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RESUMO

As trairas sdo peixes com ampla digribuicio na América do Ul e América Central. Estdo
incluidas no género Hoplias, mas a taxonomia dese género é confusa € 0 que s conddera
como espécie Hoplias aff. malabaricus condituir-seia em um complexo de egpécies diferentes.
Vérios citétipos foram caracterizados dentro do grupo malabaricus, indicando que algumas
populagdes poderiam estar reprodutivamente isoladas. Neste trabalho foi proposta a andlise do
polimorfismo molecular, com as técnicas RAPD e SPAR para a identificacdo de marcadores
moleculares associados com os citdtipos e determinagdo de freqiiéncias de citétipos de trairas
em diferentes ambientes da planicie de inundacdo do alto rio Parana. Os trés citétipos podem
ser discriminados com tarto com marcadores moleculares RAPD quanto com SPAR. Os
resultados mostram que os citétipos A, C e D congtituem populagbes geneticamente isoladas e,
possvdmente, egpécies diferentes. O citdtipo C € invasor e colonizou com sucesso a regido,
onde aparece com fregiiéncia superior a 90%. Aparentemente, o citétipo C é mais versatil que
oscitétipos A e D na adaptacéo e exploracdo de diferentesambientes.
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INTRODUCAO

As trairas, peixes pertencentes ao género Hoplias sdo carnivoros, de comportamento sedentario
e com ampla digribuicio na América do Sul e América Central. Entre os especidistas néo ha
consenso quanto a taxonomia dentro de Hoplias, com conflitos entre os autores quanto ao
nimero de eypécies (Betollo et al, 1997a, b; Bertollo et al., 2000). Neste género sfo
reconhecidas e bem definidas as diferencas entre os grupos malabaricus e lacerdae (Moreira,
1998). Cada um desses grupos poderia ser composto por espécies ainda ndo definidas. Assim, o
gque se considera como espécie Hoplias aff. malabaricus condtituir-seia em um complexo de
espécies, com pelo menos cinco citdtipos diferentes. As divergéncias ao nivel cromossdmico
S50, as vezes, de td magnitude que revelam, inclusve, a posshilidade de isolamento
reprodutivo entre algumas populagbes conhecidas. Essas condatagbes tavez forcem,
futuramente, uma revisdo taxondmica do género Hoplias (Bertdllo et al., 1997ab; Dergan  al.,
1998; Dergan e Bertollo, 1990). A emergéncia desses citdtipos poderia resultar, peo menos
parcidmente, do habito sedent&io da espécie. Essa caracteridica talvez induza a formagdo de
populagdes locais ou subpopulagbes com pouca conexdo por fluxo génico, como decorréncia de
isolamento-por-disténcia. Portanto, seria de se esperar que populagdes de diferentes bacias
hidrogréficas divergissem geneticamente. Para verificar esta divergéncia podem ser utilizedas
técnicas moleculares que detectam variagOes gendmicas. Algumas técnicas moleculares ndo
exigem conhecimento prévio de sequéncias nucleotidicas do organismo estudado. Entre as
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metodologias com estas caracteristicas estéo  disponivels 0 RAPD  (Random Amplified
Polymorphic DNA) conforme Willians e al. (1990) e o SPAR (Single Primers Amplifications
Reactions) apresentado por Gupta e al. (1994). Ambas as técnicas sGo baseadas em PCR
(Polymerase Chain  Reaction) Resultados anteriores comprovaram a eficiéncia  destas
metodologias. De acordo com Lucio (2001), os mesmos citétipos puderam ser identificados para
H. aff. malabaricus e caracterizados por marcadores moleculares SPAR exclusivos. Portanto, o
mapeamento e o monitoramento da distribuicdo dos citdtipos, que de outra forma seriam dificels
e demorados, atudmente podem ser redizados repidamente. Neste trabaho foi proposta a
investigacdo da distribuicio e das fregliéncias dos citétipos de H. aff. malabaricus em diferentes
ambientes da planicie de inundacéo do ato rio Parana

Os objetivos propostos para este trabaho foram identificar marcadores moleculares RAPD e
SPAR citétipo-especificos e determinar as frequiéncias de citétipos de H. aff. malabaricus na
planicie de inundagdo do dto rio Parana

RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram coletados 118 individuos em ambientes Idtico, semi-1ético e Iéntico na planicie de
inundacdo do dto rio Parand, que foram armazenados em etanol e mantidos em freezer —2000C.
Foram retiradas amodtras de tecido muscular para a extracdo do DNA, que se baseou na
metodologia fenol/cloroférmio.  Em  seguida, redizou-se a quantificagd do DNA  por
comparacdo com o DNA do fago |. Para a quantificacdo e andise da variabilidade genética,
foram redlizadas duas reacOes de RAPD-PCR, utilizando os primers OPW-19 e OPX-04, e duas
reegies de SPAR, tilizando-se os primers micco 11 e (GGAC)sT. As condigdes de
amplificacd do DNA foram agpresentadas por Bardekci e Skibinski (1994). O RAPD-PCR,
basda-se na amplificacdo de segmentos de DNA gendmico com primers curtos (10-11 bases) de
seqliéncias nuclectidicas arbitrrias, que amplificam seqiiéncias desconhecidas do DNA. Na
técnica SPAR, o primer € congtruido por uma seqléncia tetranuclectidica repetitiva, que
amplifica regifes que se encontram entre dois blocos de microssatélite. Os segmentos de DNA
amplificados de cada amostra foram fracionados em gel de agarose 1,4%, coradas com brometo
de didio, em campo €eérico 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.

Os resultados da amplificacdo, via RAPD, com os primers sdlecionados mostraram que é
possivel separar os individuos estudados em trés grupos distintos. Para determinar estes grupos,
cada individuo foi andisado pela presenca e auséncia de bandas. Ou sga, os individuos que
apresentam o mesmo perfil eetroforéico, foram classificados como pertencentes a0 mesmo
grupo, e aqueles com padrBes eetroforéticos diferentes, foram classificados em grupos
diferentes, isto € os grupos foram identificados por ndo compartilharem os aelos dominantes
revelados por RAPD. O fato dos grupos encontrados ndo compartilharem quase todos os delos
amplificados sugere que héa grande distancia genética entre des e que estariam reprodutivamente
isolados e podendo doranger um complexo de espécies. Apds tais observagbes e devido a
necessdade de um estudo mas detdhado, utilizando padrbes molecularesvia PAR, foi
possivel detectar 0s mesmos trés grupos de individuos no dto rio Parand, correspondentes aos
encontrados com marcadores RAPD, e denominados de A, C, D. Com relacdo aos estudos dos 3
Citétipos presentes na planicie de inundagdo do dto rio Parand, 108 individuos foram associados
a0 citétipo C, seis corresponderam ao citétipo A e quatro ao citétipo D. Edtes resultados
revdam que os trés cit6tipos coexisem em smpatria. Entretanto, inequivocamente, ha
predominancia do citétipo C na regid da planicie. Deve ser notado, dém disso, que no
ambiente I6tico foram capturados apenas individuos com o citétipo C. Também foi verificada a
ocorréncia do citétipo D apenas no ambiente Iéntico. A ampla distribuico do citétipo C pode
ser decorrente de maior versatilidade e eficiéncia na exploracdo de ambientes diversos. Como
mencionado, os resultados revelaram que o citétipo C é o mais freqliente na planicie. No
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entanto, esta constatacdo € intrigante, na medida em que este citGtipo ndo ocorria na planicie até
0 barramento do rio Parana e formagdo do reservatdrio de Itaipu. Em 20 anos, o grupo C invadiu
e colonizou com tanto sucesso que representa, atualmente, mais de 90% das capturas de H. aff.
malabaricus Se ndo houver estabilizacdo nas populagbes, e a permanecer esta tendéncia, em
poucas décadas os citdtipos autoctones A e D estardo extintos na regido.

CONCLUSDES FINAIS

E possivel identificar molecularmente os mesmos  trés citdtipos tanto por marcadores RAPD
quanto SPAR. Logo, os mesmos sao eficientes em estudos de determinacdo de freqiiéncias de
variantes que ndo podem ser facilmente diferenciadas morfologicamente. Os resultados mais
recentes encontrados para os individuos da planicie de inundacdo do dto rio Parana permitem
inferir que os citdtipos A, C e D condituem populagbes gendticanente isoladas e
possivelmente, espécies diferentes. O citdtipo C é invasor e colonizou com sucesso a planicie de
inundagdo do dto rio Parang, com freqliéncia superior a 90%, sendo portanto, gparentemente
mais versdtil que os citétipos A e D na exploragdo de diferentes ambientes. As populagBes de
Hoplias aff. malabaricus deverdo ser avaiadas e monitoradas periodicamente. Alteragbes nas
freqliéncias poderéo indicar se ha risco de extinggo locd dos citétipos que ocorrem na regido.
Além disso, como em estudos iniciais de cunho citogenético, foram detectadas a possivel
existéncia de cinco citétipos, embora, gpenas trés foram nitidamente identificados, tavez exista
a possibilidade de outros grupos ocorrerem naregido e que ainda ndo foram constatados.
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Figura 1 -Produtos da amplificagdo SPAR com os primers micro 11 e (GGAC)T identificando os
trés cit6itpos e seus respectivos marcadores na espécie estudada. Em ambas as Figuras, a
piga 1 corresponde ao Ladder 100 pb (L); a piga 2 corresponde ao controle negativo (b); as
pistas de 2 a 8 correspondem ao citétipo C; as pistas de 9 a 11 correspondem ao citétipo A e
aspistasde 12 a 15 ao citétipo D.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao Nupélia e ao PEA pelo apoio e ao CNPg-PELD e CAPES peo suporte
financeiro.

149



REFERENCIAS

BARDAKCI, F.; XIBINSKI, D.O.F. 1994. Aplication of the RAPD technique in Tilapia fish: species and
subspeciesidentification. Heredity, 73 117-123.

BERTOLLO, L.A.C.; M OREIRA-FILHOQ.; FONTES, M.S 1997a Karyotypic diversity and didtribuition in
Hoplias malabaricus (Pisces, Erytrinidag). Cytotypes with 2n=40 chromosomes. Brazlian Journal of
Genetics 20; 237-342.

BERTOLLO, L.A.C.; FONTES, M.S.; FENOCCHIO, A.S; CANO, J. 1997 b. The X;X,¥Y Sex chromosome
system in the fish Hoplias malabaricus |, G-, G and chromosome replication banding. (1997 b.) Chrom.
Res. 5: 493-499.

BERTOLLO, L.A.C; BORN, G.G.; DERGAM, JA., FENOCCHIO, A.S; MOREIRA-FILHO O. 2000. A
biodiversity approach in the neotropica Erythrinidae fish, Hoplias malabaricus Karyotypic survey,
geographic distribution of cytotypes and cytotaxonomic considerations. Chromosome Research 8 603-
613.

DErRGAN, JC., BERTOLLO, L.A.C. 1990. Kayotypic diverdfication in Hoplias malabaricus
(Ostheichthyes, Erythrinidee) of S0 Francisco and Alto Parana Basis. Brazlian Journal of Genetics 13:
755-766.

DERGAN, JC.; SUzZUKI, H..; SHIBATTA O.A. DuBoc, L.F; JULIO JR, H.F.; GUILIANO CAETANO, L.;
BLAck IV, W.C. 1998. Molecular biogeography of the neotropica fish Hoplias malabaricus
(Erythrinidee:  Characiformes) in the Iguagu, Tibagi, and Paana rivers. Genetics and Molecular Biology
21: 493496.

MORELLl, S 1998 Citogenética Evolutiva em Egécies do Género Hoplias grupo lacerdae.
Macroestrutura Carictipica, Heterocromaina e Regifes Organizedoras de Nucléolo. Sdo Carlos: UFSCar.
76p. Tesxe (Doutorado em Genética e Evolugéo). Universidade Federa de S2o Carlos.

WiLLiaMs JG.K.; KUBELIK, A.R.; LVAK, J.; R\FALSKI, JA.TINGEY, S\V. 1990. DNA polymorphisms
amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Res. 18: 6531-6535.





