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RESUMO

Foram desenvolvidas atividades relacionadas com a quantificacdo e avaliagdo da diversdade e edrutura
genética de populagies de peixes e de dois grupos de plantas da planicie de inundagdo do alto rio Parand. As
informacbes genéicas foram acessadas com os marcadores molecdares RAPD e SPAR, ambos baseados em
DNA. A exyécie de pexe Seindachnerina insculpita € endémica do ato rio Parana, mes o fechamento da
barragem de Itaipu foi introduzda a espécie S brevipinna. Com a metodologia utilizada foi possivel determinar
que aualmente as duas espécies formam hibridos naturais raros, mas que provavelmente ndo retfrocruzam com as
egpécies parentais. Assm, como ndo foi detectada efetiva quebra do isolamento, possivelmente as duas espécies
coexigirdao com as conseqliéncias da introducdo, mas sem o risco iminente de extingdo das populagdes parentais
por miscigenagdo. Foi possivel constatar que na planicie de inundacdo Gymnotus carapo € freglientemente
confundida com G. sylvius. As duas egpécies podem sar facilmente identificadas com marcadores moleculares
SPAR ou, com maior grau de dificuldade, pela andlise cariotipica. Também foi obtida uma indicacdo preliminar
de diferenciacdo genética de populagdes de G. carapo de lagoas distantes Na planicie ocorrem trés grupos
dentro de Hoplias malabaricus cf. que podem sor caracterizados molecularmente. Foram obtidos marcadores
SPAR que identificam os trés grupos. Foi possivdl demondrar com marcadores RAPD e SPAR que, ao contrério
do que se pensava, na espécie arborea Lonchocarpus guilleminianus a reproducdo assexuada ndo € a principal
edratégia para ocupacdo de &eas dedflorestadas. Os dados obtidos ndo forneceram indicagdes conclusivas
sobre a identificacdo dos individuos morfologicamente intermedidrios entre as egpécies Eugenia moraviana e E.
florida da familia Myrtaceae.

uma &ea de 891.000 Km’ (Paiva, 1982, citado
por Agogtinho & Zaewski, 1996).

O terco inferior do dto rio Parana, onde eta
locdizada a planicie de inundagdo do dto rio

INTRODUCAO
O rio Paran& é o décimo maior do mundo em

descarga e, de sua nascente, na confluéncia dos
rios Paranaiba e Grande, percorre 4.695 Km até
chegar a foz, no estud&rio do rio da Prata. Seu
trecho superior, dto e pate do médio
encontramse em territério brasileiro, drenando

Parand, exibe uma intrincada anastomose, com
canals secundarios, cursos inferiores de rios
marginais e restritas areas de varzess. A planicie
de inundacdo do dto rio Parana condste no
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Ultimo trecho livre de represamento do rio
Parana, em teritério brasilero, apdés o
fechamento da barragem de Porto Primavera
(UHE Sé&gio Motta). Possui uma extensio de
230 Km, largura de aé 20 Km e é formada por
diversas lagoas, riachos, pelo rio Baia, e os
trechos inferiores dos rios Ival, lvinheima,
Amambai, e Iguaemi, dém do rio Parana
(Agadgtinho & Zalewski, 1996). Na regido do
municipio de GuaraPR, o rio entra no
reservatorio de Itaipu onde estéo submersos os
sdtos de Sete Quedas, barreira geogréfica que
delimitava os segmentos dto e médio do rio
Parana e representava uma barreira naturd a
dispersio de peixes (Agostinho & Zaewski,
1996).

O grau em que uma populagdo pode ser
ddimitada de outras depende do nivel de fluxo
génico entre das (Futuyma, 1997) e dteragbes
nesse fluxo génico podem ser ocasionadas por
aterages nas barreiras naturais.

Freqlentemente, as técnicas da  biologia
molecular podem s empregadas como
ferramentas para obtencdo de informacBes no
canpo da ecologia De modo ged, s
utilizados marcadores moleculares para acessar
0 genoma de uma ou mais epécies e quantificar
a vaiabilidade e determinar a estrutura genética
das populagbes. Esta € uma abordagem recente,
mas tem se mostrado €eficiente em inferéncias e
respostas para importantes questdes ecoldgicas.
Negte trabalho seréo apresentados os resultados
obtidos, com meodologias de gendica
molecular, de dgumas populacies de animas e
plantas da planicie de inundecdo do dto rio
Paran&

GENETICA DE POPULACOESDE PEIXES

DIVERSIDADE E DISTANCIA
GENETICA EM POPULACOES DO
GENERO Steindachnerina

Modificagbes na ictiofauna podem ser
causadas pela construcéo de reservatdrios para
geracdo de enargia détrica, sga pea diminacio
de barreiras geogréficas, modificando o padréo
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de dispersio de véarias espécies de peixes pda
sua introducdo nas &eas a montaite da
barragem (Agoginho, Julio J. & Borguetti,
1992), ou pela formagdo de novas barreiras.
Com a condrugcdo da hidrelérica de Itaipu, o
obstéculo representado pelos Sdtos de Sete
Quedas foi dedocado 150 Km abaixo e mais de
15 espécies do médio e baixo Parand invadiran
0 trecho superior, espécies estas que poderiam
edtar, até entdo, parcia mente isoladas.

Populagbes naturais de peixes, estando
isoladas em funcdo da exigténcia de acidentes
geograficos, acumulam  polimorfismos e
divergéncias  genéticas  proporcionais a
intensidade e a0 tempo de isolamento. O grau
em que uma populacdo pode ser delimitada de
outras depende do nivel de fluxo génico entre
das (Futuyma, 1997) e dteragbes nesse fluxo
génico podem ser ocasionadas por ateracfes nas
barreiras naturais.

O génao Seindachnerina Fowler, 1906, é
redefinido como uma unidade mondfilética da
familia Curimatidee, ordem Characiformes
(Vari, 1991). Este género € condtituido por
espécies de pequeno porte (Fink & Fink, 1978),
ili6fagas (Fugi, 1993) e representa um €o
indiseensavd na cadda dimentar, sga pdo
goroveitamento de nutrientes  contidos  no
sedimento ou condituindo recurso para as
epéciesictiofages.

Segundo  Vai  (1991), epécies de
Seindachnerina estdo digtribuidas, em grande
pate, pda América do Sul subtemperada e
tropicd. O mesmo autor (op. cit) inclui 21
egpécies no género, das quais trés — S
conpersa, S, brevipinna e S insculpta —
ocorrem no rio Parana nas porges baixa,
inferior e superior, respectivamente, dém de S
corumbag espécie recentemente descrita  por
Pavandli & Britski, (1999), que edta redtrita a0
sgema do rio Paanaiba, bacia do dto rio
Parana, Estado de Goiés, Bradl.

Na aea amodrada por este estudo, S
insculpta, endémica a bacia do dto rio Parang,
ocorria  como Unica espécie do género,
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diagnogticada entre outros carecteres, pea
auséncia de macula na por¢éo basa da nadadeira
dorsdl. Na regido aaxo desta, anteriormente
isolada pelos sdtos de Sete Quedas e audmente
pela usna hidrdétrica de Itaipu, ocorre uma
espécie muito similaa a S insculpta S
brevipinna, que apresenta uma mécula escura na
base da dorsd. Nos dltimos anos, apds a
construgdo da usina hidrelétrica de Itaipu, que
posshilitou uma midiura entre as ictiofaunas
isoladas pelos sdtos de Sete Quedas durante sua
contencdo, comegaram a agparecer epécimes
com uma méula excura bem evidente na
nadedeira dorsd, bem como espécimes com
mécula menos evidente, de pigmentagdo
intermedi&ia (Carla S. Pavandli, comunicaco
pessod). Em virtude dessas circunstancias,
poderiam estar ocorrendo cruzamentos entre
individuos das populagBes que antes estariam
isoladas pelo sdto de Sete Quedas e se iniciando
um processo de homogeneizacdo genética dessas
popul acdes de peixes.

Inferéncias  sobre  fluxo  génico e
variabilidede gendética em populagbes naturais
podem ser feitas através de diversas técnicas
disponivels para a deteccdo de polimorfismos,
indusve a0 nivd de segiéncia de DNA,
principdmente gp0s 0 desenvolvimento da
tecnologia da reecdo da polimerase em cadeia
(PCR — Polymerase Chain Reaction) (Mullis et
al., 1986) e de técnicas dela derivadas como o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Williams et al., 1990; Welsh & McCldland,
1990). Essa técnica utiliza um primer Unico e
curto com cerca de 10 a 11 bases para dirigir a
reecdo de amplificacd de vaios ssgmentos de
DNA smultaneamente, em diversos pontos do
genoma O nimero de locos obtidos por essa
metodologia é ilimitado, uma vez que diversos
primers podem ser utilizados e as sequéncias
internas desses fragmentos vao desde seqiiéncias
de copia Unica aé dtamente repdtitivas, o que
d& um aumento na variacdo gendtica

O objetivo proposto para este trabaho foi o
de avdiar a vaidilidade e a digténcia genética
em populacbes do género Seindachnerina da
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planicie de inundecdo do dto rio Parang
utilizando o macador molecular RAPD,
procurando obter indicagBes a repeito de uma
provavedl  homogeneizacdo  gendtica estar
ocorrendo na regido. Alteragdes genéticas
induzidas no pool génico das populagbes nativas
poderiam s irreversiveis e culminariam, a
longo prazo, com a extingdo das populacles
locas e formacdo de uma nhova populacéo
hibrida na regido. Associada a técnica RAPD,
fo feta a andise morfoldgica de individuos de
todas as popul agoes.

MATERIAISE METODOS

Coleta e presrvagdo das amodras

Foram coletados 19 espécimes de
Seindachnerina com macula escura, 19 sem
mécula e 19 com mécula de pigmentacéo
intermedi&ia em vaios pontos da planicie de
inundacédo do dto rio Paand — PR, Brasl,
incluindo lagoas, ressacos e rio Parand (ver
tOpico "DescricRo Dos Locais DE AmostraceM'). Os
expécimes foram fixados em dcoal etilico
comercia e estocados em freezer —20 °C.
Extracao e quantificacdo de DNA

A meodologia utilizada para a extracdo de
DNA totd foi baseada em fendl/cloroférmio
(Sambrook, Fritsch &  Maniatis, 1989).
Amostras de tecido muscular de +0,5 cnt foram
reliradas de cada peixe, maceradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 500 i
de tampéo PS (TrisHCl 0,2 M, EDTA 30 mM,
SDS 2% e Sacarose 5%), 500 nh de tampdo TH
(TrisHCI 10 mM, NaCl 60 mM, EDTA 10 mM,
Sacarose 5%, Espemina 015 mM e
Espermidina 0,15 mM) pH 80 e 5 nb de
proteinase K (20 ng/mh) por 2 horas em banho-
Maria com agitacdo a 37 °C. Em seguida, o
DNA foi purificado por extragd com
fenol/cloroférmio  (1:1, viv) e cloroférmio,
respectivamente, e precipitado com solugéo
sina (NaCl 5 M) e eand dbsoluto gdado,
seguindo-se por incubacdo a -20 °C overnight.
O pdlet obtido foi ressuspendido em 50 ni de
tampdo TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM)
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contendo RNAase (20 ng/ml). A quantidade de
DNA presente em cada amodra foi edimada
através de detroforese em gd de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio (20 ng/200 ml),
por meio de comparacéo com DNA defago | de
concentracdo conhecida.

RAPD e andlise dos dados

Inicidmente foi redizado um teste para a
sdecdo dos oligonucleotideos que foram
utilizados no estudo, com primers (decémeros)
provenientes dos kits OPA, OPX, OPW e OPE
(Operon  Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA), uilizando-s2 DNA de Sendachnerina.
De um totdl de 80 primers testados, nove foram
sdlecionados em funcdo do perfil detroforético
que produziram. A midura de rescdo de
amplificaco de cada um dos primers escolhidos
consigtiu de tampéo Tris-KCl (Tris-HCl 20 mM
pH 84 e KCl 50 mM), MgCh 2 mM, primer
0,46 nM, dNTP 0,19 mM, 1 Ulreacio de Tag+
polimerase (Gibco BRL), DNA (10 ng) e &gua
suficiente para completar 11 nh. A amplificacéo
do DNA % inidou com um cido de
desnaturacdo a 92 °C por 4 min., seguido por
mais 40 ciclos de 1 min. 292 °C, 1 min. 30 sa
40 °C e 2 min. a 72 °C. Imediatamente gpds 0
Ultimo ciclo de amplificacd, a misura de
reecdo foi mantida durante 5 min. a 72 °C e
resfriada durante 20 min. a 20 °C. Um controle
negetivo (com auséncia de DNA molde) foi
redlizado em cada st de amplificagOes.

Aproximadamente 7 m dos produtos de
amplificacd foram gplicados e separados em
gd de agarose 1,4% corado com brometo de
gtidio (20 ny100 ml) a 3 V.cmi' durante 4-5
horas. A visudizaco dos fragmentos foi feita
sob luz utraviolela e o tamanho pbde ser
determinado comparando-se a disténcia migrada
pelo fragmento desconhecido com as bandas de
um marcador padrdo (Ladder 100 pb — Gibco
BRL).

Os individuos foram comparados dentro e
entre populagdes, sendo as comparagdes feitas a
partir de dados de auséncia (0) e presenca (1) de
banda no gd paa cada individuo. As medidas
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de disténcia genéica ndo tendenciosa de Ne
com corregdo de Lynch e Milligan (1994) foram
edimadas aravés do aplicaivo computaciona
RAPDDIST e o indice de diverddade de
Shannon  (Zar, 1974) foi cdculado pelo
gplicativo computaciond POPGEN verséo 1.31.
Uma matriz de digéncia entre todos os
individuos, tomados dois a dois, foi obtida pelo
complemento  aitméico do indice de
dmilaridede de Ne e Li (1979), utilizando o
programa RAPDPLOT. Edte coeficiente aribui
grande importéncia a concordancia postiva 11,
0 Que O torna adequado para comparar itens
diversos, como, por exemplo, diferentes
epécies, onde a probabilidade de deteccio da
presenca de bandas comuns é menar (Dias,
1998). Peo fato da disténcia de Nei e Li ndo ser
mérica, foi efetuada a correcdo de Lingoes
(Legendre & Anderson, 1999) utilizando o
operativo computaciona DistPCoA .

A adie de agupamento foi  efetuada
utilizando-se 0 méodo UPGMA (Unweighted
Pair Group Methods of Arithmetic Means)
(Sneath & Sokd, 1973) aravés do programa
PHYLIP versio 3.6.

Andlise morfoldgica.

Dos espécimes utilizados para a andise
genética foram sdecionados 13 individuos com
mécula, 7 intermedidios e 13 sam mécula para
as andisess morfoldgicas. Os  caracteres
andisados foram  comprimento  padréo,
comprimento da cabeca, comprimento do
focinho, didmetro do olho, distancia interorbita,
dtura do corpo, comprimento prédorsd,
escamas da linha laterd e séries de escamas da
linha transversdl acima e abaixo da linha laterd,
alguns dos caracteres comumente utilizados em
andises morfolégicas e que estéo descritos em
Vai (1991), com excegdo do nimero de
escamas da linha latera que agui foram contadas
no total e Vai (op. cit) contou até o find da
colunavertebrd.

RESULTADOS

RAPD. Todos os primers sdecionados e
andlisados (OPE09, OPW -04, OPW -06, OPW -
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09, OPW-17, OPW-19, OPA-06, OPX-05,
OPX-18) produziram diferentes padrbes de
fragmentos RAPD, embora primers individuais
tenham diferido na quantidede de variagdo que
eles detectaram. O nimero de bandas nitidas e
reproduziveis geradas por primer em todas as
populacies variaram de 8 a 16 e o tamanho
desses produtos amplificados permaneceu entre
330-2400 pb. Dos 98 locos andisados para os 9
primers randdmicos, 76 foram polimorficos
(776%) e 22 monomérficos (22,4%),
congantemente  presentes em  todos oS

L 1 1 3 4 5 6 8
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individuos. Embora em véios casos os aeos
ndo edivessem presentes em  todos oS
individuos, aguns foram Unicos para uma dada
populagéo (Fig. 1). Dos 76 locos polimorficos,
27 foram exclusivos da populagdo sem mécula e
31 exclusvos da populagdo com méula e
intermedidria, que agpresentaram para todos os
primers 0 mesmo padréo detroforético e os
mesmos adelos. Os resultados foram registrados
na forma de uma matriz de dados de presenca e
auséncia para 98 bandas RAPD.

12 13 14 15 16 17

11 12 13 14 15 16 17 1%

Figura 1. Perfis detroforéicos de RAPD das populagies de Steindachnerina da planicie de
inundacdo do alto rio Parana. (A) Fragmentos amplificados com o primer OPX-18, a
partir de individuos da populagdo com macula intermedidria (1 a 4) e individuos da
populagdo sem macula (5 a 19). Observar a presenca de alelos exclusvos para cada
populagdo. (B) Fragmentos amplificados com o primer OPE-09. Todos os individuos (1 a
18) pertencem a populagdo com macula. Observar ocorréncia de bandas polimérficas e
monomorficas. Nos dois gés (A e B) a primera coluna a equerda (L) contém os
fragmentos marcadores de peso molecular (Ladder 100 pb, Gibco BRL). No gd B, a
segunda coluna aesquerda (b) representa o controle negativo.
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Dados de disténcia genética néo-enviesada
de Ne, com correcdo para as frequéncias
génicas (Lynch & Milligan,1994), caculadas
para as trés populagbes, edtd0 apresentadas na
Tabela 1. Os valores estimados mostram grande
divergéncia gendtica entre a populacido sem
mécula e as populagbes com macula.

A edimdiva de diversdade genética peo
indice de Shannon foi de 04457 (+0,2659)
congderando todos os individuos andisados e
de 0,1221 (+0,2209) para a populagdo sem
mécula, 0,1518 *0,2600) para a populacdo com
mécula e 0,1760 (+0,2768) paa a populacéo
intermedi&ia Condderando-se como uma Unica
populacdo os individuos com mécula e com
mécula intermedidia, o vdor etimado é de
0,1793 (x0,2728). Os dois grandes grupos
gpresentam vaores similares de diversidade.

O dendrograma congtruido a partir dos
vdores de dissmilaidade agrupou os 57
epécimes em dois grandes grupos, um
representado  por todos oOs espécimes sem
mécula e outro representado por todos os
epécimes com méula e com  macula
intermediaia (Figura 2). Esse moddo de
diferenciacdo foi corroborado na representacéo
grdfica da andise em coordenadas principais
(Figura 3). Contudo, 0 egécime STSM-15
gpresentou uma posicéo diferenciada dos demais
grupos, compondo um terceiro grupo, na andise
em coordenadas principais.

Morfologia

Além da presenca ou austncia de mancha
exura na nadadeira dorsd, o cader
morfomeristico mais importante para separar
exemplares das populagbes com mécula dos
exemplares da populacdo sem macula, foi o
nimero de escamas da linha laterd (38 a 40 e 40
a 42, respectivamente). Além desse, podem ser
destacados 0 tamanho orbitd (o didmetro do
olho estando contido de 2,8 a 35 vezes no
comprimento da cabeca nos individuos com
mécula e de 29 a 39 nos individuos sem
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mécula), dtura do corpo (sua atura contida de
28 a 34 vezes no comprimento padrdo nos
individuos com mécula e 31 a 36 vezes nos
individuos sem macula), séries de escamas da
linha transversal acima da laterd (5,5 a 6,5 nos
individuos com mécula e 60 a 65 nos
individuos sem méula) e comprimento do
focinho (contido de 3,2 a 4,4 vezes na dtura do
corpo nos individuos com mécula e de 3 a 4
vezes nos individuos sem mécula).

O expé&ime STSM-15, s=m  mécula,
apresentou algumeas caracterigticas morfol6gicas
gue 0 enquadrariam na populagdo com macula,
como 0 nimero de escamas da linha laterd (38)
nimero de escamas da linha transversal abaixo
da linha laterd (5,5) e proporcdo da dtura do
corpo em relacdo ao comprimento padrdo (2,94).

DiscussAo

Variaches interpopulacionals e
interespecificas, em peixes, tém ddo detectadas
através da técnica RAPD, principamente em
funcdo da grande quantidade de primers
disponiveis e que podem ser utilizados, cada um
detectando variacbes em dgumas regides do
genoma (Bardakci & Skibinski, 1994). A andise
pode ser mas sensvel que méodos mas
tradicionais como isoenzimas ou MDNA, uma
vez que envolve regides ndo codantes, neutras,
as quais permitem dtas taxas de mutagdo e a
presenca de diferentes adelos em cada loco
(Williams, Kazianis & Wadlter, 1998; Cagigas €
al., 1999; Mamuris, Stamatis & Triantaphyllidis,
1999).

Neste estudo a técnica tem discriminado, sem
conhecimento prévio do genoma andisado, duas
diferentes popu acies de peixes,
indubitavemente  diferentes  espécies  em
decorréncia das edtimativas de diversdade e
distncia genética apresentadas.

Os fragmentos observados nos 57 individuos

mostraram ato grau de polimorfismo, e grande
parte deles foram exclusvos de uma ou outra

popul agéo.
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Figura 3.Grafico dos dois primeros eixos da andlise em coordenadas principais de
individuos com mécula na nadadeira dorsal (O), sem mécula (¢ ) e com mécula
de pigmentacdo intermedidria (D da planicie de inundagdo do alto rio Parand. A
andlise foi efetuada com a corregdo pelo método de Lingoes, a partir da matriz de
complementos aritméticos dos coeficientes de similaridade de Nel e Li, obtidos com
mar cadores RAPD.

Tabedla 1. Matriz da distancia genética ndo tendenciosa de Nei, com corregdo de Lynch e
Milligan, entre populacdes de Steindachnerina com mécula na nadadeira dorsal
(CM), com mécula de pigmentacdo intermedidria (IT) e sem mécula (SM), da
planicie deinundacdo do altorio Parana.

Distancia Genética de Nei

Populacbes CM T SM
cM 0,0000
IT 0,0092 0,0000

SM 0,7288 0,6914 0,0000
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Os vdores de disténcia genética de Ne entre
ambas indicam que a populagbes de
Seindachnerina da planicie de inundagdo do
dto rio Parana esté0 representadas por duas
espécies, uma vez que vaores superiores a 0,3
caracterizam grande parte delas (Thorpe, 1982).
Vdores inferiores, como por exemplo 0,162, ja
foram encontrados para espécies do mesmo
género com estudos enziméticos (Thorpe &
SoléCava, 1994). Em contrgpartida, a baixa
digéncia observada entre as populagbes com
mécula e intermedi&ia mostram que, dém
dessas  populagbes pertencerem @ mesma
espécie, das estdo homogeneizadas
geneticamente. A distancia de Ne leva em conta
tanto o0s locos polimérficos como 0s
monomarficos e é apropriada para casos de
processos evolutivos longos, onde a divergéncia
entre as populagdes ocorreu por deriva gendtica
ou mutacdo (Weir, 1990), sendo que seu \dor é
proporciond a0 tempo de divergéncia e a taxa
de substituicdo génica por locos e por geracéo
(Dias, 1998).

A andise morfoldgica permitiu  detectar
adgumas diferencas entre as populagdes, e, de
acordo com os dados morfométricos e
meristicos, 0s egpécimes com mécula
encontrados na regido pertencem a egpécie S
brevipinna, descrita por Vai (1991) na porcéo
inferior do rio Parana Essa epécie deve ter
colonizado a regido acima de Sete Quedas
durante a construgdo do reservatdrio de Itaipu,
em 1982, quando algumas espécies de peixes
transpuseram a barreira geogréfica e obtiveram
sucesso acima (Agostinho, Jilio Jr. & Borguetti,
1992). Em funcéo da  diversdade
intrgpopulacional e da percentagem de locos
polimorficos  encontrada  para espécie
(34,7%), semedhante e incdusve superior a
populacdo representada por S insculpta
(29,6%), ha indicios de que essa introducdo
possa ter ocorrido com um grande nimero de
individuos, os quais foram suficientes para,
goesy do isolamento geografico, manter a
diversidade genética da populacdo origind (a
jusante de ltaipu). A espécie sem mécula,
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identificada como S insculpta, e confirmada
pela andise morfoldgica, € endémica a regido a
montante de Itaipu (Vari, 1991).

Como as populagies eddo fortemente
diferenciadas gereticamente, o fluxo génico
entre das é pouco provavel, uma vez que eas
exibem dgumeas diferencas fixadas. No entanto,
um Unico individuo (STSM-15) apresentou um
padréo de bandas desigua, apresentando alelos
de ambas populagbes, em fungdo do primer
utilizado, assim como caracteristicas
morfologicas correspondentes aos dois grupos
ou a nenhum deles, como no caso do nimero de
escamas da linha transversal aaixo da linha
laerd. Na andise em coordenadas principais,
este espécime compds um terceiro agrupamento,
posicionando-se de forma intermediaria entre os
dois grandes conjuntos formados pelas
populagbes com e sem macula Estes fatos
levam a suposcio de que tdvez edgam
ocorrendo cruzamentos entre os individuos das
diferentes populagdes, resultando em hibridos,
que herdam adguns ddos tipicos das espécies
progenitoras. As egpécies de Curimaidee, ja
citadas, gpresentam uma dta smilaridade para a
macroestrutura  cariotipica, representada  pela
presenca de 2n=54 cromossomos de dois bragos
(Venere & Gddti J., 1989). Apesar de
pequenas variagdes interespecificas ao nivel de
bandamentos cromossdmicos (Venere & Gdetti
op. cit.), que podem inviabilizar a progénie dos
individuos  hibridoss, o rompimento do
isolamento geogréfico pode levar, como neste
caso, a formacdo de hibrido naturd como o
individuo STSM-15. Esses hibridos podem ser
inviavels devido a diferencas cromossdmicas ou
génicas (Futuyma, 1997) e iso explicaria o
baixo nimero de individuos que poderiam ser
encontrados na regido. Condderando a
estailidade uma caracteristica desses hibridos,
ndo haveria a possbilidade de retrocruzamentos
e dtaacdb na composicdo gendlica das
populagdes nativas, bem como homogeneizagéo.

Conforme os resultados obtidos, S

brevipinna foi introduzida na planice de
inundacdo do dto rio Paand e da pode estar
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competindo com as populagbes nativas por
e3paco, recursos dimentares e locais de desova
Novas amodiragens devem ser redizadas com o
intuito de invedtigar, epacid e temporamente,
cOmo essas duas espécies do  género
Seindachneringg, hd 20 anos ocorrendo
sntopicamente na regido, etdo explorando o
mesmo habitat, partilhando recursos e s de
dguma forma uma das egpécies edta
predominando, tadvez por aguma vantagem
adaptativa. As possivels perturbagdes que
nova populagdo pode ocasonar na comunidade
bidtica local podem, a longo prazo, trazer efeitos
irreversiveis e particularmente importantes do
ponto de vista conservacionista

IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE

Gymnotus (PISCES-
GYMNOTIFORMES)

O g¢géneo Gymnotus possui ampla
digtribuico geogr&fica Edtando presente desde
Coga Rica na América Centrd até o rio de La
Pata, na Argentina (Borin &Jllio J, 1994). Ele
€ 0 Unico género da familia Gymnotidee.
Pertence a0 filo Chordata, subfilo Vertebraa,
superclase Gnathostomata, clase
Actinopterigii, subclasse Neopterygii, divisdo
Teleostei, subdivisito Eutdleostel, superordem
Odariophys, ordem Gymnotiformes (Nelson,
1994).

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

S30 conhecidas quinze espécies nominas
deste género (Fernandes-Matioli, 1999). A
grande semehanca morfoldgica entre  as
egpécies de Gymotus tem ocasionado a
identificagbes equivocadas, denominando como
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G. carapo espécies que na verdade ndo o0 sdo.
Na planicie de inundacdo do dto rio Parana
foram encontrados espécimens com citétipos
diferentes (2n = 40 e 2n = 54) (Borin & Jdlio J.,
1994) o que indica a exigéncia de mais de uma
espécie

Agoginho & Jllio Jr. (1999), afirmam que
exisem cerca de 250 espécies de peixes na
planicie de inundacdo do dto rio Parana
Entretanto exitem diversos problemas de
identificacdo, 0 que podeia aumentar este
ndmero.

Algumas técnicas genéticobiogquimicas e
genéticomoleculares, tem  auxiliado na
separacéo e identificacdo de espécies de peixes.
Dentre essas técnicas, podese citar 0 RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA) (Partis &
Wels, 1996; Cdlgas & Ochando, 1998, Albert
e d., 1999), e a ténica de SPAR (Single
PrimerAmplification Reaction) (Gupta e al.,
1994; Albat e al.,1999; Fernandes-Mdtidli,
2000). Ambas as técnicas S0 variagdes do PCR
(Polimerase Chain Reaction) descrita por Mullis
e Faloona (1986).

A técnica de RAPD, varia da de PCR por
utilizar primers arbitr&rios de 10 a 15 pares de
bases que amplificam regides dentro os limites
de sau flanqueamento (Williams, e al., 1990). A
técnica de SPAR utiliza primers que e ligam as
regifes microssaélites do DNA, amplificando a
regid que se encontra entre os blocos de
microssatdlites (Gupta et al., 1994).

A técnica de SPAR foi utilizada por Albert et
a (1999) como mas uma feramenta para
identificar a espécie G. sylviu. Fernandes-
Matoli (2000), utilizando-se dessa técnica
etabdeu um padrdo de bandas egédie-
especificos para cinco espécies de Gymnotus: G.
capo, G. sylvius, G. inaequilabiatus, G.
anguillares e G. pantherinus.

Os citétipos de Gymnotus encontrados por
Borin & Jilio J. (1994), que coincidem com os
descritos por Fernandes-Matioli  (2000) para G.
carapo (2n=54) e G. sylvius (2n=40), permitem
levantar a hipétese de que existem pelo menos
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duas espécies de Gymotus na planicie de
inundac&o do ato rio Parana.

O objetivo deste trabdho é spaar e
identificar essas espécies através das técnicas de
RAPD e SPAR.

MATERIAISE METODOS

As coletas foram redizadas em quatro lagoas
na planicie de inundacdo do dto rio Parana (ver
tOpico "Descrigho pos Locais DE AmosTracem"), Um
tota de 58 espécimens foram coletados, sendo
18 na Lagoa do Pernambuco - Rio Rrana (PA)
(S46° 26", W 19° 56'), 15 na Lagoa dos Patos
(S 49° 33, W 53° 33'), 01 na Lagoa do Jacaré
Rio Ivinheima (IV) (S47° 2, W 53 29), e 24
na Lagoa do Pernambucano - Rio Baa (BA) (S
3% 48, W 53° 12'). Amostras de musculo
foram coletadas de cada espécime, fixadas em
dcool comercia e estocadas.

A extracdo do DNA totd, foi feita de acordo
com a proposta de Whitmore et al. (1992).
Fragmentos de tecido muscular preservados em
dcool comercid foram homogeneizados em
tubo eppendorf contendo 100 mM Tris-HCl (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 banho-maia a 42°C. O DNA
foi purificado com uma extracdo de fenadl/Tris
pH 8,0 e duas de cloroférmio/iscamilico (24:1).
O DNA obtido fa precipitado com etanol 100%
e ressuspendido em 30 nb de tampdo 1/10 TE
(10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA) + RNAse
(20 nymL). Logo apds foi incubado em banho-
maria a 37°C por uma hora para a digestéo do
RNA.

A quatidade de DNA presente em cada
amostra foi etimada aravés da comparacio
com o DNA do fago | de concentragdo
conhecida, por meio de detroforese em gd de
agarose 0,8%

Todos os individuos foram andisados através
da amplificacdo com o primer GGAC(4), para a
identificacdo das egpécies. A mistura de reagéo
utilizada tinha um volume totd de 13 ni,
contendo 10 ng DNA, 5 pmol do primer, 1 U
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TarDNA polimerase (Gibco BRL), 200 nM de
cada dNTP, 2 mM MgCl e tampdo (20 mM Tris
HCl pH 80; 50 mM KCI). As condicies de
amplificacdo foram as utilizadas por Albert e
al. (1999), com cinco ciclos iniciais de 45 s a
94°C, 60 sa51°C e 60 sa 72°C e 30 ciclos de 45
sa94°C, 60 sa48°C e 60 sa 72°C. As amosiras
foram gplicadas em gel de agarose 1,4% coradas
com brometo de etidio, submetido a campo
elérico de 5 Vem'™ e fotografadas sob luz ultra-
violeta

Entre os individuos identificados 47 foram
andissdos pea  técnica de RAPD. A
amplificacdo do DNA foi baseeda nas condigbes
propostas por Bardakci e Skibinski (1994), com
mistura de reacdo de volume totd igua al3 ni,
contendo 10 ng DNA, 0,46 nM de cada primer,
1 U TarDNA polimerase (Gibco BRL), 200
nM de cada dNTP, 2 mM MgCl e tampéo (20
mM  TrisHCl pH 80, 50 mM Kd). O
termociclador foi programado segundo  as
condigbes propostas por Almeida (1998), com
uma etgpa inicid de 4 min a 92°C, seguidos de
40 ciclosde 1 min a92°C, 1 min 30 sa40®C e 2
min a 72°C, com uma etapa find de 5 min a
72°C. Sessenta primers dos kits OPA, OPW e
OPX (Operon Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA) foran testados para a sdecdo dos
oligonucleotideos que foram utilizados neste
trabaho.

As amodras amplificadas foram aplicadas
em gd de agarose 1,4% diluido en TBE com
brometo de etidio a 0,02% para a visudizacdo e
compaacd dos fragmentos amplificados.
Foram escolhidos agueles que apresentaram
maior nimero de bandasOs padrdes de RAPD
foram comparados dentro e entre os locais de
coleta. Para cada individuo obteve-se um padréo
detroforético a patir de cada primer,
detectando-se a presenca ou auséncia de bandas
no gel que corresponderiam aos fragmentos de
RAPD especificos. As comparagbes foram
redlizadas a partir do conhecimento da presenca
(1) ou auséncia (0) de fragmentos RAPD para
cada individuo.
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A digénda ndo tendenciosa de Ne  com
corregd de Lynch e Milligan (1994) entre G.
carapo e G. sylvius foi cdculada com o
golicativo computeciond RAPDDIST (Blank &
Antolin, 1997). A matriz de digancia foi obtida
pedo complemento aritmético do indice de
dmilaridade de Nei e Li (1979) entre todos os
individuos, tomados dois a dois, das populaghes
de G. carapoe G. sylvius utilizando o programa
RAPDplot  (Black, B., 1997). Foi efetuada a
corregdo de pdlo método de Lingoes (legendre &
Anderson, 1999) utilizando o operdivo
computaiond DistPcoA (Legendre & Anderson,
1998). A andise de agrupamento foi efetuada
utilizando o mé&odo UPGMA (Unweighted Pair
Group Methods of Arithmetic meang (Sneath e
Sokal, 1973), utlizando os programas
RAPDPLOT 30 (Black, 1997) e PHYLIP 35
(Felsengtein, 1993).

RESULTADOS
Foram coletados 58 espécimens de quatro
lagoas da planicie de inundacdo do dto Rio
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Parana. Sendo 1 da lagoa do Jacaré e 15 da
lagoa do Patos no Sigema Ivinheima, 24 da
lagoa do Pernambucano, no Sistema Baia, e 18
da lagoa do Pernambuco, no Sistema Paana
(I'ha Mutum).

As bandas obtides pela técnica de SPAR
obedeceram trés padrdess um  individuo
goresentou uma banda de goroximadamente
1000 pb e outra banda de aproximadamente 350
pb e entre essas bandas, ndo muito nitidas, um
banda de aproximadamente 700 pb e outra de
450 pb. Este espécime foi identificado como
Gymnotusinaequilabiatuscf.

O sgundo padrdo foi gpresentado por 43
individuos em que s visudiza duas bandes
uma de 700 outra de 1400 pb que foram
identificados como Gymnotus carapo cf. O
Ultimo padrdo de bandas foi encontrado em 14
espécimens e goresentava trés bandas. uma com
650 pb, a segunda com 1000pb e a Ultima com
goroximadamente 1700 pb. Esse grupo foi
identificado como Gymnotus sylvius(Fig.4).

Figura 4. Padrbes detroforéticos de espécies de Gymnotus obtidos pea amplificagdo. Via
PCR, com o primer GGAC(4). Linhal: Ladder 100 pb (Gibco BRL); Linha 2
branco; linha 3: G. inaequilabiatus cf.; linhas 414 e 16: G. carapo cf.; linhas 15 e

17: G. sylvius.
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Entre os G. carapo cf. 14 eram da lagoa do
Patos, 15 da lagoa do Pernambucano e 14 da
lagoa do Pernambuco. Entre os G. sylvius, 1 era
da lagoa dos Paos, 9 da lagoa do
Pernambucano e 4 da lagoa do Pernambuco.

O egpécime coletado na lagoa do Jecaré néo
fo andisado através de RAPD. Os outros
individuos foram separados em dois grupos que
foram identificados coma técnica de SPAR. Os
padrdes de bandas encontrados coincidem com
0s padros apresentados por Fernandes-Matioli
(2000) como G. carpo cf. e G. sylvius

Dez primers foram selecionados de acordo
com o nimero de bandas obtidos (Tabda 2). Os
fragmentos obtidos variaram entre 440 e 2500
pb. Foram amplificados 122 locos, sendo 110
polimarficos e 12 monomorficos.

A edimativa da digéncia ndo tendendiciosa
de Ne, com correcdo de Lynch e Milligan
(1994) ertre G. carapo cf e G. sylvius foi de
0,4772.

A diveddade genética de Ne paa G.
carapo cf. foi de 0,2668 e paa G. sylvius
0,1869.

A matriz de digéncia, entre as populagdes
de G. carapo cf. e G. sylvius, permitiu separar
as duas populagbes em dois grypos digtintos.
Isso pode ser visudizado no dendrograma
(Figura 05) e no grdfico de coordenadas
principais (Figura 06).

DISCUSSAO

Comparando os padrdes de bandas obtidos
com os determinados por Albert et al. (1999),
quatorze dos individuos coletados apresatam
exdamente as mesmas bandas marcadoras
descritas para a espécie G. sylvius.

Um dos individuos agpresenta um padréo
smilar a0 de G. inaequilabiatus (Fernandes-
Matioli, 2000), como apenas um individuo foi
coletado e o resultado observado em todas as
repetiches foi de baixa qudidade, néo se pode
afirmar com certeza a espécie deste individuo.
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Devese condderar anda que o padréo

edabdecido por Fernandes-Matioli  (2000)
utilizou apenas 4 individuos de duas
locdidades condderadas por €a como

proximeas.

Em relaco aos demais individuos o padréo
de bandas observado coincide com o
gpresentado por Fernandes- Matioli (2000) para
G.carapo, entretanto nd coincidindo com o
que ela considera como as bandas marcadoras.
Neste caso, uma das bandas obtidas é

condderada peda asttora como  banda
marcadora, a outra como banda polimoérfica

Fernandes-Matioli, conddera a egpécie G.
carapo como a de maior distribuicdio geogréfica
dentro do género. E encontrou sete padrbes
polimoérficos para esta espécie. Entretanto em
seu trabaho ndo constavam individuos da bacia
do Paand locdizada abaixo da barragem de
Porto Primavera (Usna Hidrdéirica Sérgio
Motta). Dessa forma € possivel sugerir que
gpesar da diferenca nas bandas marcadoras,
esses individuos também sgam G. carapo, e
gue esse polimorfismo € resultado das
diferencas populacionais e ndo especificas.

O fao de nenhuma das egpécies ter
goresentado padrdes  polimérficos quando
andisados pedla técnica de SPAR, poderia
indicar a perda de vaiabilidade genéica por
deriva genética. No entanto, esta suposicdo ndo
€ confirmada pelos valores obsarvados do
indice de diversdade genéica obtidos com
RAPD.

Com excecdo do individuos identificado
como G. inaequilabiatus os demais individuos
foram encontrados em Smpatria e Sntopia
Fernandes-Matioli também encontrou
populagbes de G. carapo e G. sylvius em
smpatria e Sntopia em trés locaidades.

Tanto G. carapo quanto G. sylvius néo sfo
descritas para esta regido da bacia do rio
Paana Sendo que G. inaequilabiaatus €
descrita para a regido do Parand Inferior
(Fernandes-Matiali, 2000).
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Figura 5 Dendrograma bassado no complemento

aritmético do coeficiente de similaridade de Ne
e Li e obtido pelo agrupamento de individuos
pdo méodo UPGMA das espécies Gymnotus
carapo cf. e G. sylvius da planicie de inundagao
doaltorio Parana
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Figura 6.

235 GENETICA
0,14 T T T T
0,10 f A D |
o
0,06 ° 88 o -
° 6o
g o °
S o002f aly o 8 1
‘f’ a o o 80° o
- o
o -0,02f .
x 2, %
w g
(o]
-0,06 [ A o o 1
A o
0,10 [ .
o
-0.14 1 1 1 1
-0,50 -0,35 -0,20 -0,05 0,10 0,25
EIXO | (38,6%)
Gréfico da andlise em coordenadas principais de individuos Gymnotus carapo (0) e

G. givius (D) da planicie de inundacdo do alto rio Parana. A andlise foi efetuada
com a correcdo pdo méodo de Lingoes, a partir da matriz de complementos

aritméticos do coeficiente de Nei e Li, obtidos com mar cadores RAPD.

Tabela 2. Primers utilizados nas reacfes de
RAPD.

A identificacdo das egpécies de Gynmnotus na
planicie de inundacdo do dto rio Paana
complementa os estudos da diversdade da

Primer (Operon 5® 3 ictiofauna desta regid. Também confere
Tech”g'PO/ggf'“C-) S — consséncia & andisss de vaiabilidade
OPAGO CCGTAACGCG genética dessas populagdes dentro da planicie.

OPWO03 GTCCGGAGTG

OPW06 AGGCCCGATG ESTRUTURA GENETICA DE
OPWO07 CTGGACGTCA -

OPX04 CCGCTACCGA carapo. (PISCES -

OPX05 CCTTTCCCTC

oPX11 GOAGCCTCAG GYMNOTIFORMEYS) ANVALIADA
OPX13 ACGGGAGCAA PELA UTILIZACAO DE

Os dados obtidos através da técnica de
RAPD, que foi utilizada apenas em G. carapo e
G. gylviug foram coincidentes com os obtidos
pela técnica de microssadlite. Foi  possivel
separar claramente as duas espécies através das
diferentes formas de andlises estatisticas.

MARCADORES MOLECULARES
RAPD.

A ordem Gymnotiformes possui  ampla
digribuicBo geogréfica Estando presente desde
o rio La plaa, na Argentina &é o rio San
Nicolas, no México (Albert, 1995). E
classificada como ordem irmé& dos Siluriformes
(Nelson, 1994).
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Os Gymneotiformes  condituem  um
importante componente da ictiofauna nas &eas
dagaves da Amazbnia Sua capacidade de
detrolocdizeacdo e  derocomunicagdo 80
relativamente  compreendidos.  Entrefanto  a
ecologia, abundancia e distribuicdo das espécies
s80 pouco conhecidas (Crampton, 1996).

Maggo-Leccia (1994) divide em sais familias
a ordem Gymnotiformes.  Sternopygoide,
Apteronotidee, Rhamphichtydae, Hypgpomidae,
Gymnotidee e Electrophoridee. A familia
Gymnotidae possui um Unico género: Gyrmotus
com quinze egpécies nominais (Albert, 1999). A
epécie tipo é a G. carapo, considerada a que
possui mais ampla digribuicdo geogréfica
(Fernandes-Matiali, 2000).

Os Gymnotus s30 peixes nao migradores
(Agogtinho & Jdlio Jr., 1999), que gerdmente
habitam ambientes |énticos, de &guas escuras e
fundo lodoso, com presenca de pedras e raizes
(Barbieri, 1981; Fernandes-Matioli, 2000). Peo
fato de ndo serem migradores esperase que a
diferenca das populagdes dentro da mesma bacia
sgam maiores dos que as diferencas entre as
populagdes de bacias diferentes.

Na regido Amazbnica os Gymnotus estdo
presentes em lagoas de é&eas dagaves
(Crampton, 1996). Da mesma forma estdo
presentes nas lagoas da planicie de inundacdo do
dto rio Parand, dém de serem encontrados
também em dguns cands nos rios Baa e
Ivinheima, e raramente na caha principa do rio
Parana (Borin & Jilio Jr., 1994; Agogtinho &
Jilio Jr, 1999).

A planide de inundacdo do dto rio Parana
consigte no Ultimo trecho livre de represamento
do rio Parand, em territdrio brasileiro, apés o
fechamento da baregem de Porto Primavera
(UHE Sé&gio Motta). Possii uma extensio de
230 Km, largura de aé 20 Km e é formada por
diversas lagoas, riachos, pelo rio Baia, e os
trechos inferiores dos rios Ival, lvinheima,
Amambai, e Iguatemi, dém do rio Paana
(Agodiinho & Zdewski, 1996).

GENETICA

O puso de inundegdo € forca de
homogeneizacéo de diversos fatores
limnolégicas e representa uma importante forca
que aua sobre as comunidades aguéticas da
planicie (Thomaz et al., 1997). Em rdacdo a
ictiofauna 0 pulso de inundaco controla dentro
da planicie a diversdade especifica e a
densdade de cada espécie Ele aumenta o
epaco vitd, a disponibilidede de abrigo e
dimento, a produtividade e dtera as relagbes de
competicio e predacdo da comunidade. Além
disso o periodo de vazante faz com que muitas
epécies de peixes sdam das &guas rasas
voltando a cdha do rio ou confinando-se nas
lagoas permanentes.  (Agodinho e Jlio
Jr.,1999).

As técnicas genético-bioquimicas e genético-
moleculares  propiciam ferramentas paa a
andise da vaidbilidade genética de populagbes.
Entre essas técnicas etd 0 RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) desenvolvida por
Willians e a. e Wdsh & McCldland
independentemente em 1990. Essa técnica é uma
vaiacdo da PCR (Polimerase Chain Reaction)
descrita por Mullis e Faoona (1986).

A técnica de PCR permitiu que s gerase in
vitro grandes quantidades de DNA. Entretanto
da é limtada pda utlizacio de primers
especificos, que necesstam do conhecimento
prévio das regifes flanqueadoras do segmento
de DNA que s desga amplifica. O RAPD
dimina limitacdo  utilizando  primers
arbitrérios com 1015 paes de basss que
amplifican  segmentos do genoma que
localizem entre a regides flanqueadas por esses
primers

O edudo da vaiddlidade genética do
Gymnotus carapo cf. e da distdncia genética
entre diferentes lagoas na planicie de inundacéo
do dto rio Parana permitiria avdiar a influéncia
do pulso de inundagdo na homogeneizacdo
dessas popul agies.

A despeito do fato do Gymnotus carapo cf.
Ser uma epécie nd migradora, o fato do pulso
de inundecdo transformar a planicie em



COMPONENTE BIOTICO

praticamente um s6 corpo d'é&gua, permite
levatar a hipétese de que as populagbes da
planicie tém dta homogeneidade.

O objedivo deste trabdho foi medir a
variabilidade genética e a digancia genética das
populagbes de Gymnotus carapo cf diferentes
lagoss da planicie de inundacd do dto rio
Parana através datécnicade RAPD.

MATERIAISE METODOS

As coletas foram redizadas em trés lagoas da
planicie de inundacdo do dto rio Parana Lagoa
do Pernambuco - Rio Parana (PA) (S46°26', W
19° 56'), Lagoa dos Patos - Rio Ivinhema (1V)
(S 49° 33, W 53° 33), e Lagoa do
Pernambucano - Rio Baa (BA) (S 3% 48, W
53° 12') (ve&r tdpiCO "Descricio DOS LOCAIS DE
amostracem’). A egpécie dos individuos foi
previamente identificado através da técnica de
microssatdlite (Castro, 2001). Foram utilizados
doze individuos de cada populacdo. Amostras de
misculo serdo coletadas de cada espécime,
fixadas em dcool comercia e estocadas.

A extracdo do DNA totd, foi feita de acordo
com a proposta de Whitmore et al. (1992).
Fragmentos de tecido muscular preservados em
alcool camercid foram homogenezados em
tubo eppendorf contendo 100 mM Tris-HC! (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 banho-maria a 42°C. O DNA
serd purificado com uma extracdo de fenol/Tris
pH 8,0 e duas de cloroférmio/isoamilico (24:1).
O DNA obtido foi precipitado com etanol 100%
e ressugpendido em tampdo 1/10 TE (10 mM
Tris pH 8,0; 1 mM EDT) + RNAse (20 ng/mL)
e incubadas em por uma hora em banho-maria
para digeséo do RNA.

A quatidade de DNA presente em cada
amostra foi estimada através da comparacio
com o DNA do fago | de concentragdo
conhecida, por meio de detroforese em gd de
agarose 0,8%
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Comparou-se as amodras das trés
populaches aravés da técnica de RAPD. A
amplificacéo do DNA foi baseada nas condigbes
propostas por Bardakci e Skibinski (1994), com
mistura de reacdo de volume totd igud a 13 ni,
contendo 10 ng DNA, 0,46 nM de cada primer,
iU TaxDNA polimerase (Gibco BRL), 200 nM
de cada dNTP, 2 mM MgCl e tampéo (20 mM
Tris-HCl pH8,0; 50 mM KCI).

O termociclador foi programado segundo as
condigbes propostas por Almeida (1998), com
uma etapa inicid de 4 min a 92°C, seguidos de
40 ciclosde 1 min a92°C, 1 min 30 sa40°C e 2
min a 72°C, com uma etapa find de 5 min a
72°C.

Sessenta primers provenientes dos kits OPA,
OPW e OPX (Operon Technologies Inc.,
Alameda, CA, EUA) foran tedados para a
sdecd dos oligonucleotideos que foram
utilizados neste traba ho.

As amodras amplificadas foram aplicadas
em gd de agarose 1,4% diluido em TBE com
brometo de etidio & 0,02% para a visudizacdo e
comparacdo dos fragmentos amplificados.

Os padrBes de RAPD foram comparados
dentro e entre os locais de coleta. Para cada
individuo obteve-se um padréo detroforético a
partir de cada primer, detectando-se a presenca
ou auséncia de bandes no gd que
corresponderiam aos  fragmentos  de RAPD
especificos. As comparacOes foram redlizadas a
patir do conhecimento da presenca (1) ou
auncia (0) de fragmentos RAPD para cada
individuo.

Foi cdculada a eddistica F v de Lynch
(1994, que é samelhante a edatidtica Fs; de
Wright. O vdor de F g vaia de zero até 1,
representando completa  homogeneidade  até
completa subdivisio entre as amostras
respectivamente. Para 0 cdlculo da significancia
do F . foi utilizado o teste de ¢ (Workman e
Niswander, 1970).
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A disténcia genética D foi cdculada de
acordo com a distdncia ndo tendenciosa de Nel
(1978), e as freqiiéncia das distancias génicas foi
corrigida pdo méodo de Linch e Milligan
(1994).

Os @plicativos computecionais  utilizados
paa o cdculo das disténcias genéticas e do
fluxo génico foram: RAPDDIST e RAPDFg
(Black & Antolin, 1997; Black, 1997).

Resultados

Foram andisados 36 individuos de trés
lagoss na planice de inundacdo do dto rio
Parana - 12 da Lagoa do Patos, 12 da Lagoa do
Pernambuco e 12 Lagoa do Pernambucano.
Sessenta primers foram testados dos kits OPA,
OPW e OPX (Operon Technologies Inc. ,
Alameda, CA, EUA). Foram utilizados 10
primersdestes kits (Tabela 3).

Obtevese 77 locos polimérficos e 33 locos
monomérficos. O tamanho dos fragmentos
gerados variou entre 350 e 3000 pb.

Os vdores de Fg, utilizando a estatigtica de
Lynch e Milligan (1994), variaram de 0,127 a
0179. Pdo teste do c® os vaores foram

GENETICA

significativo entre todas as populagdes ao nive
de 5%. Edtes vdores ndo foram significativos ao
nivd de 1% entre as populacdes da lagoa dos
Patos e da lagoa do Pernambucano, sendo
dgnificativo entre as demais (Tabela 4).

Tabela 3. Primeas utilizados nas

reagbesde RAPD.
Primer (Operon 5® 3
TechnologiesInc.)
OPAO7 GAAACGGGTG
OPAQ9 GGGTAACGCC
OPWO03 GTCCGGAGTG
OPWO06 AGGCCCGATG
OPWO07 CTGGACGTCA
OPW19 CAAAGCGCTC
OPX04 CCGCTACCGA
OPX05 CCTTTCCCTC
OPX11 GGAGCCTCAG
OPX13 ACGGGAGCAA

A disténcia genética D variou de 0.0533 a
0.0738. Sendo que entre a populacdo da lagoa
dos Petos e da lagoa do Pernambucano foi de
0.0533, da lagoa do Pernambucano e da lagoa
do Pernambuco foi de 0.0738 e da lagoa dos
Petos e da lagoa do Pernambuco de 0.0638
(Tabeab).

Tabela 4. Egtimativa do indice de fixagdo (Fsr ), resultado do teste de significancia (:2) de Fgr
e nimero médio de migrantes por gercdo (Nm) entre as populagdes de G. carapo cf.
Lagos dos Patos (1V); lagos do Pernambucano (BA); lagoa do Pernambuco (PA) na

planicie deinundagdo do altorio Paran&

Teste de significAncia deF g,

Fsr c? P(GL=1) Nm

IV —BA 0,127 6,096 <005 17
(0,162)

IV —PA 0,179 8,592 <001 11
(0,186)

BA —PA 0,179 8,592 <0,01 11
(0,189)

Os nlimer os entr e par énteses representam o desvio padr&o
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Tabela 5. Distancia genética D entre populagdes de G. carapo cf. Llagos dos Patos (IV); lagos
do Pernambucano (BA); lagoa do Pernambuco (PA) na planicie de inundagdo do

altorio Parana.

PopulagOes Distancia Genética de Nei
v BA PA
v 0,0000
BA 0,0533 0,0000
PA 0,0738 0,0683 0,0000

O indice médio de diversdade da epécie foi
de 0,2668.

DiscussAo

Os dados obtidos através da técnica de
RAPD, indicam o isolamento das populaghes de
G. carapo cf. Apesyr de sar uma espécie néo
migradora, a hipdtese inicial era de que o pulso
de inundacdo promoveria uma dispersdo dos
individuos de forma a homogengzar as
populagdes da planicie Entretanto o que foi
obtido demonstra que esse evento de dispersao
ndo ocorre

Os resultados de Fsr obtidos demongtram
digéncias genéticas dgnifictivas entre as
trés lagoas, sugerindo que a populacéo de
Gymnotus na planicie esta geneticamente
edruturada.  Bidawski e Pumo (1997)
obtiveram vaores de Fsr etre 0,39 e 052
para populagbes de Morone saxatilis da
Coda do Atlantico, Sekne (2000) obteve
vaores entre 0.030 e 0,112 para populagdes
de Pseudoplatystoma corruscans da bacia
do rio Paana Tantto Bidawski e Pumo
(1997) quato Sekine (2000) conduem que
hé& dgnificativa diferenciacio genética entre
as populagdes por ees estudadas.

Os vdores de Nm deivados de Fegr,
equivdem a nimeo de migrattes por
geracéo, informando também a
diferenciagdo entre as populagdn. Esses
vdores adma de 1 podem indicar que O
fluxo génico é um fator auante contra a
diferenciagi0 dessas  populagdes  (Spieth,

1974). Dessa forma pode-se dirmar que

goesx  de dgnificaivamente  diferentes,
essass  populagbes anda ndo  edtéo
completamente  diferenciades. O que

indicaria que 0 seu islamento nd ocorreu a
um tempo muito remoto. Ou anda que

goesr  de  dgnficativamente  diferentes,
65535 populacdes néo edtariam
completamente isoladas, ocorrendo

migragdes ocasonas entre as mesmas, O
Que syia o mas provavd diante das
caracteristicas daplanicie.

A dgéncda D encontrada entre as
populagdes corroboram can os vadores de
Fsr indicando o isolamento das populaghes.
Esses vdores foran de forma ged
uperiores  aos  encontradas  por  Sekine
(2000), e dgmilares aos encontradas por
Bidavski e Pumo (1997). Entretanto o fato
de ambos terem trabdhado com egpécies de
peixes migradoras impede que s faga
comparagOes mais precisas desses dados.

Os vdores de Fsr dao informaghes
genéticas de digdncia baseadas em
diferencas acumuladas por deriva gendtica,
0 Qque pode indicar eventos recentes.
Entretanto a digéncia D € uma informacdo
da quantidade de mutaches, cujos vaores
indican 0 acimulo dessas mutagbes ao
longo do tempo. Condderando-se que a
Ultima grande chela registrada na régua
hidrométrica de Porto Séo Jose foi a de
1982/83 (ITAIPU BINACIONAL), ou sga a
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Quase vinte anos drés, tornase  dificl
afirmar se mutagOes ocorreram  antes
ou depois dessa chea O que se pode indicar
com o0s dados obtidos é nd ocorreu
completa homogeneizacdo das populagdes
dessas lagoas no periodo poderior a essa
cheia

Apesx dos vdores de Fsr, Nm e da
digéhcia D indicaem o isolamento das
populeches, os vdores de diverddade
demondran  que das matém sua
vaidbilidade gendtica O que é de grande
relevancia na garantia da manutencdo dessas
populagdes.

Os revtados obtidos pdas andises
gendticas indicam que a populagdes de
Gymnotus  carapo  edudades  muito
provavdmente devem continuar nas lagoas
mesmo  durante a cheas  Outra
posshilidade € a de que permanegcam nas
varzess oU matas que circundam as lagoas, e
reiornem para a lagoa durante a vazante.
Né& havendo dessa forma a dispersio e
conseglente homogeneizacéo dessas
populacdes.

Saia  importante a  compaacdo  de
populagdes de fora da bacia do Parana com
as populagbes edudadas. A comparagéo
entre populagcbes poderia informar o
guanto € dgnificativa a diferenca das
populagbes da planice em rdacdo a
populagdes de fora da bacia.

O fao de ndo haver nenhum ponto de
coletla daxo da foz do rio Ivinhema
impede a condusio sobre a posshilidade de
dguns espécimens irem paa a cdha dos
ros durante a vezante e néo retornarem as
lagoas, 0 que pode s indicado pda sua
presenca nos rios lvinheéma e Baia mesmo
raramente também na caha principd do rio
Parand (Agodinho & Jllio J, 1999). Além
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disso 0s egpécimens foran coletados em
bancos de macrdfitas flutuantes o que
permite levantar também a posshilidade de
gue com O dedocamentos desses bancos
ocorra a digpersio de dguns individuos.
Como também esses bancos de macrdfitas
seguem o fluxo do rio swia necessaio a
andise de populagies que edtivessem abaixo
dafoz do Ivinheima.

Assm pode-se concluir que o pulso de
inundecdo na planice de inundegdo do dto
ro Paana nd promove a completa
homogenaizacdo das populegbes de G.
carapo . Além dso levata-se
necessdade de se conhecer mehor o
comportamento dessa espécie.

IDENTIFICAGAO DE GRUPOS DENTRO DE
Hoplias malabaricus

A familia Erythrinidee é composta pelos
géneros Hoplias Hoplerrytrinus e Erythrinus
Petencem a género Hoplias o0s peixes
conhecidos como trairas. S80 peixes carnivoros
e de comportamento sedenté&rio. Sua distribuicéo
geogrdfica € ampla e sdo encontrados na
América do Sul e na Améica Centrd (Moreli,
1998).

A taxonomia dentro de Hoplias é confusa,
com conflitos entre os autores quanto ao nimero
de egpécies. Neste género sdo reconhecidas e
bem definidas as diferencas entre os grupos
malabaricus e larcedae. Cada um destes grupos
poderia ser composto por espécies ainda ndo
definidas (Oyakawa, 1990, citado por Mordli,
1998). Asim, o0 enquadramento de muitas
populagbes de traras como a egpécie H.
malabaricus pode nd ser taxonomicamente
consistente, como gpontam andlises
citogenéticas (Bertallo, e al., 1997a).
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Dentro deste grupo considerado como a
espécie H. malabaricus tém sido encontrados
Citétipos ou diferencas cariotipicas
sgnificatives. As  divergéncias a0 nive
cromossOmico sfo, as vezes, de ta magnitude
gue revda a posshilidade de isolamento
reprodutivo entre  adgumas populagdes
conhecides. A  diferenciacdo tem  ddo
encontrada em diversos nivels como o nimero
de cromossomos variando de 39 a 42; as
diferengas nas formas dos cromossomos
indicando ocorréncia de rearranjos
cromossdmicos e aé a determinagdo do sexo s
complexos e ndo sio homogéneos, com
cromossomos sexuais mdltiplos (Bertallo, et al.,
1997h).

Apesar de morfologicamente todas essas
populagbes serem  condderadas como  H.
malabaricus, com base nas informagBes
citogenéticas foi possive caracterizar  pelo
menos 5 grupos com citétipos diferenciais.
Essas congtatagbes talvez forcem, em futuro
préximo, a uma revisdo taxondmica do género
Hoplias (Bertdllo, et al., 1979, 1997ab; Dorgan
et al., 1998; Dergan e Bertollo, 1990).

O gparecimento desses citétipos em H.
malabaricus poderia resultar, inicidmente, do
sedentarismo da espécie e da baixa migracéo, o
que induz a formacdo de populaghes locas e
subpopulagBes com pouca conexdo por fluxo
génico, como decorréncia do isolamento-por-
diséncia. Portanto, os citétipos podem ser
interpretados como reflexos cromossdmicos de
adaptagdes bem sucedides.

Atuamente, 0s grupos detectados ndo estéo
isolados  geograficamente, podendo  ocorrer
smpatria de citétipos (H.F. Jiio J.,
comunicagdo pessod). As trairas da espécie em
questdo sfo abundantes em ambientes lénticos
na planicie de inundacdo do dto rio Paana
(Agodinho et al., 1997), mas ndo exise
informagBes seguras sobre o(s) Cit6tipo(s) que
compdem as popul agBes dessa regi&o.

O emprego de metodologias de biologia
molecular poderia contribuir para deteccdo de
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marcadores moleculares associados a citétipos
dentro do grupo malabaricus. Os marcadores
poderiam ser utilizados para a identificacdo de
Citétipos mesmo em egpécimes que ndo mas
gpresentam condigdes de preparacéo
citogenéticas, tais como individuos mortos
preservados em formol ou dcool. Além dissq os
marcadores poderiam oferecer evidéncias de
populagbes de Hoplias geneticamente isolados,
apesar dasmpatria

Entre as metodologias de andise molecular,
tém dSdo crescentemente empregadas aguelas
bassadas em fragmentos de DNA amplificados
com a técnica PCR (Polymerase Chain
Reaction). Durante até 40 ciclos sucessvos,
cada um com trés etgpas de dteraghes de
temperatura, ocorre  a amplificagd  de
segmentos de DNA. Em cada ciclo o DNA &
inicidmente, desnaturado em temperatura em
tomo de 94 °C. Com o abaxamento da
temperatura para 37-55 °C, ocorre o andamento
dos primers em uma ou mas locdidades do
genoma, de acordo com o grau de homologia. A
devacdo da temperatura para 72 °C pearmite a
auacdo da Tag-polimerase e a sintese de
polinucleotideo complementar a uma das fitas
da regido intermedidria entre dois primers Apos
a etgpa de polimerizacdo, o ciclo seguinte é
iniciado e novamente todo o DNA do tubo é
aquecido e desnaturado, inclusive as moléculas
recém  dntetizadas. A amplificacdo €
exponencid e dura cerca de 5 horas. Note-se que
a Tag-polimerase € estavel por bastante tempo a
temperatura de 94 °C. Uma vez que os dois
primers estéo locdizados em fitas opodas e
digantes até 4,5, acontecera a amplificacdo da
dupla hdlice da regido intermediaia

A técnica desenvolvida por Willliams e al.,
1990), que ficou conhecida como RAPD
(Random  Amplified  Polymorphic  DNA),
amplifica material gendmico com primers curtos
(10-11 basss) de seqiiéncias nucleotioticas
arhitrérias, gque  amplificam  seqliéncias
desconhecidas de DNA. Em cada amplificacdo
um Unico primer utilizado. Como o primer é
curto, € provavel que ocorram regifes de
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homologia no genoma. Além disso, dgumeas das
regides de homologia estardo proximes (até 4,5
kb) no genoma e invertides. Nesta Stuagio o
ssgmento  intermedi@io  sera  amplificado e
poderd ser detectado por detroforese em gd.
Portanto, um primer poderd s andar em
diversas posigbes e véarios segmentos diferentes
poderédo ser amplificados.

A técnica conhecida como SPAR (Sngle
Primers  Amyplifications  Reactiong  gera
marcadores moleculares efetivos em plantas e
animas (Gupta et al., 1994). A amplificacdo é
redizada via PCR e a peculiaridade da técnica é
0 emprego de um Unico primer com a seqliéncia
repetitiva de um microssatélite ou SSR (Sngle
Sequence Repeats).

S%0 reconhecidas trés classes de DNA
repetitivo, que sfo definidas pelo comprimento
das unidades repetitivas. No DNA sadite a
unidade de repeticdto € uma segiiéncia com
centenas ou até milhares de nucleotiodeos. O
DNA minissadlite € congtituido por blocos de
seqléncias  repetitvas  com 10 a ©4
bases(Jeffreys et al., 1985), que sfo também
denominados VNTR DNA (Variable Number of
Tandem DNA). As unidades repetitivas mais
smples, com seqiéncia de aé 6 bases, so
denominadas SSR Single fguence Repeats) ou
microssatdlites (Litt e Luty, 1989; Tantz, 1989).

Os segmentos formados por blocos de
microssatélites sdo relativamente peguenos, com
menos de 200 pb na dupla hélice (Rasnam et
a., 1992). Uma  caracteristica  dos
microssatélites € a s distribuicdo casud a0
longo do cromossomo, com excegdo das regides
teloméricas e centroméricas, onde S0 raras
(Heame et al., 1992; Wong et al., 1990).

Portanto, h&4 grande semehanca entre as
técnicas SPAR e RAPD que, como mencionado
anteriormente, também ¢é baseeda em primer
Unico. A mais importante diferenca entre as duas
metodologias resde nas sequéncias dvo dos
primers Enquanto o RAPD utiliza primer que
fol desenhado sem visar, a priori, a amplificacio
de determinados segmentos do genoma, a
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técnica SPAR amplifica a regido que intercda
dois blocos de microssatélites.
Conseglientemente, 0 resultado do SPAR pode
s interpretado como um  mapeamento  de
microssatélites no genoma do  organismos
estudado.

N& ha limitagbes ou dificuldades do tipo
gque sd0 encontradas para a amplificacdo de
locos SSR. Para aplicacdo da técnica SPAR néo
h&4 necessdade de construgdo da biblioteca
gendmica totd ou pacid do organismo de
interesse e 0 seglenciamento  de  muitos
segmentos para posterior sdecdo. Os primers
ttm dcace amplo e S0 imediadamente
aplicavels, em principio, a qualquer organismo.
Os primers SPAR  com  segliéncia
tetranuclectidica tém se modrado eficientes na
producdo de padrdes polimérficos informativos
intraespecificos (Gupta et al., 1994) e
interespecifico (Fernandes-Matioli, 1999; Albert
et al., 1999).

Ese edudo visou avdiar o polimorfismo
molecular, revelado pea técnica SPAR, e
relacionar marcadores moleculares SPAR com
0s citétipos que ocorrem em populagbes de
Hoplias malabaricus na planicie de inundacéo
do dto rio Paran&a

MATERIAISE METODOS

A expécie Hoplias malabaricus, que incluem
0s peixes conhecidos como traira, utilizados
neste trabaho sfo tipicamente de agua doce,
atingem cerca de 60 cm comprimento e pesam
em torno de 3 kg. As trairas sdo facilmente
reconhecidas pelos grandes pelos grandes
caninos da porgdo anterior muscular e pea
nadadeira dorsd angular. Possuem um carder
sedent&io e com baixa intensidade de migracao,
com uma didribuicdo geogrd&ica ampla
abrangendo a América do sul eCentrd (Mordlli,
1998).

Foram coletados, aé o momento, 25
individuos da planice de inundacdo do dto rio
Parand, na regido de Porto Rico. Os mesmos
foram mantidos vivos e transportados para o
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Depatamento de Biologia Cdular e Genética,
onde foram processados visando dois estudos
com abordagens diferentes.

Os procedimentos para a aplicagdo das
técnicas (RAPD e SPAR) foram conduzidas no
Laboradrio de Genética Gerd do DBC-UEM e
no Laboratdrio de Genética do Nupdia — UEM.
Ao mesmo tempo, a equipe do Prof. H.F. Jilio
J., no laboratério de Citogenética de Peixes,
redizr  estudos  citogenéticos paa a
determinagdo da configuragdo carictipica de
todos os individuos.

De cada individuo utilizaram-se tecido do
misculo €lou da nadadeira, que inicidmente
foram mnservados em tubos eppendorfs de 1,5
ml com eanol absoluto. Para a extracdo do
DNA totd, a metodologia usada foi adaptada da
técnica utilizada por Whitmore et al. (1992). Os
fragmentos de tecido muscular ou nadadeira
foram macerados com nitrogénio liquido em
graal de porcdana, logo em seguida, a des
foram adicionados tampdes como TH e PS e
colocados no banho-Maria com proteinase K
(2,5 mg/ml) a 42 °C, por cerca de 1 hora. Em
seguida, cada amodra teve seu DNA lavado
com fenol/tris pH 8,0 e cloroférmio (puro) duas
vezes e depois somente com cloroférmio. O
DNA obtido foi precipitado com NaCl (5M) e
com etanol 100%, e ressuspendido com tampéo
TE A edimaiva da quatidade de DNA
presente em cada amostra foi feita aravés da
comparacdo com o DNA do fago | de
concentracdo  conhecida, por meo de
eetroforese em gel de agarose 0,8%.

De acordo com Maniglia et al. (2000),
padroes de RAPD posshilitam a discriminacéo
dos individuos do género Hoplias da planicie de
inundaco do dto rio Paana em trés grupos
digtintos. Os individuos estudados neste trabalho
foram andisados com a técnica RAPD paa
reconhecimento dos grupos conforme Maniglia
et al. (2000). As condigbes de amplificacdo do
DNA foram baseedas na metodologia utilizada
por Bardack e Skibinski (1994). Alguns primers
foram utilizados, porém dois deles, puderam
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agrupar 0s individuos em grupos
correspondentes a0 citftipos  aé  entdo
identificados. Esses primers foram OPW-09 e
OPW-19, do Kit OPW da Operon Technologies
(Alameda, CA, USA). Apés a sdegdo, as
amostras de agarose 1,4% e corados com
brometo de etidio para registro fotogréfico e
comparacao.

Para a gplicacdo da técnica SPAR foram
feitos testes com primers de sequéncias
repetitives  tetranucleotidicas. A sdecdo  dos
mesmos redizourse com os 13 individuos,
anteriormente  utilizados para a técnica RAPD.
Dentre os sete primers testados, dois deles
alcangaram resultados claros e concretos para o
agrupamento dos individuos nos mesmos grupos
correspondentes aos encontrados em RAPD e
consequentemente  redistribui-los aos  cittipos
identificados. Os primers sdecionados foram
mco 11 (GGAC-4) denominado  por
Fernandes-Matiolli (1998) e GGAC(I)T.

Em seguida, as amostras também passaram
por eeroforese em ge de agarose 1,4% e
coradas com brometo de etidio para registro
fotogré&fico e andise comparativa dos dados
obtidos.

RESULTADOSE DisCUSSAO

As Figuras 7 (7-A e 7-B) e 8 (8A e 8-B)
ilustram a eletroforese em gd dos produtos de
amplificacdo por RAPD (7A e 7B) e por SPAR
(8A e 8B), em Hoplias malabaricus com os
primers  OPW-09, OPW-19, GGAC4) e
GGACQ)T rexpectivamente. Em todas as
Figuras, a primeira pista corresponde ao padréo
de peso molecular Ladder 100 bp (Gibco BRL)
€ a segunda pista representa o controle negativo
ou branco (mistura de reacd sem DNA). Em
seqliéncia, nas demais pistas tanto da Figura 7
(7-A e 7-B) quanto da Figura 8 (8-A e 8B)
estdo posicionados os trés grupos de individuos
que foram deerminados peos  padres
eetroforéticos  caracteristicos de cada grupo.
Eses identificados  molecularmente  foram
denominados de acordo com a semehanga
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encontrada nos citétipos ja descritos para H.
malabaricus por Bertollo et d. (2000).

Os individuos do grupo A com citétipo de 42
cromossomos macho/fémea, os do grupo C com
Citétipo de 40 cromossomos macho/fénea e os
do grupo D com citétipo de 39/40 cromossomos
mecho/fémea. Nas Figuras 7A e 7B as pistas 3,
4, 5, 14 e 16 revelam o padréo detroforético do
grupo C; as pistas 6, 7 e 8 revelam o padrdo
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detroforético  do grupo A; enquanto o padréo
detroforético do grupo D pode s visto nes
pistas 10, 11, 17 e 18.

Ja nas Figuras, 8A e 8B, representam os
padrBes eetroforéticos SPAR encontrados para
0s grupos A, C e D. Edes mesmos sf0
demonstrados nas pistas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 par 0
grupo C; as pistas 9, 10 e 11 @mrao grupo A; e
por fim as pistas 12, 13, 14 e 15 para o grupo D.

[1-A]
A D CD

—_—
9 1011 12 1314 19 16 17 18
r _T-——_"- -

bl

[1-B]

Figura 7. Ge de agarose com marcadores moleculares RAPD amplificados com os primers
OPW-09 [1-A] e OPW-19 [1-B], evidenciando a ocorréncia de 3 grupos digtintos
dentro da espécie Hoplias malabaricus identificados pelos padrdes de bandas. Pista
1: Ladder 100 bp; pigta 2: controle negativo; pigas 3, 4, 5, 14 e 16: grupo C; pigtas
7,8e9: grupo A ; pistas11, 12, 17 e 18: grupo D.



COMPONENTE BIOTICO

Em ambas as Figuras, 7 e 8, os citétipos
puderam s caracterizados e o0s dados
moleculares obtidos para H. malabaricus do rio
Parana refletem, segundo Vazzoler, a influéncia
da dteracdo ambientd sobre suas populagies
anteriormente isoladas. Com o dedocamento da
barreira que sgparava as provincias, do Parana
Superior e a Parano-platense, para a congdrucéo
da “ltapu”, foi possivdl a migracdo do citdtipo
C, que pasou a integrar a fauna locd e a
coexidir Smpatricamente com 0S outros
citétipos. Apesar de ser fato a rdlagdo simpatrica
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entre os grupos nenhum hibrido foi encontrado
nete locd, evidenciando o isolamento
reprodutivo de Hoplias malabaricus.

Além do que foram identificados marcadores
moleculares SPAR para os trés citdtipos
caacterizando-os  diferentemente  através  dos
primers micro 11 e GGAC(3)T, como vido na
Figura 9. Esses marcadores, exclusivo para H.
malabaricus  encontrados  foram  fontes
essenciais para regfirmar a  complexidade de
espécies formando o grupo malabaricus

18

2-B

Figura 8. Produtos da amplificacdo SPAR com os primers micro 11 (2-A) e GGAC(3)T (2B)
identificando os trés citditpos e seus respectivos marcadores na espécie estudada. Em
ambas as Figuras, a pisa 1 corresponde ao Ladder 100pb(L); a pista 2 corresponde ao
controle negativo (b); as pistas de 2 a 8 correspondem ao citétipo C; as pistas de 9 all
correspondem ao citétipo A easpistasde 12 415 ao citétipo D.

CONCLUSOES

Conjunto de dados moleculares obtidos com
as técnicas RAPD e SPAR sfo consigtentes em
mostrar a ocorréncia de trés grupos distintos
dentro de Hoplias malabaricus na planicie de
inundacdo do dto rio Parana

Estes grupos estdo associados a citétipos
encontrados, sendo €es correspondentes a0
citétipo 42 (A), um carespondente ao citétipo
40 (C) e a0 citdtipo 39/40 macho/fémea (D).

Com os os primers micro 11 e 3T foram
identificados marcadores moleculares  SPAR
exclusivos para cada um dos trés grupos.

Os macadores SPAR  encontrados
evidenciam caracteristicas distintas importantes
e claas, que indican uma complexidade de

espécies formando o grupo malabaricus aé
agoratido como Unico.

Os dados moleculares obtidos para H.
malabaricus do rio Parana refletlem a influéncia
de dtaacdb ambientd que judifica o
gparecimento do citétipo C que passou a integrar
a fauna loca e a coexidir Smpatricamente com
0S outros Citétipos.

Apesy da rdacdo sSmpatrica entre os
grupos nenhum hibrido foi encontrado neste
locd, evidencando o] isolamento
reprodutivo de Hoplias malabaricus. Logo,
a posshilidade de discriminacdo de grupos
smpétricos via RAPD e SPAR confirmam a
complexidade e necessdade de revisio
taxonémica de H. malabaricus.
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Esguema-1
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Figura 9: Esguema representativo dos padrfes de marcadores moleculares SPAR obtidos
com os primes mico 11 (Esg. 1) e GGACA)T (Esg. 2) na epéie analisada,
correspondente aos 3 citétipos C, A e D que foram caracterizado nos individuos
estudados respectivamente.
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VARIABILIDADE GENETICA ENTRE
POPULACOES DE Hoplias
malabaricus DAS BACIAS DOS RIOS
PARANA, PARAGUAI E ARAGUAIA

As trairas, peixes patencentes a0 género
Hoplias s3o canivoros e  apresentam
comportamento  sedent&rio. Os  representantes
deste género estdo amplamente distribuidos na
América do Sul e América Centrd.

Entre os especiditas ndb ha consenso
guanto a taxonomia dentro de Hoplias com
conflitos entre os autores quanto ao nlmero de
espécies. Neste género sio reconhecidas e bem
definides as diferencas entre 0s  grupos
malabaricus e lacerdae. Cada um desses grupos
poderia ser composto por espécies anda ndo
definidas (Oyakawa 1990, citado por Mordli,
1998). Assim, 0 que se considera como espécie
Hoplias malabaricus condituir-seia em um
complexo de egpécies, com pelo menos cinco
citétipos diferentes.

As divergéncias ao nivel cromossdmico sdo,
& vezes, de td magnitude que revdam,
inclusve, a posshilidade de isolamento
reprodutivo entre  adgumas populagdes
conhecidas. Essas condatagcOes talvez forcem,
futuramente, uma revisdo taxondmica do género
Hoplias (Bertollo et al., 1979, 1997ab; Dergan
et al., 1998; Dergam e Bertollo, 1990).

A emergéncia desses  citGtipos  poderia
resultar, pedo menos parcidmente, do hébito
sedent&rio da espécie. Essa caracteristica talvez
induza a formacdo de populagdes locais ou
subpopulagBes com pouca conexdo por fluxo
génico, como decorréncia de isolamento-por-
digéncia. Portanto, seria de se esperar que
populacBes de diferentes bacias hidrogréficas
divergissem geneticamente. Para verificar esta
divergéncia podem s utilizadas técnicas
moleculares que detectam variages gendmicas.

Algumas técnices moleculares ndo exigem
conhecimento prévio de seqliéncias
nucleotidicas do organismo estudado. Entre as
metodologias com estas caracterigticas estdo
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disponivels o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e o SPAR (Single Primers
Anmplifications Reactions), ambas baseadas em
PCR (Polymerase Chain Reaction).

O RAPD-PCR, basdase na amplificacdo de
segmentos de DNA  genbmico com primers
curtos (10-11 bases) de seqiiéncias nuclectidicas
arbitrarias, gue  amplificam sequiéncias
desconhecidas do DNA. Usudmente, apenas um
prime € utlizado, 0 qud andase as fitas
opostas de DNA em digéncias de aé 4,5 pb,
permitindo a amplificagdo dos dtios de
andamento e da regigo intermediaria

Na técnica SPAR, o primer é construido com
trés ou quatro unidades repetitivas de um tipo de
microssatélite, com isso, 0 segmento gendmico a
ser amplificado, serd aguele que se encontra
entre dois blocos de microssatélite. O resultado
das amplificagbes pode s interpretado como
um mapeamento de blocos de microssatdites.
Em funcdo da grande homogenddade na
digancia entre dois blocos de microssatdlites, os
marcadores gerados por SPAR sfo efetivos para
discriminacdo de linhagens e egpécies, pois
gaadmente as variaghes encontradas, <80
restritas a uma popul acao.

O objetivo proposto para este trabdho foi
andisx o polimorfismo molecular via RAPD-
PCR e SPAR de populagbes de H. malabaricus
dos rios Formoso, Araguaia e Jacuba,
locdlizados no Parque das Emas (GO) e rio
Manso (MT), reacionando-as com populagbes
do ato rio Parana (PR).

MATERIAISEMETODOS

Foran coletados 39 individuos dos rios
Formoso, Araguaia, Jacuba e Manso e utilizou
se, também. individuos coletados anteriormente
na planicie de inundaco do dto rio Parana

Os individuos foram armazenados em etanol
e mantidos em freezer —2000C. Foram retiradas
amodtras de tecido muscular para a extragdo do
DNA, que s bassou na metodologia
fenol/cloroformio. Em seguida, redizourse a
quantificacGo do DNA por comparagdo com o
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DNA dofagol .

Paa a quattificagd e andie da
varigbilidade genética, foram redizadas duas
reecbes de RAPD-PCR, utilizando os primers
OPW-19 e OPX-04, e duas reagdes de SPAR,
utilizando-se os primers micro 11 e (GGAC),T.
As condi¢Bes de amplificagdo do DNA foram as
gpresentadas por Bardakci e Skibingski (1994).

Os segmentos de DNA amplificados de cada
amodira foram frecionados em gel de agarose
1,4%, coradas com brometo de etidio, em campo
elétrico de 70 V. As bandas produzidas por cada
amostra foram fotografadas no tranduminador e
todos os individuos foram comparados entre s
pelos padrdes de bandas produzidas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Quanto aos padrfes moleculares, foi possivel
detectar trés grupos de individuos no dto rio
Parana, enquanto que nos outros rios todos os
individuos apresentaram perfis detroforéticos
semelhantes (Fig.10 e 11).

Fig.10. Marcadores RAPD dos individuos dos
rios Araguaia (A) e Jacuba (J), com o
primer OPX-04.

Os individuos dos rios Formoso, Araguaia,
Jacuba e Manso gpresentaram 0 mesmo padréo
de bandas de um dos trés grupos presentes no
dto rio Paana A samdhanca dos padrdes de
bandas seria um indicativo de que as populacles
de Hoplias malabaricus dos rios Formoso,
Araguaia, Jacuba e Manso teriam  origem
geogréfica comum.
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Como alguns desses rios ndo se comunicam,

a smehanga de padres possvemente seria
resultante de interferéhcia humana De fato,
sabe-se que nos rios encontrados no Parque das
Emas (Araguaia, Formoso e Jacuba) houve a
introducdo de espécimes de traira e que
s30 iguals a um dos trés grupos de trairas que
habitam o dto rio Parana
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Figura 11.Marcadores de RAPD dos individuos
dos rios Formoso (F) e Manso (M), com o
primer OPX-04.

GENETICA DE POPULAGOESVEGETAIS

DIFERENCIACAO GENETICA E

IDENTIFICACAO MOLECULAR DE

POPULACOES DE Eugenia spp.
(MYRTACEAE)

Na regido noroeste do Estado do Parana e
sudeste do Mato Grosso do Sul encontrase um
importante trecho do rio Parand, onde diversos
edudos vem sendo desenvolvidos como
levantamento de flora, dindmica na restauracéo
naturd das florestas, fitossociologia dos
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remanescentes florestais e outros.

Na planicie de inundagdo do dto rio Parang,
Myrtacea é uma das familias com maior riqueza
especifica Egta familia possui gproximadamente
100 géneros e 3500 espécies, de didtribuicéo
quase que exclusvamente tropicad. So plantas
lenhosas arbugtivas ou arboreas, caracterizadas
pelos numerosos canais oleiferos presentes na
forma de pegquenos pontos trandlcidos, que
aparecerem nas folhas, frutos e sementes.
Dentro da familia Myrtacea 0 género Eugeniaé
0 que apresenta maior nimero de espécies na
planicie de inundacdo do dto rio Parana Alguns
representantes deste género, no entanto possuem

Caateriticas  taxondmicas, vegetdtivas e
reprodutivas  semehantes,  dificultando a
identificacdo boténica dos mesmos.

As informagBes disponivels aé o momento
demonstram que Eugenia moraviana assamdha-
s a Eugenia florida No materid examinado E.
moraviana se diferencia por apresentar folhas
menores, nervura central com péos ferrugineos
egparsamente distribuidos abaxidmente.
Entretanto esses caracteres ndo sBo suficientes
para separar as espécies, pois 0s mesmos sofrem
variaghes de acordo com o0 ambiente em que se
encontram, ndo havendo entdo um consenso se
edas duas populaches representam espécies
digtintas ou Snonimias.

Freglentemente, adgumas técnicas de
biologia molecular podem ser empregadas com
sucesso para a identificacdo de linhagens ou
espécies proximas, principdmente quando a
semelhanga morfolégica dificulta o
reconhecimento pelas caracteristicas
morfoldgicas. Portanto, esta abordagem poderia
ser empregada como auxiliar na discriminagéo
de E. florida e E. moraviana, bem como na
identificaco dos espécimes morfologicamente
intermediarios.

Como edas espécies nd <SSO anda
conhecidas a0 nivel genbmico, sO podem ser
utilizadas técnicas que amostrem 0 genoma sem
necessdade de informages prévias sobre
seqliéncias ou organizacdo do materia genético.
Sob condigbes, as metodologias mais
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acessiveis e menos dispendiosas que estéo
disponives sio o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e o SPAR (Single Primers
Anmplifications Reactions), ambas baseadas em
PCR (Polymerase Chain Reaction).

O RAPD basdia-se na amplificacdo de DNA
gendmico com primers curtos de sequéncia
deatdria. Usudmente, gpenas um primer €
utilizado, o qud andase as fitas opostas de
DNA em digéncias de até 4,5 pb, permitindo a
amplificacdo dos ditios de andamento e da
regido intermediaia  Esta  técnica  permite
investigar variagbes no genoma baseando-se no
numero e tamanho dos fragmentos amplificados.

A téonica SPAR é samdhate a0 RAPD,
uma vez que, usuamente, gpenas um primer €
utilizado para as amplificagbes. A diferenca
esencid € a exigéncia de um critéio para
definir a seqliéncia de bases do primer que sera
utilizado. O primer € construido com trés ou
quatro unidades repetitivas de um tipo de
microssatélite.  Neste caso, 0s segmentos
amplificados por PCR seréo aqueles locdizados
entre dois blocos de microssadlites com a
mesma unidade repetitiva do primer. O
resltado das amplificagdes pode s
interpretado como um mapeamento de blocos de
microssatélites no genoma do  organismo
estudado. Em funcdo da grande homogeneidade
na distancia entre dois blocos de microssatdlites,
0s marcadores gerados por SPAR sfo efetivos
para discriminacdo de linhagens e epécies, pois
geramente as variagbes encontradas 9o restritas
auma populacdo ou grupo.

O estudo do género Eugenia representa uma
contribuicdo importante para o conhecimento da
flora da planicie de inundacdo do dto rio
Paana. O conhecimento da diferenciacdo
genética de populacies deste género contribuira
na obtencdo de informagies acerca da
digtribuicdo dessas espécies nos  diferentes
ambientes dessa &es, revdando seu  habitat
preferencid, dém de fornecer subsidios
ecol égicos e informagdes para revegetacao.

O objetivo dese esudo foi s duas
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populacbes do género Eugenia (Myrtacea) em
area riparia na planicie de inundacdo do dto rio
Paana, em Poto Rico (PR), esdo
gendticamente isoladas e s£ ha fluxo génico
entredas.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados folhas jovens de 56
espécimes, identificados com  Eugenia
moraviana (11), Eugenia florida (13), Eugenia
hyarmeles (16) e 13 individuos com carateristicas
morfoldgicas intermedi&rias entre E. moraviana
e E. florida, para a extracdo de DNA totd. Apds
a colga, as amodras foram imedistamente
congeladas em nitrogénio liquido e estocadas no
ldboratdrio em freezer —70 °C, permanecendo
congeladas até o processamento. A extracdo de
DNA foi efetuada com metodologia baseeda em
fenol/clorofrmio. Para a extragdo de DNA
gendmico de Eugenia spp., Uuilizouse o
protocolo em anexo.

Apds o término da extracdo, redizove a
quantificacdo de DNA em cada amostra para
avdiar a concentracdo de DNA presente. Para
isso utilizouse trés quantidades (20, 50 e 100
ng) de DNA do fago | . Com isso, foi possivel
comparar o fragmento de DNA das amostras
com o fragmento do fago | e inferir a
concentracd0 de DNA presente em cada
amostra Em seguida, redizou-se os testes com
os primers dos kits OPA, OPX e OPW e os
microssaédites (AAGC),, (GGAQ) T,
(GGAC)5C, para a sdecdo dos
oligonucleotideos e marcadores moleculares que
foram utilizados neste trabaho. Para as
amplificagbes, foram utilizados os primers
OPA-19, OPA-13, OPX-03, OPX-06, OPW-03 e
OPW-17 e o0s primers tetranucleotideos
(AAGO),, (GGAC)T e (GGAC),.C . O DNA
amplificado foi fracionado em gd de agarose
1,4%, preparado com brometo de etidio, em
canpo détrico 5 V.em' Os géis foram
fotografados sob luz UV.

O protocolo utilizado para a extragdo do
DNA gendmico condistiu nos seguintes passos.

1. Pesx goroximadamente 02 g de tecido (folhas

10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.
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verdes) e congdar rgpidamente em  Nitrogénio
liquido. Macerar aé obter um pdé fino. E
imperativo ndo deixar a amostra descongdar até
gue o tampao ndo sgja adicionado.

Tranderir a amosra macerada para  um
microtubo. Adicione 1000 m de Tampddo de
Extracdo. Agitar por inversio e batendo no tubo.
Incubar a 65 °C durante 30 minutos. Durante a
incubacdo, agite os tubos a cada 5-10 minutos
para homogeneizar a suspensdo. Retirar os tubos
e resfriad os atemperaturaambiente.

Adicionar 600 nmh de SEVAG. Agitar durante 5
min, invertendo os tubos pelo menos 20 vezes.
Centrifugar durante 5-8 min a goroximadamente
12000 rpm.

Trandferir 0  sobrenadante  (gproximadamente
450 m) de cada tubo, combinando-os em um
Unico microtubo limpo. Descartar o pellet.

Adicionar 600 nh de isopropanol gelado. Agitar
lentamente por inversdo.

Centrifugar por 10 minutos & 12000 rpm. Se o
pellet ndo estiver visivel cologue o tuboa —20 °C
por 20-30 min. E centrifugar novamente.

Decatar 0 sobrenadante sem perder o pellet.
Espga o pelet secar a temperatura ambiente,
até que nenhum traco de isopropanol permaneca
Ressuspender o pelet em 130 nh de TE [1x] com
RNAse na concentragdo find 10 ng/ml. Deixar 1
horaa37 °C ou atemperaturaambiente.

Adicionar 65 i de fenol e 65 m de cloroférmio.
Agitar a midura suavemente por inversio e
batendo no tubo durante 2-3min.

Centrifugar 5min. 212.000 rpm.

Transferir 100 m do sobreredante para um
microtubo.

Adicionar 150 nh de TE sem RNA<e.

Adicionar 250 nmh de SEVAG. Agitar suavemente
por inversdo durante 2-3 min. Centrifugar 5 min
a12.000 rpm.

Transferir 200 nh do sobrenadante para outro
microtubo.

Adicionar 21 mM de acetato de amdnio 4 M,
misturar gentilmente.

Adicionar 120 m de isopropanol gelado. Misture
bem, ddlicadamente por inversio.

Incubar a—20 °C durante anoite.
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20. Centrifugar, na centrifuga refrigerada, a 12.000
rpm durantel5 minutos (programa 50).

21. Dexatar 0 sobrenadante e lavar 0 DNA (pdle)
com etanol 70% gelado seguido por etanol 95%
gdado.

22. Secar a0 a livre e ressuspender o pellet em 50
deTE[1/10], sem RNAs=.

23. Guadar o DNA a -20 °C, aé pogerior
utilizago.

e S o A
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RESULTADOSE DISCUSSAO
RAPD - RandomAmplified Polymorphic DNA

Com rdacd aos individuos com
caecteristicas  morfoldgicas  intermediérias,
constatourse que trés produziram um pefil
detroforético  diferenciado, como visto na

Figura 12, 0 que sugere tratar-se de uma espécie
andan&o identificada

Figura 12. Fragmentos amplificados com o primer OPA-19.

Entretanto, os demais espécimes estudados,
produziram padrfes de bandas diferenciados de
acordo com o primer utilizado, promovendo.
Por exemplo, com o primer OPX-06 e OPW-04
verificou-se que E. moraviana, E. florida e os
demas intermediarios apresentaram 0 MeEsMo
perfil detroforético (Figura 13), 0 que sugere
tratar-se de egpécies sinonimias, ou sga, a
mesmaespécie.

Com os demais primers testados observou-se
que E. florida e E. moraviana apresentaram
padrfes de bandas diferenciados. Dos individuos
com  carecterigticas  intermedidrias, 10
goresentaram 0 mesmo  perfil eetroforético de
moraviana conforme mosirado na Figura 3,
sugerindo que E. florida e E. moraviana néo

condituem sinonimias e que os 10 espécimes
intermediarios e E. moraviana s8o a mesma
espécie.

Com as informagbes sobre a presenca e
au$ncia de bandas RAPD foram estimados
alguns parametros genéticos para E. florida, E.
moraviana e a populagdo com caracteristicas
intermedidrias.

As edimativas da distncia ndo tendenciosa
de Ne encontramse na Tabda 6. Conforme
Thorpe e Solé Cava (1994), com dados obtidos
com isoenzimas, vaores da digéncia de Ne
acima de 0,16 congtituem um forte indicativo de
que as espécies ndo s sinonimias. Por outro
ledo, também podem ser encontrados valores
abaixo de 0,16 para espécies diferentes.
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ik Bl EM BB Eb EM BM

Figura 13. Fragmentosamplificados com o primer OPX-06

Estes resultados poderiam sugerir que as trés
populagdes sdo espécies diferentes. No entanto,
como mencionado anteriormente, os padrdes
detroforéticos né  produziram  resultados
consigtentes, isto €, alguns primers situavam os
intermediaios proximos de E. moraviana e
outros primers mostraram que Seriam  mais
seme hantes aos individuos de E. florida

Tabela 6: Disténcia genética ndo tendenciosa de
Nei entre Eugenia florida (EF), Eugenia
moraviana (EM) e um populagdo de
egpécimes com caracteristicas morfoldgica
intermediérias (FM).

EF EM FM
EF 0
EM 02592 0
FM 02619 01262 0

Portanto, as estimativas geradas pelos dados
nd podem s condderadas conclusvas a

respeito de diséncia e diferenciagdo genética
Possvelmente, esta questdo seria solucionada
com um ndmero maor de primers ou
marcadores moleculares diferentes.

SPAR - Single Primers Amplifications Reactions

Foi possivd a identificacdo de bandes e
padrBes eetroforéticos espécie-especificos com
o primer (AAGC); produziu bandas egpécie-
especificas para E. moraviana, E. florida, E.
hiemalis, E. multipunctata, como pode ser visto
na Fgua 4. Os primers (GGACkLT e
(GGAC)L, por outro lado, ndo produziram
marcadores  especificos  diferenciadores  das
epécies E. moraviana e E. florida (Figures 5 e
6).

As egpécies E. multipunctata e E. hiemalis
podem ser identificadas e diferenciadas de todas
as outras com marcadores moleculares
especificos, conforme mostrado nas Figuras 15,
16e17.
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Figura 14. Fragmentos amplificadoscom o primer OPA-19

Figura 15. Fragmentos amplificadoscom o primer (AAGC),

Figura 16. Fragmentos amplificadoscom o primer (GGAC)3T.
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Figura 17: Fragmentosamplificados com o primer (GGAC)sC

CONCLUSOES
Os dados oftidos com RAPD e SPAR ndo
permitiram a identificagdo inequivoca das

epécies E. moraviana, E. florida e espécimes
intermedidrios, sugerindo a necessidade de
informagles adicionais para eclarecer
representam espécies distintas ou sSinonimias.

As espécies E. multipunctata e E. hiemalis
estéo suficientemente diferenciadas
geneticamente para serem discriminadas com
marcadores moleculares RAPD e SPAR.

ESTRATEGIA REPRODUTIVA DE
Lonchocarpus guilleminiaus Tul.
Malme (FABACEAE) EM FLORESTA
RIPARIA EM REGENERACAO
ENVIDENCIADA POR MARCADORES
MOLECULARES

Vé&ios edudos tém demongrado a
importéncia das &ess riparias na vida do homem
moderno (Souza, 1998; Souza, 1999; Rodrigues,
1991; Mantovani, 1989). Entre eles esta o0 estudo
fitossociolégico desenvolvido por Souza (1998),
gue revdou a importancia de Lonchocarpus
guilleminianus (Tul.) Mame, uma espécie
heliéfita que ocorre em remanescentes florestais
da magem exuerda do rio Paang no

municipio de Porto Rico (PR). Esta espécie é
também conhecida como fejao-cru ou imbira, &
arbdrea e pode atingir até 24 metros de dtura
Em &eas dedflorestadas dessa regido, €la é a
mas abundante no processo de revegetagéo
natural.

Entre as técnicas digoonivels para a andise
da variabilidade genética em populagdes
naturais, encontramse a tecnologia RAPD
(random  anplified  polymorphic  DNA)
(Williams et al., 1990) e SPAR (@ngle primers
amplifications reactions), entre outras.

A técnica RAPD permite investigar variagoes
no genoma baseando-se no nimero e tamanho
dos fragmentos amplificados. Ela tem sido (il
na redizeaci de vé&ios edudos, entre des
mapeamento  gendico, diferenciacdo genética
entre populagdes, filogenia e identificagdo de
clones {Hackett et al., 2000; Bachmann et al.,
2000; Obornik et al., 2000; Hollingsworth e
Baey, 2000).

Em rdagdo aos microssadites, assim como
0s minissatdlites, desde o final da década de 80
tem sdo revelado que eles apresentam dto grau
de polimorfismo, gerado principdmente pela
adicdo ou ddegdo de unidades repetitivas
(Jeffrey et al., 1985; Jeffrey e al., 1988, Tautz,
1989, Weber, 1990, Weber e May, 1989,
Teaggat e Ferguson, 1991). Por causa de sua
natureza polimérfica, os microssatdlites o
utilizados como marcadores moleculares em
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edudos populacionais. A conssténcia dos
padrBes de polimorfismo de microssatélites e a
posshilidade de identificagdo de heterozigotos
fez com que sdam reconhecidos como
marcadores eficientes em avaiagbes da edtrutura
genética e fluxo génico entre populacdes
(Adams et al., 1992; Edwards et al., 1992).

Os esudos com  marcadores  de
microssatélites dependem de primers que se
andem a regides flanqueadoras do bloco de
unidedes repetitivas. Em adguns casos, os
primers para amplificagid de microssadites
desenvolvidos para  determinadas espécies
podem s&r usados com sucesso em espécies
proximas (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

A técnica conhecida como SPAR gea
marcadores moleculares efetivos em plantas e
animais (Gupta et al., 1994). A amplificacéo é
redizada via PCR e a peculiaridade da técnica é
0 emprego de um Unico primer com a seqiéncia
repetitiva de um microssatélite.  Portanto, ha
grande semelhanca entre as técnicas SPAR e
RAPD que tanbém € baseada em primer Unico.
A mds importante diferenca entre as duas
metodologias resde nas sequéncias dvo dos
primers Enquanto o RAPD utiliza primer que
foi desenhado sem visar, a priori, a amplificacdo
de determinados segmentos do genoma, a
técnica SPAR amplifica a regido que intercda
dois blocos de microssatélites.
Consequentemente, 0 resultado do SPAR pode
ser interpretado como um  mapeamento  de
microssatélites no genoma do  organismo
estudado.

N& ha limitagbes ou dificuldades do tipo
que sB0 encontradas para a amplificacdo de
locos SSR. Para aplicacdo da técnica SPAR ndo
ha necessdade de construgdo da biblioteca
gendmica totd ou parcid do organismo de
interesse e 0 seglenciamento  de  muitos
segmentos para podterior sdecdo. Os primers
ttm dcance amplo e so imediaamente
golicaves, em principio, a quaquer organismo.
Os primers SPAR  com  segliéncia
tetranuclectidica tém se mostrado eficientes na
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producdo de padrdes polimérficos informativos
intraespecificos (Gupta et al., 1994) e
interespecifico (Fernandes-Matioli, 1999; Albert
et al., 1999).

A ocorréncia de propagacdo clona em
L. guilleminianus foi investigada com o0 uso das
técnicss RAPD e SPAR. O estudo da
variabilidade gendtica deta populagdo em
floresta riparia em regeneracdo, no municipio de
Porto Rico, PR, permite a obtencido de dados
baseados em marcadores moleculares e seu
cruzamento com informagbes boténicas. Diante
do crescente avanco das &ess de florestas
perturbadas, esta saria uma oportunidade para
aquiscdo de conhecimentos que subsdiem a
elaboracgo de modeos de revegetacao.

Aparentemente, a egpécie L. guilleminianus
gpresenta a reproducdo sexuada como principa
edratégia reprodutiva em ambientes florestais
com pouca ou nenhuma dteracdo na cobertura
origind (Souza, 1998). No entanto, esta autora
encontrou indicios de que um mecanismo de
propagecdo clond poderia ser uma dternativa
atuante nas fases iniciais de ocupacdo em &eas
de queimada. Na colonizacdo da &ea devastada
peo fogo formam-se aglomerados de plantas
jovens que poderiam derivar de propagacéo
vegetdiva, por um brotamento de raizes. As
plantas que tiverem sucesso formariam
agrupamentos adultos em florestas regeneradas.
O remanescente floretd de Porto Rico,
mencionado anteriormente, possui
agrupamentos de L. guilleminianus  que
poderiam Ter sido originados de brotamentos.

Materiais e M éodos

Amostragem dos individuos

Para a avdiacdo da variabilidade genética da
populacdo de L. guilleminianus da floresta
regenerada  naturdmente, foram amostradas
avores em toda a extensdo. Para que
amostra fosse representativa da  varigbilidade
genética existente, os individuos foram incluidos
destoriamente na amogtra
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A amodragem para a investigecdo sobre a
reproducéo vegetativa foi redizeda
deliberadamente dentro de agrupamentos de
avores. Conforme Souza (1998), caso derivem
de brotamentos as arvores estariam agrupadas
em umadaeacomraode5alom.

Extracdo do DNA gendmico

Folhas jovens foram coletadas para a
extragio do DNA totd, congdadas em
nitrogénio liquido e estocadas em freezer —20°C.
Aproximadamente 200 mg de folhas congeladas
foram utilizades para a extragdo do DNA,
segundo a metodologia recomendada  por
Murray e Thompson (1980). Este protocolo,
bascedo na extracd com CTAB, tem s
mogirado eficiente na purificacdo do DNA de
vérios tipos de plantes (Porebski et al., 1997,
Te-Zur et al., 1999; Bi et al., 1996), e aé
mesmo no isolamento de DNA primitivo de
fosseis (Yang & al., 1997). A quantificagdo foi
redizada por deroforese em gd de agarose
0,8%.

Amplificacdo via RAPD-PCR

Para a revdacddo de polimorfismo entre os
individuos, foram utilizados primers dos kits
Operon : A, X e W. Foram eles. OPA-02, OPA-
04, OPA-Q07, OPA-17, OPW-03, OPW-11,
OPW-13, OPX-01, OPX-03, OPX-04 e OPX-07.

As reacles de amplificagdo foram preparadas
contendo dNTPs 0,2 mM, 1,3 nmL de tampéo
10x, primer 0,5 nM, 10 ng de DNA genbmico, 1
U de Tag DNA polimerase. O volume find de
cada reacdo foi completado para 13 i com
agua millig. As reacbes de amplificacdo foram
redizadas no termociclador MJ Research Inc.
programado para 1 ciclo de 4 min a 92°C; 40
ciclos de 1 min a 92C, 1 min e 30 s a 40°C, 2
min a72°C; 1 ciclo de 5 min a 72C, seguido por
um periodo find de 20 min a20°C.

Controles negativos, sem molde DNA, foram
incluidos em cada PCR. Os produtos da
amplificacdo foram separados por eetroforese
em gd de agarose 1,4% com brometo de etideo,
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em campo eétrico de 70 V. O gd foi exposto a
luz ultravioleta para visudizacdo dos fragmentos
amplificados e registro fotografico.

Amplificagdo via SPAR-PCR

Para a amplificacdo aravés da técnica SPAR
foram sdecionados o0s seguintes  primers:
(GGAC),, (GGAC);T, (GACA) . e (AAGQ),.

As reegdes paa amplificagd  foram
preparadas em mesmo volume e condigbes da
metodologia  utilizada paa RAPD. O
termociclador foi programado para 5 ciclos de
45sa9%4 °C,1mina51°Celmina72°C; 30
ciclosde45sa94 °C,1 mna48°Celmina
72°C.

Controles negativos foram incluidos em cada
PCR. Os procedimentos para separacdo dos
fragmentos amplificados e sua visudizacdo
foram os mesmos usados para técnica RAPD.

Andlise das informagdes

A vaidilidade gendtica foi inferida pda
proporcdo de locos polimérficos na populagéo.
Os testes para veificacdo de reproducéo
assexuada foram andisados pela
correspondéncia de fragmentos RAPD e SPAR.
Paa deteccdo das diferencas presentes, a
variave utilizada foi a auséncia ou presenca das
bandas de DNA, quando comparadas as
amostras. A ocorréncia  ddtemdica  de
fragmentos diferenciais descartaria a
possibilidade de dois individuos serem clones.

Resultados e Discussao

Apbs a anplificacio das amostras via RAPD,
os fragmentos de DNA dos cinco grupos
amogtrados foram avdiados. Em dois grupos
deles foram encontrados individuos com padrdes
de bandas idénticos. Contudo, constatouse
também que muitos individuos dentro de um
agrupamento  possuiam  perfis  de  bandas
diferentes. A Fgura 18-A mostra marcadores
moleculares em dois individuos do grupo A e
dois individuos do grupo B, indicando que esses
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individuos possam ser clones. Obsavase
porém, na Figura 18-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 sgjam derivados de reproducdo
sexual.

A

e e = N v e e e e e

Figura 18 Marcadores  moleculares  de
Lonchocarpus  guilleminianus  amplificados
com prime OPAQO7. PM: Peso molecular;

A; a Ag: individuos do grupo A; B a By
individuos do grupo B; Cy, a Cy3: individuos do
grupo C; Dis a D,y individuos do grupo D; Ej
a Ex individuos do grupo E. Sees
marcadores que indicam polimorfismo entre os
individuos da populagd de Lonchocarpus
guilleminianus

Através da andlise dos padrGes de banda
obtidos pela amplificacdo do DNA das amostras

GENETICA

via SPAR, observou-se que os marcadores
moleculares do tipo microssatdlites ndo foram
ficientes para andlise polimdrfica da populacéo
de Lonchocarpus guilleminianus, pois as bandas
apresentaram-se  bastante  homogéneas, como
mostra a Figura 19, resultante da amplificagéo
do DNA de dguns grupos com primer
GGAC(3)T. Apesar disto, agumas diferencas
foram detectadas entre a maor pate dos
individuos avaiados. Apenas dais individuos da
populacdo agoresentaram  perfis  de  banda
comuns. Estes resultados demonstram que a
quase totdidade da populagdo de Lonchocarpus
guilleminianus foi originada por reproducéo
exuada

Portanto, de acordo como os resultados
obtidos aravés dos marcedores moleculares
utilizados, ha evidéncias auficientes que
suportam a hipdtese de que a reprodugéo
sexuada em aress desflorestadas representaria a
principal estratégia reprodutiva para a ocupacéo
de &reas desflorestadas.

A B C
K 4 N ke G TN TN
L h 1 2 34 5 6 78810111213 14

Figura 19. Marcadores moleculares SPAR com o
primer GGAC3T  amplificados  de
individuos de Lonchocarpus guilleminianus
. L: ladder; b: branco; 1 a 6: individuos do
grupo A; 7 a 11: individuos do grupo B; 12
a14: individuosdo grupo C.
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