécies do género Gynnotus.

Os padrdes de bandas obtidos com o primer
microll foram comparados com os padrdes
especificos apresentados por Fernandes-Matioli
(1999). Os padrdes polimorficos detectados
sugerem a ocorréncia de duas espécies de
Gymnotus corroborando as informagBes geradas
com marcadores RAPD.

Distancia genética e fluxo génico entre
populacdes de pintado
Pseudoplatystoma corruscans (Pisces-
Siluriformes) isoladas pelos saltos de
Sete Quedas, Rio Parana

Introducéo

A condrucdo de reservatérios para geracdo
de energia dérica causa modificagbes no
padréo de dispersio de varias espécies de peixes
migratorios pela diminagdo de bareras
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geogréficas naturais (Agostinho e al., 1992).
Além disso, condituemse em novas barreiras,
impedindo a migragdo de peixes e, dependendo
das condicdes, podem levar a extingdo de
egpécies menos aptas a suportar esse tipo de
dteracdo (Godinho e Godinho, 1994).

Os Sdltos de Sete Quedas separavam o dto e
0 médio rio Paana e eram considerados uma
barreira geogréfica que separava duas provincias
ictiofaunigticas digtintas (Bonetto, 1986). Apds a
inundacéo pela formagdo do lago de Itaipu, em
1982, essa bareira foi dedocada 150 km a
jusante. O trecho anteriormente locdizado entre
Sete Quedas e a barragem de Itaipu passou a ter
continuidade com o dto rio Paana Como
consequéncia, pedo menos 17 espécies que
hebitavam o médio rio Paand aaxo de Sete

Quedas colonizaan o ato rio Paana
(Agodtinho et al., 1994).

E possivd que See Quedass ndo
representasse uma bareira absolutamente

intrangoonivel para a migracdo de peixes.
Agodinho & a. (1997) ressdtaran que em
periodos de cheias excepcionais agumas
epécies seriam capezes de superdla Espécies
ageis como curimba, dourado e pigpara talvez
pudessem trangpbla em dStuagbes em que o
desnivel diminuisse sensvemente. No entanto,
mesmo nessas ocasides, seria pouco provavel
que espécies de Siluriformes, como o pintado,
pudessem subir as Sete Quedas (Jllio Jr,
comunicacdo pessod). A dificuldade  de
Siluriformes em trangpor barreiras foi congtatada
por Godinho et al. (1991) em escada Situada na
barragem da UHE Sdto do Morais, rio Tijuco,
da bacia do Rio Parand no Edado de Minas
Gerais. Mesmo que se considere que os Saltos
de Sete Quedas impedissem quaquer subida de
Siluriformes, exidiria anda a possbilidade de
migragdo unidirecional e mistura de populagdes
pela descida nos Sdtos de Sete Quedas, de
adultos, ovos e larvas.

A exigéncda de bardras geogréfices isola

populagbes de peixes, podendo  gerar
polimorfismos  intraespecificos e divergéncias
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genéticas entre populagbes a0 longo do tempo.
A dteracd ou remocéo destas barreiras poderia
iniciar ou intendficar o fluxo génico entre
populagBes. Situagbes como edtas permitem
andisss da vaidilidade gendica e inferéncia
sobre fluxo génico e divergéncia genética entre
popul agdes.

Um metodo rgpido e dficente paa s
conduzir esdtudos de andise genética de
populaces € o RAPD ((Random Amplified
Polymorphic DNA), proposto por Williams et al.
(1990). Numerosos trabahos tém confirmado
gue esta metodologia é eficiente na detecgéo de
vaiagdo gendtica em epécies e populaghes de
diversos organismos, inclusve em peixes
(Bidawsd e Pumo, 1997; Caccone et al.,1997,
Cdlgas e Ochendo, 1998, Elo et al., 1997;
Jayasankar e Dharmdingan, 1997; Kuusipao,
1999; Liuet al., 1999; Williamset al., 1998).

A epécie Pseudoplatystoma  corruscans,
objeto deste estudo, popularmente conhecida
com pintado ou surubim, € uma espécie
migratéria de grande interesse comercid,
amplamente digtribuida na bacia do rio Parana
(Marques, 1993). Dadas as circunstancias
criadas com a barragem de Itaipu, as populagdes
desta egpécie edaiam sujeitas a dteragbes
dgnificativas no fluxo génico entre das
Portanto, € plausivel a hiptese de que mesmo
que as populagBes acima e abaixo de Sete
Quedas fossem geneticamente diferenciadas,
audmente a populagdo do lago e a populacio
da planicie estarian diminuindo a divergéncia
genética e goroximando-se da homogeneidade.

Negte trabaho foi avdiada, com a técnica de
RAPD, a diferenciacdo genética de populacles
de P. corruscans do médio e dto curso do rio

Parang, anteriormente separadas pelos Sdtos de
Sete Quedas.

M ateriais e mé&odos
Coleta e processamento das amostras

Foran edudadas as populagbes de P.
corruscans de trés regides do rio Parand, as
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quais teriam ddo influenciadas peos Sdtos de
Sete Quedas antes do fechamento da barragem
da usna hidrodérica de Itapu. Como
representante do dto rio Parand foi amodtrada a
populacdo da planicie de inundacdo na regido de
Porto Rico, PR, a gproximadamente 200 km da
posicdo de Sete Quedas. Do médio rio Parana
fol estudada a populacdo a jusante da barragem
de Yacyreta — Paragua/Argentina Antes da
construgéo das barragens de Itaipu e Yacyreta,
os individuos dessa populacdo podiam s
dedocar aé Sete Quedas. Também foram
amostrados individuos da por¢do superior do
reservatorio de Itaipu, que representaria o trecho
do médo rio Paranda que passou a ter
continuidade com o alto rio Parané (Figura 1).

Fragmentos de nadadeira adiposa ou tecido
muscular de 12 espécimes de cada localidade
foram coletadas entre marco de 1998 e maio de
2000. Oito das doze amostras do reservatério cb
Itaipu foram de tecido muscular, sendo as
amostras das demais locdidades compostas
somente de nadeiras adiposas. As coletas da
planicie de inundacd foram redizadas
diretamente dos espécimes vivos e nas demais
localidades foram obtidas em peixarias locais ou
diretamente dos pescadores. Os fragmentos de
nadadeira adiposa e tecido muscular foram
preservados em dcool etilico comercid (97%) e
posteriormente estocados em freezer (20 °C).

Para a extragcdo de DNA gendmico totd, foi
utilizada a metodologia proposta por Whitmore
e al. (1992), com dgumas modificacles.
Fragmentos de aproximadamente 30 mg de
nadedeira adiposa ou tecido  muscular
preservados em etanol foram colocados em tubo
eppendorf contendo 500 . de tampé&o (100 mM
TrisHCl pH 80, 10 mM EDTA, 0,1% SDS, 50
mM ditiotreitol e 50 ng proteinase K) por
aproximadamente 24 horas em banho-maria a 42
°C. Em seguida, o DNA foi purificado com uma
extracdo de fenol/Tris pH 80 e duas de
cloroférmio/dcool isoamilico (24:1). O DNA
obtido foi precipitado com eanol 100% e
ressuspendido em agproximadamente 30 ni. de



COMPONENTE BIOTICO 189 GENETICA

tampdo 1/10 TE (1 mM Tris pH 8,0; 0,1 mM entéo incubada em banho-maria a 37 °C por 1
EDTA) + RNA= (20 ng/mL). A suspensio foi hora para a digestéo do RNA.
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Figura 1. Localizacdo das éreas de coleta no rio Paran& planicie de inundagdo do alto rio
Parana (1), porgdo superior do reservatério da usina hidrodérica de ltaipu (2),
jusante da barragem da usina hidroeléricade Yacyreta (3).
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A edimativa da quantidade de DNA presente
em cada amostrafoi feita pela comparagdo com
DNA do fago | , de concentragdo conhecida, por
meio de detroforese em gd de agarose 0,8 %.
Com base nedtas edtimativas, as amostras foram
diluides para a concentragdo de 5 ng/nk e
novamente quantificadas para diminuir a
posdbilidade de ero.

As amodras de DNA das diferentes
populagdes foram comparadas pela técnica de
RAPD. A amplificacdo foi feita em uma midura
de reecdo com um volume totd de 13,
contendo 10 ng DNA, 0,46 nM de cada primer,
1 U TayDNApdimerase, 200 nM de cada
dNTP, 2 mM MgC}, e tampdo (20 mM Tris-HO
pH 8,0; 50 mM KCl).

As condigbes de amplificacdo do DNA foram
baseadas em Almeida (1998), em termociclador
programado para uma etgpa inicid de 4 min a 92
°C, seguidos de 40 ciclos de 1 min a 92 °C, 1
min 30 seg 240 °C e 2 min a 72 °C, e uma etgpa
find de 5 min a 72 °C. Os oligonudeotideos
utilizados neste trabalho foram sdlecionados dos
kits OPA, OPX e OPW (Operon Technologies
Inc., Alameda, CA, EUA). Paa a sdecdo dos
primers 0 DNA de um individuo foi utilizado
para a amplificacdo de todos os primers dostrés
kits utilizados. Ap6s a amplificagdo, foram
escolhidos os oligonucleotideos que produziram
maior quantidade de bandas.

As amodtras amplificadas para a comparacéo
das populagbes foram eplicadas em gd de
agarose 1,4 % contendo brometo de etideo (0,02
%) em cuba contendo tampdo TBE (Tris-
borato-EDTA) e submetidas a um campo
gérico de 80 V. Ap6s uma corrida de
goroximadamente 10 cm, o gés foram
fotografados para andise poderior.  Os
tamanhos, em pares de bases, das sequéncias de
DNA amplificadas foram edimados por
comparacdo com um padréo (Ladder 100 pb,
Gibco BRL).
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Andlise dos dados

As comparagies foram redlizadas a partir do
conhecimento da presenca (1) ou auséncia (0) de
fragmentos RAPD para cada individuo. Para as
andlises, foram utilizados os locos polimorficos
a0 nivel de 5% (Strickberger, 1985). Para testar
diferencas dgnificativas nas frequéncias dos
marcadores em  diferentes  populagbes  foi
utilizado o teste G (Sokd e Rohif, 1969). O teste
exao de Fsher foi utilizado para detectar
diferencas entre as populagBes, consderando-se
todos os locos simultaneamente (Raymond e
Rousset, 1995).

A edatistica F's; de Lynch (1991) e Lynch e
Milligan (1994), andoga a eddidica Fs de
Wright foi utilizada para cdcular o fluxo génico
(Nm) entre as populacbes. A distancia genética
D'jj foi caculada conforme Lynch (1991). Esta
digéncia é andoga a digéncia ndo enviesada de
Nei.

Resultados

Foram testados sessenta primers dos kits
OPA, OPX e OPW. Dedtes, dezenove foram
sdecionados com base no ndmero e na nitidez
das bandas produzidas. Conforme consta na
Tabela 1, o nimero de fragmentos gerados por
primer variou de 5 a 14 e o tamanho dos
fragmentos variou de 400 a 2540 pb. Dos
primers  sdecionados, s@s  amplificaram
somente locos monomérficos (32 locos), e os
treze redantes amplificaram 120  locos,
totdizando 152. Destes, 27% (41 locos) foram
considerados polimérficos ao nivel de 5%.

N& foram oObservadas diferencas na
qualidade dos fragmentos amplificados entre
amostras coletadas de espécimes vivos e de
peixarias. Houve um dto grau de uniformidade
dos locos amplificados entre todas as amostras
coletadas, como mostrado na Figura 2, que
ilustra 0 resultado de amplificacdo pela técnica
de RAPD com o primer OPA-10.

Os resultados do teste G para estes locos
etdo ligados na Tabda 2. Apenas dois locos
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(OPW-5g3, € OPW-9y35,) modtraram diferencas
interpopulacionais  dgnificaivas. A populagéo
da regido a montante de Itapu e a jusante de
Yacyrela ndo  agpresentaram diferencas
sgnificativas em nenhum loco. Estes resultados
indicam baixa diferenciacdo entre as trés

GENETICA

populagbes estudadas. Do mesmo modo, pelo
teste exato de Fisher (Tabela 3), considerando-se
todos os locos Smultaneamente, as populagdes

também
sgnificativas.

nao

mostraram

diferencas

Tabela 1 — Primas RAPD sdecionados dos kits Operon A, X e W para a comparacdo de

populagdes do Pintado, Pssudoplatystoma corruscans do rio Parana

PRIMERS SEQUENCIADE N°DELOCOS N°DELOCOS TAMANHO DOS
NUCLEOTIDEOS DETECTADOS POLIMORFICOS FRAGMENTOS (PB)
5 ® 3) A 5%

OPA-01 CAGGCCCTTC 13 2 620— 2090
OPA-10 GTGATCGCAG o7 3 430- 1220
OPA-11 CAATCGCCGT 07 4 550— 1700
OPA-12* TCGGCGATAG 05 0 670— 2180
OPA-16 AGCCAGCGAA 14 7 600— 2340
OPX-05* CCTTTCCCTC 06 0 1000- 1800
OPX-07* GAGCGAGGCT 05 0 800— 1900
OPX-09* GGTCTGGTTG 05 0 400- 1200
OPX-17 GACACGGACC 06 1 630— 1620
OPW-03 GTCCGGAGTG 06 5 470- 1580
OPW-05 GGCGGATAAG 10 4 570— 1640
OPW-06 AGGCCCGATG 13 3 410-2320
OPW-08* GACTGCCTCT 05 0 400- 1780
OPW-09 GTGACCGAGT 14 6 690— 2160
OPW-10 TCGCATCCCT 06 3 880-1690
OPW:11 CTGATGCGTG 12 1 590— 2540
OPW-15* ACACCGGAAC 06 0 550— 1900
OPW-17 GTCCTGGGTT 05 1 690— 1930
OPW-19 CAAAGCGCTC o7 1 500— 2260
TOTAL 152 41

* Primersque amplificaram somente locos monomarficos
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Figura 2. Fragmentos de DNA de Psaudoplatysoma corruscans (pintado) do rio Parana
amplificados com o primer OPA-10. (1) Marcador de peso molecular Ladder 100
pb, Gibco BRL; @ a 13) amosras da planicie de inundagdo @ alto rio Parand; (14
a19) amostrasdo reservatério de I taipu; (20) branco.

Os resultados do teste G para estes locos
edd0 ligados na Tabda 2. Apenas dois locos
(OPW-5¢3, € OPW-9y5,) mogtraram diferencas
interpopulacionais sgnificativas.

A popuacéo da regido a montante de Itaipu e
a jusante de Yacyreta ndo gpresentaram
diferencas significativas em nenhum loco. Estes
resultados indicam baixa diferenciacdo entre as
trés popul acdes estudadas.

Do mesmo modo, pdo teste exato de Fisher
(Tebela 3), consderando-se todos os locos

smultaneamente, as populagdes também néo
mostraram  diferencas  significativas.De acordo
com o0s resltados da andise espacid,
observamos que as maiores ocorréncias de ovos
para a superficie foram obtidas nos pontos P02,
com 28,73 ovos/10n?, P05, com 4,26 ovos/10m’
e P09, com 4,05 ovos/10nT (Fig. 3A). JA para as
coletas de fundo as capturas mais relevantes
foram registradas nos pontos P02, com 11,52
ovos/10m®, PPO3 com 9,29, e P09, com 7,76
ovos/10m® (Fig. 3B).
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Tabda 2. Reaultados do teste G para heterogeneidade nas frequéncias de marcadores RAPD entre
amostras do Pintado (Pseudoplatysoma corruscans) coletadas na planicie de inundagdo do alto
rio Parana (PL), na regido a montante da barragem da usina hidrodérica de Itaipu (IT), na
regido ajusante da barragem da usina hidrodétricade Yacyreta (YA)

PLXIT PL XYA ITxYA PLXIT x YA
Lo G PGL=Y) G PGL=Y) G PGL=Y) G P(GL=1)
OPA-10u00 1085  >005 0521 >005 0104  >005 1145  >005
OPA-1L7 0954  >005 0099  >005 0441  >005 1003 >005
OPA-1 e 0379  >005 00  >005 0379  >005 0501  >005
OPA-162310 0016  >005 0441  >005 0276  >005 0491  >005
OPA-161430 0840  >005 0101  >005 0375  >005 0852  >005
OPA-161 1315  >005 0145  >005 2280  >005 2421 >005
OPA-16500 0205  >005 00  >005 0205  >005 0381  >005
OPA-164 0020 005 0101  >005 0203  >005 0213 >005
OPX-17510 0521 005 0904  >005 2750  >005 2755  >005
OPW-034310 0230  >005 0229  >005 0954  >005 0954  >005
OPW-05,640 0954 005 1658  >0.05 0101  >005 1839 005
OPW-05550 0441  >005 0953  >005 0099  >005 1003 >005
OPW:05s30 5380  *<005 8062  *<001 0379  >005 8375  *<005
OPW:05740 0405  >005 0117  >005 0954  >005 0976  >005
OPW-061770 2085  >005 1368 >005 0498  >005 3208 >005
OPW-094210 5635  *<005 8062  *<001 0200  >005 8535  *<005
OPW- 1060 0877  >005 1368  >005 0044 005 1546 005
OPW-10:20 1228 >005 2585 005 020  >005 2666  >005
OPW-19:70 0044 005 3139 >005 2340  >005 3700 005
T‘ﬂ; ;‘Zrm de 22650  >005 =2413  >0.05 =205 >0.05 =21 >005

Obs.:Osnumer os ao lado dos locos r epr esentam o tamanho, em par es de bases, dos fragmentos amplificados.

Os vdores de F 4, utilizando a etatigtica de
Lynch (1991) e Lynch e Milligan (1994), foram
baixos entre as populagdes do rio Parana (Tabela
3), variando de 0,030 a0,112, sendo que o
menor valor correspondeu & populagdes do
reservatério de Itaipu e a populagdo coletada a
jusante da usna de Yacyreta, e o maior vaor foi
encontrado entre a populacdo da planicie de
inundacdo do dto rio Paran4 e a regio a jusante
de Yacyreta O fluxo génico foi também maior

entre a populagdes do reservatdrio de Itaipu e de
jusante de Yacyreta, com nimero médio de
migrantesNm = 8,1.

Conforme consta na Tabda 4, a digéncia
gendtica foi menor entre a populagdo do
reservadrio de Itaipu e a populagdo da regido
Situada a jusante da barragem de Yacyreta O =
0,0298) e maor entre a planicie de inundacéo e
aregido ajusante da barragem (D = 0,1120).
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(FST) do Pintado

(Pseudoplatystoma corruscans) do rio Parana e nimero médio de migrantes por

geragdo (Nm). PL= planicie de inundagdo do alto rio Parang

IT= regido a

montante da barragem da usina hidroelétrica de Itaipu; YA= regido a jusante da

barragem dausinahidrodéricadeYacyreta.

F s Nm

oL YA 0.112 20
(0.128)
0090

PL—IT 25
(0.127)
0,030

IT-YA 81
(0.074)

Os numeros entre par énteses representam o desvio padr do.

Tabela 4. Digtancia genética de Lynch entre populages do Pintado, Pseudoplatystoma
corruscans. PL= planicie de inundagdo do alto rio Parang; IT= regifio a montante
da barragem da usina hidrodétrica de Itaipu; YA= regido a jusante da barragem

dausina hidrodérica de Yacyreta.

DISTANCIA GENETICA DE LYNCH

PopuLACOES
PL IT YA
PL 0,0000
IT 0,0898 0,0000
YA 01120 0,0298 0,0000

Discussio

Os resultados foram, de modo gerd,
concordantes em indicar baixa divergéncia
gendtica entre as trés populagbes de P.
corruscans estudadas. No  entanto, adgumeas
edimativas obtides parecem indicar que
persstemn diferencas entre as populages. S&o
diferencas de peguena magnitude, mas que
refletiriam a existéncia, pdo menos em baixo
nivel, de heterogeneidade gendtica
interpopulaciond.

Os testes de contingéncia e exato de Fisher
néo detectaram diferenciacdo significativa entre

quaisquer combinagdes das populagdes. Da
mesma forma, as edimativas de FST n&o
evidenciaram diferenciacdo entre as populagdes
por deiva genéticaa Apesr de baixas, as
edimativas de F ST foram mais eevadas entre
a populacio da planicie e as populagbes de
Itapu e Yacyreta. As edtimativas de Nm, o
equivdlente a0 nimero de migrantes  por
geracdo, foram relativamente dtas, com o
minimo de 2,0 entre as populacdes da planicie e
de Yacyreta Os resultados de Nm seguiram um
padrdo inverso aos encontrados para F ST,
como seria esperado, uma vez que Nm éum
parmetro  genético-populaciond  derivado  de
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F ST. Vdores de Nm acima de 1 indicam que o
fluxo génico € um fator auante contra a
diferenciacdo genética entre as populagdes
(Strickberger, 1985).

Estes resultados sugerem que as populagdes
de P. corruscans das regides da planicie de
inundacdo, Itaipu e Yacyreta estariam, de fato,
conectadas por fluxo génico no periodo anterior
aconstrucdo das duas barragens. A intensidade
do fluxo génico teria Sdo de td ordem que
redringiu a diferenciacdo das populagbes em
niveis ndo detectavels, ainda hoje, pelos testes
de significancia.

Por outro lado, as distancias genéticas,
esimadas pela metodologia de Lynch, mastram
diferencas genéticas expressvas entre a
populacdo da planicie e as populagdes de Itaipu
(D’ = 0,0899) e Yacyreta (D' = 0,1120). Nesta
egpécie, ja foi constatado que mesmo entre
populacbes geograficamente muito  distantes,
como a populacdo da planicie e da populacdo
dos rios CuiddManso, a etimaiva de
digancia genética € de magnitude semelhante
(Sekine ¢ d., 2000). Assm, o distanciamento
encontrado suporta a interpretacdo de que,
embora em niveis baixos, ha diversdade
gendtica entre as populagdes de pintado do
médio e dto rio Parana

Portanto, 0 conjunto de resultados obtidos
fornece indicagies suficientes para sustentar a
conclusio de que os Sdtos de Sete Quedas
condituiam uma bareira que promovia, ao
menos parcidmente, o isolamento reprodutivo
entre as populagdes de pintado residentes a
montante e a jusante. O obstéculo oferecido por
Sete Quedas ndo seria absoluto, pois entre as
populacdes da planicie e Yacyreta foi detectado
fluxo génico equivdente a dois migrantes por
geracdo. Ha que se consderar, todavia, que este
nimero de migrantes poderia representar uma
Uperesimativa em reacd a0 que seria
encontrado antes do fechamento da barragem
de Itaipu e o conseglente contato entre as
populagdes. Os individuos do médio rio Parand
que ficaram na regido inundada representavam
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uma amostra da populacdo a jusante. Quaquer
nivd de intercAmbio genético entre os
individuos retidos no represamento e a
populacdo da planicie teia como €feito o
aumento do Nm edimado entre a planicie e
Yacyreta.

Deve ser ressatado que todos os parémetros
populecionais estimados evidenciaram que a
populagdo de ltEpu Stua-se  geneticamente
mais proxima da populacd de Yacyreta O
indice FST entre as populaghes Itaipu e
Yacyreta foi trés vezes menor do que entre a
planicie e Itaipu. Em consondncia com estes
resultados, o fluxo génico estimado entre Itaipu
e Yacyrea também foi aproximadamente trés
vezes maior do que o estimado para a planicie e
Itaipu. Findmente, com a disténcia de Lynch
foi encontrado o0 mesmo padrdo, com a
edimatiiva D' =0,0899 entre a populacdo da
planicie cerca de trés vezes maior do que a
dstanciaD’ =0,0298 entre Itaipu e Y acyreta

Uma interpretacédo plausivd paa o maior
disanciamento entre as populagdes da planicie
e ltapu em rdacdo a combinacdo Itaipu e
Yacyreta, seria a exigéncia nesta espécie, ao
menos de forma parcid, de comportamento
migratdrio de retorno ao locd de nascimento
para a reproducdo (natad homing). Atuamente,
a populacdo de Itaipu poderia ser condituida

predominantemente  por  descendentes  da
populacdo do médio rio Parana que foi
inundado pelo lago e anda edaia se

reproduzindo em locais didintos  daqueles
utilizados pela populacdo da planicie Se, de

fato, P. corusans  gpresenta esse
comportamento, a consequéncia seria um
isolamento  reprodutivo  entre  as  duas

populacdes, mesmo depois do adagamento ter
posshilitado o intercAmbio genético. Assm,
como a mauridade sexud em P. corruscans
iniciase por volta dos trés anos de idade
(Resende et d, 1995; Sato et d., 1997), o
comportamento de volta eo loca de nascimento
teria prevenido o intercAmbio genético intenso
entre as duas populagdes por, pelo menos, seis
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geracles apdés o fechamento da barragem de
Itaipu.

Embora sga dstematicamente detectada, a
maior disténcia entre as populagdes de Itaipu e
da planicie em rdacdio a Itapu e Yayreta
condituiria uma evidéncia ténue para o
comportamento de reprodugdo nos locais de
nascimento, ou smplesmente locais diferentes
para as duas populagdes. Portanto, estudos
adicionais s80 necessaios para demonstrar
exigéncia de locas preferencias paa a
reproducéo, que Nd0 Sriam OS MEesSMos para a
planicie de inundacd e para a populagdo de
Itaipu.

[Propagacéo vegetativa de
Lonchocarpus guilleminianus
(Fabacea) em floresta riparia

regenerada, no municipio de Porto
Rico (PR)

I ntroducao

A importancia que as &reas ripaias tém na
vida do homem moderno tem sdo tratada por
diversos autores (Souza, 1998; Souza, 1999;
Rodrigues, 1991; Mantovani, 1989). Entretanto,
sua relacdo com o equilibrio do ecossistema
agqudtico tem causado mais impacto, pois trata,
dentre outras, de questdes sobre a quaidade da
agua pelo consumo humano (Rizzi, 1963).

A bacia do rio Parana doriga, dentre outras
formacbes de menor extensdo, a floresta
edtacional semidecidual, com caracteristicas
proprias, relacionadas, principdmente, & menor
umidade e a riqueza especifica inferior quando
comparada com outros grandes dominios
florestais brasleiros, como as florestas
amazonica e atlantica (Leitdo Filho, 1987).

Na regido noroeste do Estado do Parand e
sudeste do Mato Grosso do Sul encontra-se um
importante trecho do rio Parand com leto
ainda ndo represado, onde diversos estudos
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vém sendo desenvolvidos (Vazzoler et al.,
1997). Estéo sendo efetuados estudos de cunho
boténico, com levantamento de flora (Souza et
a., 1997; Romagnolo et al., 1994; Souza e
Souza, 1998), da fitossociologia dos
remanescentes florestais (Souza et al., 1997),
da dindmica na restaurac@o natura das florestas
(Souza, 1998) e outros.

O edudo fitossociologico desenvolvido por
Souza (1998) demonstrou a importancia de
Lonchocarpus guilleminianus, uma espécie
hdlidfita, possui um remanescente florestd da
margem esquerda do rio Parana, municipio de
Porto Rico (PR). Essa espécie, conhecida como
feijdo-cru ou imbira, € arbdrea e pode aingir
aé 24 metros de dtura Ocupa a primera
colocagdo quanto ao Vaor de Importéncia (VI).
No cdculo de VI sdo somados os vaores dos
descritores estruturais de fregliéncia, densidade
e dominancia reldivas. Nesta &reg, a esimdiva
de VI de L. guilleminianus abrange um quarto
do VI totd. Sendo um remanescente florestd
resultante de uma regeneracdo natural ocorrida
apés intensa  antropizecdo, este resultado
demondra, inequivocamente, a importancia que
essa egpécie teve na regeneracdo natura da
aea

Aparentemente, a espécie L. guilleminianus
apresenta a reproducdo sexuada como principd
edratégia reprodutiva em ambientes floredtais
com pouca ou nenhuma ateracdo na cobertura
origind (Souza, 1998). No entanto, esta autora
encontrou indicios de que um mecanismo de
propagecdo clonad poderia ser uma dternativa
atuante nas fases iniciais de ocupacdo em aress
de queimada. Na colonizacdo da &ea devestada
pelo fogo formam-se aglomerados de plantas
jovens que poderiam derivar de propagacéo
vegetativa, por um brotamento de raizes. As
plantas que tiverem sucesso formariam
agrupamentos adultos em florestas regeneradas.
O remanescente florestal de Porto  Rico,
mencionado anteriormente, possui
agrupamentos de L. guilleminianus que
poderiam ser origindrios de brotamentos.
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No Laboratério de Gendtica Gerd do DBC-
UEM, condigles de infra-estrutura e recursos
humanos permitiram a interacd com outros
grupos de pesquisa e complementagcdo de
informagdes. Diante do crescente avango das
areas de florestas perturbadas, esta foi uma
oportunidade para aguiscdo de conhecimentos
que subsidem a daboracdo de moddos de
revegetagéo.

Nege trabaho, foi esudada a variabilidade
genética de L. guilleminianus na floresta ripéaria
regenerada no municipio de Porto Rico, PR, via
RAPD-PCR. Segundo Badiand & a, edtes
marcadores tém se mostrado eficientes na
identificacdo de clones.

Objetivos:Os  principais  objetivos  propostos
para o desenvolvimento deste trabaho foram:

Objetivo geral: Obter informacbes acerca do
comportamento  de L. guilleminianus na
colonizaco de éress desflorestadas.

Objetivos especificos: Andisy a variabilidade
genética, acessada pela técnica RAPD-PCR, na
populacdo de L. guilleminianus exigtente em
floresta rip&ia regenerada, & margens
exquerdas do dto rio Parand, em Porto Rico
(PR);

Demondrar, utilizando RAPD-PCR, a
ocorréncia de propagecdo vegetdiva em L.
guilleminianus em floresta riparia regenerada,
& margens do dto rio Parana, em Porto Rico
(PR).

Materiais e méodos

A quatificacdo e andise da variabilidade
gendtica foi efetuada com a utilizacdo da
técnica de RAPD. Os procedimentos para a
aplicacéo desta técnica foram conduzidos no
Laboratdrio de Gen&ica Gerd do DBC-UEM e
no Laboratdrio de Genética e Citogenética do
Nupdia- UEM.

A amostragem para a investigagcdo sobre a
reproducéo vegetativa foi redizada
deliberadamente  dentro de agrupamentos de
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avores. Conforme Souza (1998), caso
derivassem de brotamentos as arvores estariam
agrupadas em uma areacom raio de5a 10 m.

Padronizagdo da técnica de extragéo do DNA

Folhas jovens foram coletadas de grupos de
individuos amodtrados na populagdo de L.
guilleminianus. As amostras foram refrigeradas
para transporte. No laboratorio as amostras
foram mantidas a —20 °C e dgumas repeticdes a
—70 °C para mehor conservecd do DNA.
Extrau-se 0 DNA tota de todas as amostras
utilizando-se o protocolo de extragdo de Doyle
e Doyle (1987). Em sguida o DNA fai
guantificado em gd de agaose 0,8%.
Essencidmnete, a quantificacdo consistiu na
comparacdo do DNA contido em determinado
volume de cada amosra com quantidades
conhecidasde DNA | (Gibco BRL).

Avdiourse 0 resultado obtido e entdo,
testaramse adgumas amostras com 0 Mmesmo
protocolo, porém com dgumes dteragbes. As
modificagbes introduzidas foram as seguintes
apds a maceracdo das amostras com 0 mesmo
protocolo e acréscimo de tampdo, elas foram
incubadas a 60 °C ao invés de 65 °C como no
protocolo origind, e o tempo de incubacéo foi
reduzido de 30 minutos para quinze minutos. O
DNA totd foi ressugpenso em 30 ni de TE a0
invés de 300 ni. Procedeurse da mesma forma
com as amostras restantes. Durante 0s
intervalos entre uma extracdo e outra, as
amodras eram devidamente quantificadas. Ao
término das extragbes e  respectivas
quantificagbes, observouse que agumas
amodras produziram apenas 5 ng de DNA ou
menos, enquanto que outras nem mesmo
goresentaram DNA. Estes rendimentos seriam
inauficientes para poderior amplificacdo. Na
tentetiva de solucionar este problema, nova
extracdo foi redizada com a mesma técnica,
mas com amostras armazenadas do freezer a —
70 °C, pois acreditavase que edtas etariam
melhor preservadas. Os resultados mostraram-
e sidadrios para dgumas  amodiras,
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enquanto que a maioria continuava com pouco
DNA. A olucdo foi encontrada agpds a
utilizacdo do protocolo de Murray e Thompson
(1987), no qud utilizase CTAB, que mostrou-
s diciente para 100% das amodiras que foram
avdiadas. Paa ede protocolo foi utilizado o
mesmo tampdo de extracdo do anterior, apesar
deste possuir um tamp@o diferente. Para andise
dos resultados deste protocolo, outras extragoes
foram redizadas conforme necessarias e
também para comparacdo com o protocolo
anterior.

Amplificagdo do DNA com primers RAPD

O polimorfismo molecular foi avaiado com
a técnica de RAPD-PCR, que s bassia na
amplificacdo de segmentos de DNA genbmico
utilizando vérios primers curtos (10-11 bases)
de sequéncias nuclectidicas arbitrarias. Note-se
que os primers RAPD amplificam sequéncias
desconhecidas do DNA gendmico. Cada primer
= anda a0 DNA em uma ou mais locaidades,
de acordo com o grau de homologia A
amplificacdo ocorre em regifes intermedidrias
aos primers pareados em fitas opostas, distantes
até 4-45 kb. Esta técnica permite investigar
variagdes no genoma baseando-se no nlmero e
tamanho dos fragmentos  amplificados
(fragmentos de RAPD).

As condicbes de amplificacdo de DNA
foram baseadas na metodologia recomendada
por Ferreira e Gratapaglia (1996). Foram
testados primers dos kits OPA, OPX e OPW
(Operon Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA) para a sdecdo dos oligonuclectideos que
foram utilizados. No tota, foram sdecionados
11 primers OPAQ2, OPA04, OPAO7, OPA17,
OPX01, OPX03, 0PX04, OPX07, OPWO3,
OPW11 e OPW13. As amodtras amplificadas
foram eplicadas em gd de agarose 14% e
coradas com brometo de etideo paa a
identificag@d e comparacdo dos fragmentos
amplificados.

A vaidblidade genética foi inferida pea
proporcéo de locos polimérficos na popul acéo.
Os tedes paa veificagdo de reproducéo
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assexuada foram andisados pela
correspondéncia de fragmentos de DNA. A
ocorréncia  de  fragmentos  diferenciais
descataria a possbilidade de dois individuos
serem clones naturais.

Resultados e discussao

Durante a primera extracdo, todas as
amodtras foram utilizadas e constatouse que de
32 amodiras, gpenas 6 gpresentaram resultados
aproveitaveis (com peso de 5 ng a 50 ng). Apds
a modificacdo de aguns itens do protocolo de
Doyle e Doyle (1987) (protocolo 1), verificou-
s maor rendimento de DNA. Porém, ao find
das extragbes com o protocolo modificado,
observou-se que adgumas amodtras
goresentaram  baixo  rendimento,  produzindo
menos do que 5 ng de DNA, enquanto que de
outras nem mesmo foi possivel a deteccdo do
DNA. A extracdo de DNA a patir folhas
conservadas no freezer —70 °C mostrou melhor
resultado somente para dguns individuos. Os
testes com o protocolo de Murray e Thompson
(1987) produziram resultados consistentes em
100% das amostras andisadas. Posteriormente,
amodiras que haviam sdo processadas com o
protocolo de Doyle e Doyle (1987) origind e
modificado, foram testadas com protocolo de
Murray e Thompson (1987) e na maoria dos
casos o0s produtos foram de 20 a 100 ng de
DNA. A Fgua 1 modra exemplos de
individuos aos quais os dois protocolos foram
testados, podendo-se obsarvar que na maioria
dos casos a extragcdo de Murray e Thompson
(1987) proporcionou maior rendimento. Na
amplificagd, o DNA extraido por todos os
protocolos foi eficiente e de boa qudidade, ou
sga, a maloria sem degradagdes. Portanto, para
L. guilleminianus, todos os protocolos testados
extraem DNA de boa qudidade, porém, o que
oferece  um maor rendimento, tanto das
amodras refrigeradas a —20 °C como nas
refrigeradas a — 70°C, é , de acordo com os
resultados obtidos, o protocolo de extracdo com
CTAB de Murray e Thompson (1987).

Em relacdo a amplificacdo das amodtras, 0s
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fragmentos de DNA dos cinco grupos
amodrados foram avdiados. Em dois grupos
deles foram encontrados individuos com
padrdes de bandas idénticos.  Contudo,

constatourse também que muitos individuos
dentro de um agrupamento possuiam perfis de
bandas diferentes. A Fgura 2-A mostra
marcadores moleculares em dois individuos do
grupo A e dois individuos do grupo B,
indicando que esses individuos possam ser
clones.

Figura 2-A e 2B — Marcadores moleculares de
L.guilleminianus amplificados com primer
OPAO7. PM=Peso molecular; Al
A6=individuos do grupo A; B7 a Bll
individuos do grupo B; C12 a Ci3
individuos do grupo C; D15 a d22
individuos do grupo D; E23 a E32
individuos do grupo E. Setas marcadores
que indicam polimorfiano  entre  os
individuos da populagdo de Lonchocarpus
guilleminianus

o mnnow
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Obsarva-s2 porém, na Figura 2-B,
marcadores moleculares (setas) que revelam
diferencas dentro de um mesmo grupo, pela sua
presenca em aguns individuos e auséncia em
outros, sugerindo que esses individuos sgam
derivados de reproducdo sexud. Portanto, com
base nos resultados obtidos, as andises feitas
sugerem que nesta egpécie a edratégia de
ocupagdo de &eas deflorestadas poderia estar
baseada em uma combinacdo de propagacéo
clond e reproducéo sexud.

Conclusdes

Com base nos resultados obtidos, conclue-se
gue a edratégia de ocupacdo de Lonchocarpus
guilleminianus pode ser predominantemente
sexuada, com ocorréncia pouco freqlente de

propagecdo vegetativa

Diferenciacdo genética entre
populagdes Hemisorubim
platyrhynchos (Pisces: Pimelodidae)

separadas pelos saltos de Sete
Quedas, Rio Parana

I ntroducéo

A construcdo de reservatorios para a geragéo
de enagia dérica € uma das dteragbes mais
importantes para as espécies de ambientes
aguéticos continentais. Uma das consequiéncias
dos barramentos de rios so as modificagbes na
ictiofauna, impostas pea diminagdo de
barreiras geogréficas, 0 que causa modificagdes
no padréo de dispersio de véaias espécies de
peixes migratorios, introduzindo-as nas &eas a
montante da baragem. Além disso, as
barragens  hidreléricas  congituem  novas
barreiras, impedindo a migracdo de peixes,
podendo, dependendo das condicbes, levar a
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extincdo espécies menos aptas a suportar esse
tipo de dteracéo.

Os sdtos de Sete Quedas sempre foram
condderados uma barreira eficiente que isolava
as populagdes de peixes do médio e dto rio
Parand, embora em chelas excepcionas
adgumas espécies tavez pudessem transpd-la
(Agodinho et al. 1997). A suposgio de
isolamento das populagbes a montante e a
jusante de Sete Quedas é reforgada pelo fato de
varias epécies que ocorriam no trecho médio
ndo estarem representadas no ato rio Parana.

As bareras geogréficas podem gerar
polimorfismo  intraespecificos e divergéncias
genéticas entre populagBes ao longo do tempo.
Como consegliéncia seria esperado que a
intenddade e o tempo de isolamento seriam
proporcionais a diferenciacd genética das
populagdes separadas por ese  acidente
geogréfico (Hartl e Clark, 1989).

Com o represamento em 1982 e a formacéo
do lago de Itaipu, um segmento do médio rio
Paand acima da baragem passou a ter
continuidade com o dto rio Parana Mesmo que
a populagbes de peixes  edivessem
geneticamente diferenciadas, com o contato das
populagies é possivel  que atudmente esteja em
andamento um processo de reducdo das
divergéncias genéticas. Ainda assm, devido a0
pouco tempo de contato, as populagBes abaixo
da baragem continuariam isoladas e as
possiveis diferencas com a populecio a
montante ndo seriam  totdmente  diminadas,
embora pudessem edar aenuadas pela mistura
ocorrida com a formagéo do lago.

E possivel testar a hipdtese de que os sdtos
de Sde Quedas condituiam uma barera
efetiva para a migragdo de peixes. A condicdo
de eypécie migadria de Hemisorubim
platyrhynchos (Burgess, 1989; Resende e al,
1996) permitiu que fosse utilizada neste
trabdho para obtencdo de evidéncias de que os
sdtos de Sete Quedas condituiam uma barreira
gque promovia a diferenciacdo  gendica
intreespecifica em espécies de peixes que
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ocorrem nos segmentos médio e dto do rio
Paran&

Pretende-se, com este estudo, obter
evidéncias de diferenciacdo genética entre as
populagbes de Hemisorubim  platyrhynchos
Separadas pelos saltos de Sete Quedas.

Materiais e méodos

A  eypécie Hemisorubim  platyrhynchos
(Figura 01), utilizada neste trabaho, € o Unico
representante do género  Hemisorubim So
tipicamente de agua doce, atingem cerca de 30
cm de comprimento e possuem cabega
achaada A nadadéra adiposa € bem
desenvolvida e a nadadera caudd inferior é
mais desenvolvida que a superior. A edtrutura
da boca, com a mandibula mais desenvolvida
do que a maxila (prognatismo) e os dentes
dispostos em faixa, como lixa, sdo indicadores
de hébito dimentar carnivoro. A distribuicio
geografica dessa espécie estende-se do Orenoco
até a bacia platina. Na regigo do dto rio Parana
€ conhecida como jurupoca. Outra constatagio
€ o0 hébito migratério e a presenga muito
freqliente de H. platyrhynchos junto acalha do
ro ou, peo menos, em ambientes que tenham
ligacdo muito préxima com o ldto principa do
rio (Burgess, 1989; Resende e al., 1996).

Foram coletadas amostras de mulsculo e
nedadeira adiposa de 18 individuos da espécie
Hemisorubim platyrhynchos da planicie de
inundagdo do dto rio Parand (ver Fig.litem
sobre Gymnotus e de 8 individuos da regido de
Yacyreta no Paragual. As amostras de 10
individuos da planicie de inundacdo foram
retiradas de peixes do trabaho de mestrado
desenvolvido por G.M. Guiddli, do laboratério
de Ictioparastologia do Nupelia. Os membros
da equipe do laboradrio de Gendica Gerd
(DBC-Nupdlia) SM.A.P. Prioli e ES. Sekine
coletaram, respectivamente, 7 individuos na
planicie de inundacdo e 8 individuos em
Yacyreta no Paraguai. Todas as amostras foram
amazenadas em tubos de polipropileno
contendo etanol 100%.



COMPONENTE BIOTICO

201

GENETICA

Figura 01— Exemplar da

espécie
Siluriformes/Pimelodidae) que ocorre nos segmentosmédio ealtodorio Parana.

Para extracdo de DNA totd a metodologia
utilizada foi adeptada da técnica utilizada por
Whitmore et al. (1992). A edimdiva da
quantidade de DNA presente em cada amostra
fo feita aravés da comparacd com o DNA do
fago | de concentragdo conhecida, por meio de
eetroforese em gd de agarose 0,8%.

As duas populagBes foram comparadas pela
técnica de RAPD  (Random  Amplified
Polymorphic DNA), que s basia na
amplificacd de DNA genbmico utilizando
vaios primers curtos (1011 bases) de
seqiéncias nucleotidicas  arbitrdias,  que
amplificam segiéncias desconhecidas do DNA.
Cada primer se anda a0 DNA em uma ou mas
locdlidades, de acordo com o0 grau de
homologia, permitindo a amplificagdo das
regifes intermedi&rias aos primers Esta técnica
consste em submeter uma mistura a 40 ciclos,
onde cada ciclo possui trés etapas. Na etapa 1, 0
DNA contendo a seqiiéncia a ser amplificada é
desnaturado pelo cdor a cerca de 94 °C. Na
etgpa 2, 0 DNA desnaturado e resfriado para 37-
55 C eos primers que estéo em exceso e £
anelam a sequiéncias complementares (sitios de

Hemisorubim

platyrhynchos (Pisces:

iniciacdo). Na eapa 3, a mistura de reacéo é
aguecida para 72 C e a Taq polimerase é estavel
por bastante tempo a temperatura de 94 'C. Apds
a egpa 3, novamente todo o DNA do tubo é
agquecido e desnaturado, inclusive as moléculas
recém dntetizadas. Ocorre outra fase de
andamento de primers e novamente a Taq
polimerase  dntetiza caddas utilizando o©s
moldes. A amplificacido € exponencid e dura
cercade 5 horas.

As condigbes de amplificacdo do DNA foram
baseadas na metodologia utilizada por Bardack e
Skibinski (1994). Os seguintes primersdos kits
OPW, OPX e OPA (Operon Technologies Inc.,
Alameda, CA, EUA) foram tesados OPW-01,
OPW-02, OPW-03, OPW-04, OPW-05, OPW -
06, OPW-07, OPW-08, OPW-09, OPW-10,
OPW-11, OPW-12, OPW-13, OPW-14, OPW -
15, OPW-16, OPW-16, OPW-17, OPW-18,
OPW-19, OPW -20, OPX-01, OPX-02, OPX-03,
OPX-04, OPX-08, OPX-20 e OPA-04. Desses
primes foram sdecionados aqueles que
gpresentaram 0 maior nimero de bandas nitides:
OPX01, OPX04, OPWO01, OPWO03, OPWO5,
OPWO06, OPW08, OPWQ9, OPW15, OPW16 e
OPW19. Apbs a selegdo dos primers as amostras
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foram amplificadas e os fragmentos separados
em gd de agarose 1,4% e corados com brometo
de etidio para registro fotogréfico e posterior
comparacao.

Cada individuo produz  um  pefil
deroforéico com  dete'minado  primer.
Portanto, as comparagbes foram redizades a
partir do conhecimento da presenca (1) ou
auséncia (0) de fragmentos RAPD para cada
individuo. Neste trabdho foi empregada a
metodologia desenvolvida por Lynch (1990,
1991) e Lynch e Milligan (1994) especidmente
paa comparaghes de individuos dravés de
marcadores polimdrficos de RAPD. Pdo
méodo de andise, inicidmente é cdculado
como um indice de dmilaridade entre os
individuosp ey (Sy).

O indice de dmilaridade dentro de uma
populacdo (§ € caculado como sendo a média
de todas as dmilaridedes individuas (S,)
possiveis dentro da populacdo. Em seguida, sfo
cdculados os codficientes de Smilaridades entre
todos os pares de populagBes (S;), corrigida
para a smilaidade dentro da i-&sma e da i-
jé&Sma  populacbes. A dmilaridade entre
populagbes deriva da média das smilaridades
entre individuos da i-ésma populacdo pareados
degoriamente com individuos da iHéima
populagéo (Sy). O indice S; é convertido em
disténcia genética (D' ). Além disso, tambem
foi caculada a edatistica F'sr de Lynch (1990,
1991), que € andogo da eddtidtica Fsr de
Wright. O vdor de F g vaia dexde zero,
guando hd completa homogeneidade entre as
populagdes amostradas, até 1, quando haveria
completa subdivisio entre as amostras (Bardakci
e Skibinski, 1994). Também foi verificado se as
populagBes estd0 conectadas por fluxo génico
(Nm).

Resultados e discussao

A Figura 03 ilugra a detroforese em gd de
produtos de amplificacdo por RAPD em H.

platyrhynchos a partir do primer OPW-06. A
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primeira raia corresponde ao marcador Ladder, a
segunda raia representa 0 controle negativo ou
branco (mistura de reacd sem DNA). Cada uma
das raas subseglentes modra o  pefil
eetroforético de um individuo estudado.

o - = s
e e
- a =

e - - e
T e e e e e =

S g o

Figura03—Fingerprints de fragmentos RAPD-
PCR de Hemisorubim platyrhynchos
produzidos com o primer Operon OPW-06.

Foram detectados 78 locos com bandas
nitidess. No entanto, somente 25 locos
goresentaram polimorfismo pelo critério de 5%,
isto € sfo considerados polimdrficos os locos
cujos dedo mas raro tem frequéncia igud ou
superior a 5%. Por esse critério, portanto, a
porcentagem de locos polimérficos foi  32%.
Esta porporcdo de locos polimérficos é
gproximadamente a que foi encontrada para o
pintado (Pseudoplatystoma corruscans),
conforme Sekine et al. (dados em preparo para
publicacdo).

A digancia genética entre as populagdes de
H. platyrhynchos da planicie e de Yacyreta,
edimada peda metodologia desenvolvida por
Lynch (Lynch, 1990, 1991; Lynch e Milligan,
1994) foi D' = 0,1813. Este valor encontrado é
expressivo e congtiui, por § s6, um indicador de
divergéncia genética entre as duas popul agoes.

As egimativas do indice de F'5r =0,181 e
do fluxo génico Nm=11 representam
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evidencias adicionais do diganciamento das
populagbes. O fluxo génico, dado peo
equivaente ao nlmero de migrantes por geracao
Nm, é uma forca contr&ia e impde um limite a
diferenciacio genética. Vaores de Nm maior do
que 1 s indicaivos de que a divergéncia
gendtica esta sendo refreada (Hatl e Clark,
1989). A edtimativa de Nm=1,1 que seria o0 que
ainda permanece como equivaente de migrantes
por geracdo, sugere que as populagbes de H.
platyrhynchos separadas pelos sdtos de Sete
Quedas ndo estavam fortemente conectadas por
fluxo génico. Portanto, ndo haveria tendéncia de
homogeneizagdo genética das duas popul agdes.

Foi também aplicado o teste exato de Fisher
para a diferenciacdo genética entre populagdes
(Raymond e Rousst, 1995). O teste produziu
um X?=90,13 com GL=50 e P< 00l Ege
resulltado revda que € dgnificaiva a
diferenciaco genética entre a populagdo da
planice e de Yacyreta, confirmando e
fortalecendo as conclusdes baseadas nos outros
parametros genéticos estimados.

O oconunto de resultados obtidos sfo
congstentes em evidenciar que as populacbes de
H. platyrhynchos acima e abaixo de Sete Quedas
ed0 gendticamente diferenciadas. Pode ser
aventado que o diganciamento entre as
populaches audmente seria  resultante  do
isolamento reprodutivo imposto pelos saltos de
Sete Quedas. O isolamento entre as populactes
ndo seria absoluto, como revelado pela baixa
intenddade de migragdo entre as duas
populages. Possvemente, ndo havia migracéo
de individuos adultos para a partte superior do
ro Parand, a ndo s, tadvez, em cheias
excepcionais. Por outro lado, ovos e larvas da
populacdo a montante poderiam transpor, com
certa regularidade, a cachoeira para a pate do
médio rio Paana Aparentemente, a migracéo
ocorreria em pequena escala, mas a conexdo por
fluxo génico seria auficiente para evitar a
divergéncia genética das duas populagbes aé
patamares irreversivels, caracteristicos  de
epécies diferentes. Portanto, podemos inferir
que Sete Quedas condituia uma barera que,
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embora ndo fosse absoluta, teria Sdo eficiente
en impedir a homogenezacdo gendica das
populegbes de Hemisorubim  platyrhynchos
resdentes a montante e a jusante.

Polimorfismo molecular em

populacdes de Hoplias malabaricus
(Pisces, Erythrinidae)

Introducéo

A familia Erythrinidee € composta peos
géneros Hoplias Hoplerrytrinus e Erythrinus
Petencem a0 género Hoplias o0s peixes
conhecidos como traira. S80 peixes carnivoros e
de comportamento sedent&io. Sua distribuicso
geogréfica € ampla e s encontrados na
América do Sul e na América Centrd (Mordlli,
1998).

A taxonomia dentro de Hoplias é confusa,
com conflitos entre os autores quanto ao NUmero
de expécies. Neste género sdo reconhecidas e
bem definidas as diferencas entre os grupos
malabaricus e lacerdae. Cada um desses grupos
poderia ser composto por espécies anda ndo
definidas (Oyakawa, 1990, citado por Mordli,
1998)). Exigem evidéncias de inconssténcias
taxénomicas nesse género, com conflitos quanto
a0 nimero de egpécies. Neste género sf0
reconhecidas e bem definidas as diferencas entre
0s grupos malabaricus e lacerdae. Cada um
desses grupos poderia ser composto por espécies
ainda ndo definidas. Assm, o que se conddera
como espécie Hoplias malabaricus condtituir -
seia em um complexo de espécies diferentes,
como gpontam diversas andises citogenéticas
(Bertdlloet al., 1997a).

Dentro do grupo considerado como a espécie
H. malabaricus tém sido encontrados citétipos
ou diferencas carictipicas dgnificativas. As
divergéncias a0 nivel cromossdmico sfo, &
vezes, de td magnitude que revelam, inclusive,
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a posshilidade de isolamento reprodutivo entre

adgumas populagdes conhecidas. A
diferenciacéo cromossOmica tem sido

encontrada em diversos niveis. Na maioria das
populagdes 0 nimero de cromossomos varia de
39 a 42. Além disso, sdo comuns diferencas nas
formas dos cromossomos, indicando a
ocorréncia freqUente de rearranjos
cromossOmicos. Até mesmo 0S mecanismos de
determinacdo do sexo sGo complexos e ndo so
homogéneos entre as  populagbes, com
cromossomos sexuas multiplos (Bertallo et al.,
1983, 1997h).

Apesar de morfologicamente todas essas
popul agdes serem, preliminarmente,
consderadas como H. malabaricus com base
nas informagBes citogendticas foi  possivel
caacterizar pdo menos cinco grupos com
citétipos diferenciais. Essas congtatagbes talvez
forcem, futuramente, uma revisdo taxondmica
do género Hoplias (Betdlo et al.,, 1978,
1997ab; Dergan et al., 1998; Dergan e Bertollo,
1990).

A emergéncia desses citétipos em H.
malabaricus poderia resultar, pelo  menos
parcidmente, do hébito sedentério da espécie e
da baxa intensdade de migracdo. Essa
carecteridica tadvez induza a formagdo de
populagdes locais ou subpopulagdes com pouca
conexdo por fluxo génico, como decorréncia de
isolamento-por-distancia.  Portanto, apesar da
fdta de consenso sobre a importéncia das
variaghes cariotipicas como fator evolutivo, os
cittipos poderian  ser interpretados como
reflexos cromossdmicos de adaptagbes bem
sucedidas.

Pdo menos na audidade, os grupos
detectados ndo estéo todos geograficamente
isolados. Em dgumas regides pode ocorrer
smpatria de citétipos (H.F. Jilio J.,
comunicagdo pessod). As trairas da espécie H.
maelabaricus sfo aundantes em  ambientes
lénticos na planicie de inundacdo do dto rio
Parand (Agogtinho et al. 1997; Agostinho e
Zdewski. 1996), mas ndo existem informagies
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seguras sobre ofs) citétipo(s) que compdem as
populagdes dessa regido. A equipe do Prof. H.F.
Jillio X, do Laboradrio de Citogenéica de
Pexes do DBC-UEM, es4 iniciando
investigagdo das populagdes de trairas nesta
regigo.

Neste trabaho, foi investigada a associagéo
entre marcadores moleculares RAPD e o0s
citétipos de H. malabaricus que ocorrem na
planicie de inundagZo do ato rio Parana.

Materiais e méodos

Oito exemplares de H. madabaricus foram
capturados na planicie de inundacdo do dto rio
Parana, na regido de Porto Rico (Figura 01). Os
individuos coletados foram mantidos vivos e
trangportados para a Universdade Egtadud de
Maringd, onde foram primeramente andisados
citogeneticamente pela equipe do Prof. Dr.
Horéacio Ferreira Jilio J. Depois de mortos, de
cada individuo foi coletada amostra de misculo
elou figado paraandise molecular.

O polimorfismo molecular foi obtido com a
utilizaco da técnica de RAPD. Houve controle
individua durante a obtencdo de materid
biolégico para a andisess moleculares e
cromossdmicas, isto €, as informagbes foram
pareadas. Portanto, os fragmentos amplificados
puderam sar associados os citétipos de H.
malabaricus da regido de Porto Rico.

Para a extracdo do DNA totd, a metodologia
utilizada fol adgptada da técnica utilizada por
Whitmore et da. (1992). Setores de tecido
muscular preservados em etanol absoluto foram
homogeneizados em tubo eppendorf contendo
100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM de EDTA,
0,1% de SDS, 50 mM de ditiotreitol (DTT) e
proteénase K (25 mymL) por 24 horas em
banho-maria a 42 oC. Em seguida, o DNA foi
purificado com uma extracdo de fenol/Tris pH
8,0 e duas de cloroférmiof/isoamilico (24:1). O
DNA obtido foi precipitado com etanol 100% e
ressuspendido em tampdo TE. A edimdiva da
quantidade de DNA presente em cada amostra
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foi efetuada pea comparacdo com quantidades
conhecidas do DNA do fago |, por meio de
eetroforese em gel de agarose 0,8%.

A técnica de RAPD (Williams et d., 1990
basdia-se na amplificagdo de segmentos de DNA
genbmico utilizando varios primers curtos (10
11 bases) de squéncias nucleotidicas
arbitrarias. Os  segmentos  amplificados  sfo
condtituidos por sequéncias desconhecidas do
DNA. Ceda primer s2 anda a0 DNA em umaou
mais locdidades, de acordo com o grau de
homologia, permitindo a amplificagdo das
regides intermedidrias aos primers. Edta técnica
permite invedigar vaiagbes no genoma em
funcdo do ndmero e tamanho dos fragmentos
amplificados (fragmentos de RAPD).

As condigdes de amplificacdo do DNA foram
as Uutilizadas por Bardekc e Skibinski (1994).
Os primers provenientes dos kits OPA e OPX
(Operon  Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA) foran testados paa a sdecdo dos
oligonucleotideos. Para a escolha dos primers,
foi redizada 30 reegbes de RAPD, utilizando
um individuo para todas as reagBes e um primer
diferente para cada reacéo. Estas reacOes foram
andisadas em gd de agarose 1,4% e dentre os
trinta primers testados, foram selecionados
agqudes que goresentaram maior nimero de
bandas nitidas. Os primers sdecionados foram:
OPX-04, OPW-09, OPW-16 e OPW-19.

Resultados e discussao

Com a andise citogenética foram
identificados trés  citétipos ou variantes
cariotipicas. Foram encontrados um macho com
39 cromossomos, quatro fémeas com 40
cromossomos e duas fémeas e um macho com
42 cromossomos. Os resultados da amplificagéo,
via RAPD, com os primeas sdecionados
mostraram  consistentemente que € possivel
separar os individuos estudados em trés grupos
distintos. Para determinar estes grupos, cada
individuo foi andisado pelas bandas produzidas
e pela ausncia de bandas. Ou sga os
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individuos que agpresentam o mesmo  perfil
eéroforético, foram dassficados como
pertencentes a0 mesmo grupo, e agueles
individuos que gpresentaram padrbes
eéroforeticos diferentes, foram classficados
em grupos diferentes, em outras paavras, os
grupos  foram  identificados  por  ndo
comparilharem os addos dominantes revelados
por RAPD.

Na Figura 01 sfo mostrados os trés grupos
diferentes. Facilmente pode-se identificar cada
grupo peo padréo de bandas produzidos. O
primeiro grupo foi formado por individuos com
42 cromossomos. Neste caso a verificagdo da
configuragdo cariotipica seria suficiente para a
identificacdo de membros desse grupo. Um
segundo grupo € formado por um macho com 39
cromossomos e uma fémea com 40
cromossomos. Um terceiro grupo é formado por
duas fémeas e um macho com 40 cromossomos.
Estes resultados demonstram que O grupo
maabaricus da planicie de inundacdo do dto rio
Parana estaria representado por pelo menos trés
citétipos diferentes, que estéo associados a
diferentes marcadores RAPD-PCR.

Aqui deve s ressdtado que somente com a
andise citogen&tica ndo seia  possive
discriminar com fecilidade a fémea com 40
cromossomos do segundo das duas fémeas com
40 cromossomos do terceiro grupo. Uma
dificuldade adiciond da andise citogenética € a
necessidade do inicio dos preparativos com o
anima anda vivo. Por outro lado, com a
metodologia RAPD a amplificagdo  dos
fragmentos pode s redizada facilmente O
DNA pode ser obtido sem necessdade de
sacrificio do anima ou de tecido fresco de
animals mortos e aé mesmo preservados por
longo tempo em freezer ou dcool. Tecidos
preservados em formol ndo tém produzido
resultados satisfatorios.

Como vigto, as divergéncias mostradas pelas
andises moleculares foram acentuadas. O fato
dos grupos encontrados nd& compartilharem
(uase todos os ados amplificados sugerem que
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ha grande distancia genética entre ees e que
edariam reprodutivamente isolados e poderiam
s caracterizados como espécies diferentes.
Portanto, estes resultados congituem evidéncia
adiciond de que o grupo maabaricus € um
complexo de espécies e que ha necessidade de
revisio taxondmica

07-1
05-1
i 151
171
18-1

o

B E
poEasr
O m =5

' 05-1

Primer OPW-09

FiguraOl - Fingerprints de oito individuos de H.
malabaricus da planicie de inudagdo do
alto rio Parana Os individuos 05-1, 06-1e
07-1, com 42 cromossomaos, produziram o
mesmo perfil deroforéico. Um macho
com 39 cromosomo (08-1) e uma fémea
com 40 cromossomos (16-1) apresentaram
essencialmente 0 mesmo padrdo, porém
diferente de todos os outros individuos.
Um tercero grupo completamente
diferente quanto ao padrdo de bandas foi
congituido por trés fémeas com 40
cromossomos (4-1, 17-1, 18-1).
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Comparacdo entre a Variabilidade
Genética de Hoplias Malabaricus

(BLOCH, 1794) (Osteichthyes:
Erythrinidae) de rio e de lagoas da

planicie de inundacéo do alto rio
Parana.

I ntroducéo

S30 poucos 0s estudos relacionados com
dteraches bioguimicas em peixes de diferentes
habitats, com intuito de conservecdo do
patriménio genético de populagbes  nauras,
em comparacdo com estudos de outros aspectos
ecologicos. O estudo, em nivel molecular, das
edratégias adaptatives a ambientes
extremamente vaidveis € um dos meios pelos
quais é possivel ducidar os caminhos evolutivos
de um determinado grupo

Em temos mundias ja exite ha dgum
tempo uma preocupacdo efetiva e continua com
a consarvagdo genética de populacles selvagens
utilizadas em programas de pesca e aquicultura,
a fim de evitaa a deplecdo dos edoques
pesqueiros naturais.

O desenvolvimento da técnica de detroforese
unidas a técnicas de coloragdo permitiram a
deteccdo de enzimas e outras proteinas
polimérficas e posshilitaan a primera
interpretacdd simples de marcadores genéticos
em larga escada paa estudos de populagdes
naturais.

A detroforese de enzimas tem sdo usada no
estudo de genética de populagdes naturais como:
uma ferramenta da ssteméica na resolugdo de
problemas taxonbmicos de grupos de dificil
identificacdo, detectando a diversdade dentro e
etre a populagbes e axiliando no
entendimento de faores que contribuem para a
adaptacdo das espécies. Em resposta as pressdes
ambientais, enzimes-chave do metabolismo
podem atuar de maneira diferente aumentando a
capacidade da espécie de explorar nichos
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ecolégicos que a prioi  lhes seriam

desfavoréveis.

A expécie Hoplias malabaricus (traira)
adulta goresenta  comportamento  sedentério
e teritoridista, podendo ser encontrada em
ambientes fluvias e lacudres e por isoO foi
exolhida para ese trabdho. Esta epécie é
encontrada  esporadicamente  na  cdha
principd do rio Parang, sendo abundante em
lagoas temporérias e permanentes.

E possivd que, a patir de uma seqiiéncia
légica de invedigacdo, monitoramento e
mango, redizados com objetivos caos e
concisos, O impacto antropico sobre a
diversdade genética das espécies de peixes de
agua doce possa s minimizado evitando uma
€0s80 no patrimbnio genético das populagdes
naturais.

M ateriais e méodos

Foram coletados 24 individuos no rio Parana
no cand proximo a ilha Itgal e 27 numa lagoa
da ilha Barbado (préximo a0 Porto 18), usando
anzol como insrumento de pesca Destes
organismos foram extraidos o olho, o figado,
coracdo e pedaco de musculo branco e
congelados em nitrogénio liquido. Em seguida o
animd era fixado em formol. Para serem
andisados, os tecidos foram homogeneizados
com bastfes de pléstico em tubos Eppendorf de
15 ml juntamente com 4 gotas de solugéo
tampdo TrigHCl 0,02M, pH 7,5.Uma vez que o
figado tem grande quantidede de gordura, foi
adicionado Tetracloreto de carbono & amostras
de figado na proporgdo de 1.2
(tecido:tetracloreto) e em seguida centrifugados
a 25.000 rpm (47720 x @), a 1- 5C, durante 30
minutos. O sobrenadante foi submetido &
detroforese horizontadl em gd de amido de
milho (Penetrose 30) coberto com gelo. Dois
tamples foram empregados nas eetroforeses:
Tris 0,135 M/Acido citrico 0,043 M, pH 7,0
(TC) na cuba e diluido 15 vezes no gd; Tris
0,18 M/Acido Bdrico 0,1 M/EDTA 0,004M pH
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86 (TBE) diluido 4 vezes no gd. As
eetroforeses foram realizadas durante 6 horas a
5 C com diferenca de potencid de 250 V para o
ge de Triscitrato, e 450 V para o gdl de Tris-
boratoEDTA. Os gés sxdo fatiados
horizontamente e revelados separadamente para
cada enzima

Resultados e discussao

Foram andisados 14 dstemas enziméticos:
AAT (EC26.11), ADH (EC1111), EST

(EC3111), G3PDH (EC1.118), G6PD
(EC.11149), GP (EC5319), IDDH
(EC.11114), IDHP (EC.11142), LDH

(EC1.11.27), MDH (EC1.1137), MEP
(EC1.1140), PGM (EC5422), PER
(EC11117), e SOD (EC.11511). As
enzimas AAT, EST, G3PD, IDDH e SOD
tiveram sua expressao limitada ao figado. G6PD
e PER nd mostraram atividade no mdsculo.
GPI teve boa expressao no coracdo e figado mas
foi viga fracamente corada no muisculo e alho.
As demais apareceram fortemente coradas nos 4
tecidos mas com divergéncia bidireciona, isto €,
en um tecido a isoenzima mas aiva é mas
anddica e em outro é a menos anddica. Os 15
dgemas enzimaicos edudados permitiram
detectar 24 loci génicos.O ndimero de aelos por
loco variou de 1 a 3. Oito locos no peixes do rio
e 9 nos da lagoa modtraram mais de um ado
(polimorficos). Estes dados permitiram cacular
o diversdade genética como sendo 0,14 no rio e
0,136 na lagoa, isto &, cada peixe é heterozigoto
para 14% dos seus genes. Este vaor é dto
quando comparado a média de 129 espécies de
peixes que é 0,05 (5%). Podemos afirmar que
tanto na lagoa com no rio, a traira gpresentaum
varigiilidade gendtica 3 vezes maor que a
média das espécies de pexes andisadas até
agora. Comparando as duas populagbes, das
diferem sgnificativamente na fregliéncia génica.

Concluindo, recomendamos que os habitats
desta egpécie (raizes das plantas agquétices)
sgam preservados para permitir a manutencéo
de tdo dta variabilidade genética
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