2.9 - Genética — sequéncias nucleotidicas

Introducao

Com o fechamento da barragem e enchimento do rééeovde Itaipu, em 1982, os saltos de Sete Quédamm
submersos. Como conseqiiéncia, um trecho de apmaimente 150 km da provincia Parano-Platense forpacada a
provincia do alto rio Parana. Portanto, a ictiofaatual da planicie de inundacao do alto rio Paéapéculiar, porque
durante os dltimos 20 anos vérias espécies darmiaviParano-Platense tém coexistido com a ictiafalacal.
Levantamentos realizados nos dltimos anos na pdadie inundacdo do alto rio Parana identificaranisnda 170
espécies de peixes. Destas espécies, pelo menawadb introduzidas apos o fechamento da barragentadsu
(Agostinhoet al., 2003; Julio Jr. & Agostinho, 2003). Além dissdrias outras espécies de peixes, originarias daout
bacias brasileiras e de outros paises, foram intidds com objetivo de estocagem e/ou repovoani@gfostinho et
al., 2003).

Dentro da familia Characidae o géndsiyanax Baird e Girard, 1854 constitui o0 maior e mais diiferado grupo
(Britski et al.,1988; Reist al., 2003), largamente distribuido pelo territério daséricas do Sul e Central. No Brasil
sdo conhecidos como “lambaris”. Cerca de uma cerderespécies e subespécies estdo descritas n@ géhanax,
mas muitos aspectos taxondmicos ainda sdo desdédovedorfologicamente caracterizam—se por sereixepede
pequeno porte (aproximadamente 10 cm), apreseniareanlateral completa, dentes pré—maxilares disgoem duas
fileiras e escamas cobrindo a base dos raios dadelmd caudal. S&o peixes generalistas, incluirmlcsua dieta
pequenos peixes, vegetais delicados, insetos aslafvreproducdo ocorre em todas as épocas ddzamot{j e Britski,
2000).

Na provincia ictiofaunistica do alto rio Paranaroem varias espécies distyanax, incluindo uma popularmente
conhecida como “tambil” ou “lambari-de-rabo-amadrelBsta espécie, que era anteriormente identificadano
Astyanax bimaculatus, teve sua taxonomia revisada por Garutti e Brit2Ri0Q) e foi descrita como a noyatyanax
altiparanae Garutti e Britski, 2000. Atualmente tem sido addutiqueA. bimaculatus ndo ocorre na provincia do alto
rio Parana e quAé. altiparanae representa um exemplo do endemismo ictiofaunistemorrente do isolamento dessa
provincia desde sua formagéao (Garutti and Brit<:0).

Astyanax altiparanae é parte da ictiofauna local da planicie de inufidado alto rio Parana e é endémica da provincia
do alto Parand, ndo tendo sido encontrada na miavitarano-Platense. Recentemente, caracterigtizeeldgicas e
marcadores moleculares identificaram a espAcialtiparanae no rio Iguacu (Graca e Pavanelli, 2002; Pralial.,
2002). Marcadores RAPD e do DNA mitocondrial (mtDN#®monstraram que a populagdoAdeltiparanae do rio
Iguacu foi introduzida a partir da provincia dooaito Parana e sugeriram que esta introdugdo davecorrido
recentemente (Priokt al., 2002).A. altiparanae é abundante e de alta importancia na cadeia atmemas ainda é
pouco conhecida do ponto de vista genético-poprati

Estudos prévios de citogenética Astyanax revelaram uma alta variabilidade cariotipica imténtraespecifica (Morelli
et al., 1983; Fernandes, 2002). Contudo, ainda existencgsoinformacgdes sobre diversidade genética, esdrate
populacdes e relacdes evolutivas entre as espenigareendidas no génefatyanax. Além disso, ndo ha evidéncias de
monofilia para o génerAstyanax, acreditando—se ser constituido por linhagensuéivak independentes (Zanata, 1995;
Weitzman e Malabarba, 1998).

Técnicas moleculares associadas com analises dgidas tém sido aplicadas, com eficacia, a sisteande peixes.
Marcadores moleculares também tém sido amplametiieados para caracterizar a biodiversidade e teutesa
genética de populacdes de peixes.

Sequiéncias nucleotidicas mitocondriais séo coreidsrmarcadores moleculares importantes e témirgieltsamente
utilizados em estudos evolutivos. Como marcador codde, 0 mtDNA apresenta caracteristicas conveesetdis como
heranga predominantemente uniparental materna, takaivamente rapida de substituicdo de bases,cgoou
recombinacao e facil isolamento (Avise, 2004; Avital., 1987). Além disso, o mtDNA mostrou-se um efiogent
marcador para estudos de estrutura de populac@gsgdo geogréfica e caracterizacdo de espéciese(AR004;
Graves, 1998; Sivasundatral., 2001).

Estudos da variagdo genética inter e intraespacfém utilizado variagBes na seqiiéncia de nucksmgidia regido
controle do DNA mitocondrial como marcadores. Aidegcontrole é a maior regido ndo codificadora dBDNA e
também a mais variavel do genoma mitocondrial daamoarios, incluindo os peixes. E caracterizadl pe
displacement loop (D-loop), que corresponde a regido de origem de replicacda transcricdo da fita H do mtDNA
(Meyer, 1994). A taxa de evolugcdo da regido coatlde duas a cinco vezes mais alta do que a des grie
codificam proteinas mitocondriais, acumulando migagprincipalmente na extremidade 5°. Coseqlentememegido
controle tem sido a principal seqiiéncia do mtDN#izada em estudos da variagdo genética intradi@ed para a
avaliacdo do parentesco entre espécies muito pasximcluindo espécie de peixes (Meyer, 1994; Fab8tepien,
1997; Sivasundaat al., 2001; Prioliet al., 2002).

Neste trabalho, seqiiéncias nucleotidicas da regiatrole do mtDNA foram utilizadas para analisadigersidade
genética entre populacdes Alealtiparanae de diversas localidades da provincia do alto &mfa e de uma populacéo



de A. asuncionensis da sub-bacia do rio Paraguai. Com as informaciislas pretende-se contribuir para melhor
caracterizar a espédle altiparanae e verificar a possibilidade dee asuncionensis ter se estabelecido no alto rio Parana.

Materiais e métodos

Exemplares déstyanax altiparanae foram coletados em cinco localidades da providoialto rio Parana, acima da
regido dos antigos saltos de Sete Quedas. No ran®aforam realizadas coletas em Guaira (GU)geservatério de
Itaipu e em Porto Rico (PR), na planicie de inundalgialto rio Parana. Na provincia do alto rio Raraambém foram
coletados individuos no reservatério de Barra BofBf) no rio Tieté e na represa municipal de Monte axprel
(MA), ambos locais no estado de S&o Paulo. Focisglado um ponto de coleta em Entre Rios (ER), nmsatp do
rio correspondente ao médio rio Parana e que &mirporado ao alto rio Parand, apds a formacao skrvatorio de
Itaipu. Espécimes d&. asuncionensis foram coletados no rio Manso e no rio Cuiaba (CB}uiabacia do rio Paraguai.
Os pontos de coleta estao indicados no Anexo B, 28, Figura 1.

Reservatério de Itaipu

O reservatorio de Itaipu corresponde ao segmentméltio rio Parana, na fronteira Brasil-Paraguai, pgresou a ter
continuidade com o alto rio Parana depois da foémalp lago. Esta localizado, entre os paraleld034e 25 33’ de
latitude Sul e entre os meridianos’ B8’ e 5437’ de longitude Oeste. Esse trecho situa-se enfiog do rio Piquiri e a
do rio Iguacu no estado do Parana, respectivanmestenunicipios de Guaira e de Foz do Iguagu.

No reservatorio de Itaipu foram coletados e anddisacinco exemplares de altiparanae no municipio de Entre Rios
do Oeste (PR). Também foram coletados e analisados individuos no reservatério de Itaipu na altdoamunicipio
de Guaira, no estado do Parana.

Planicie inundagéo do alto rio Parana

O Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia cgiidultura — Nupélia — da Universidade EstadualMdginga
possui uma base avancada no municipio de Porto(RRp (22 47' 37" Sul e 5319' 03" Oeste). Esta area localiza-se
imediatamente a jusante da barragem de Porto Reimagerca de 200 km a montante do remanso do/agseo de
Itaipu, e pertence ao terco inferior do alto risaPa. Do lado do Estado do Mato Grosso do Sul,rérese a planicie
de inundacéo do alto rio Parana, constituida genga rede de canais secundarios, o rio Baia erssscinferiores de
rios marginais e varzeas. As coletas foram reaiza base do Nupélia e na praia da llha da Bandeiraunicipio de
Porto Rico, estado do Parana. No total, foram amdssr e analisados 20 exemplaresAdaltiparanae nesta area de
coleta.

Reservatério de Barra Bonita

No reservatdrio de Barra Bonita foram coletados ésaus sete espécimes Mealtiparanae. Barra Bonita € um dos
reservatorios mais antigos do rio Tieté, com inflBésua construcdo em meados de 1962. Esta st2@31'Sul e 48
32’ Oeste. Na altura do reservatério de Barra Bopitao Tieté faz a divisa entre os municipios B&oaita e Igaragu
(SP).

Agua Limpa

Foram coletados e analisados 15 espécimées diiparanae na represa municipal de Monte Aprazivel, estadS&®
Paulo, no rio Agua Limpa. O municipio situa-se titude 20° 46' 21" Sul e longitude 49° 42' 51" @e€ rio Agua
Limpa é afluente do rio Sdo José dos Dourados,pguesua vez é tributario do rio Parana no reseneatte Ilha
Solteira. Atualmente, o rio S&o José dos Dourast@sligado ao rio Tieté pelo canal Pereira Barreto.

Rio Manso e Rio Cuiaba

Cinco exemplares d&. asuncionensis foram coletados no rio Manso e no rio Cuiaba,pragimidades da APM Manso
de Furnas Centrais Elétricas S/A. APM Manso estaliada no rio Manso, na chapada dos Guimaraesstaolo de
Mato Grosso.

Os espécimes coletados foram imediatamente colsoachofrascos com alcool comercial. O alcool focadop pelo
menos duas vezes, em intervalos de 24 horas. Ddpoisansferidos para o Laboratério de Genéticaupéhia, os
frascos contendo os espécimes foram armazenad@f’@. -Os experimentos para as analises molecularem fora
executados no Laboratério de Genética do NupélaMU

Para extragdo do DNA genémico foram utilizadasrfraigtos de tecido muscular (aproximadamente 100fomngjn
macerados em nitrogénio liquido gmaal de porcelana. Em seguida, foram adicionados gi0fle tampédo PS (Tris—
HCI 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e sacarose 5%) e p0@e tampao TH (Tris—-HCL 10 mM, NaCl 60 mM, EDTA
10 mM, sacarose 5%, espermina 0,15 mM e espermi@jita mM) pH 8,0 e fJuL de proteinase K (2(ug/uL) e o
macerado foi incubado em banho-maria com agitagdim I(aprox. 60 rpm) a 32, durante 1 hora. O DNA foi entédo
extraido duas vezes e purificado em um volume edpnte de fenol/cloroférmio (1:1, v:v), lavado caforoférmio e
centrifugado a 12.000 rpm por 12 min. A seguir,ADfoi precipitado com a adi¢édo de solucéo saldagl 5 mM) e
etanol absoluto gelado, seguido de uma incubacd®(’@ por 12 a 24 horas. O pellet obtido foi ressusjglendm 50



pL de tampédo TE (0,1 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,01 mM EDTA&om RNAse (20ug/mL). A suspensdo de DNA foi
estocada a —20. Aliquotas dessas amostras foram utilizadas para estimativa visual da quantidade de DNA em
comparacao com quantidades conhecidas de DNA ado\fagn gel de agarose (0,8%) e corado com brometdidie e
(20 ug/100 mL).

Foi feita a amplificacdo de fragmentos especiftogenoma mitocondrial via PCR com amostras de DN Aelxes
Astyanax de cada populagdo. A metodologia de amplificag@® fthgmentos de mtDNA foi baseada em Peblal.
(2002). Segmento de aproximadamente 760 pb, comtpade da regid®-loop, os genesRNA™, tRNA™ e cyt b,
foram amplificados, via PCR, com o DNA de 44 indidduPara cada individuo foram realizadas duas esac0
independentes de PCR, como réplicas.

Os primers utilizados foram o H16498 5-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3Meyer et al., 1990) e L15774M
5-CAACATGAATTGGAGGTATACCAGT-3’ (Prioli et al., 2002). A mistura do PCR consistiu de Tris-KCl (a®
Tris-HCI pH 8,4 com 50 mM KCI), 1,5 mM Mggl2,5uM de cada primer, 0,1 mM de cada dNTP, 2,94d-DNA
polimerase, 15 ng de DNA e agua deionizada editmm equipamento Milli-Q para completar o voluraea®5uL. O
DNA foi desnaturado por aguecimento da misturaed€do a uma temperatura dé®gor 4 minutos e a amplificagdo
ocorreu em 40 ciclos a 92 por 15 segundos, 86 por 30 segundos, %2 por 2 minutos, seguido de uma extensao final
de 72C por 5 minutos. Apds a amplificagcéo, aliquotasataanistura da reagdo com o fragmento do DNA aicgudi6

foi quantificado em gel de agarose 1% corado commbto de etidio (2@ig/100 mL) e comparado com quantidades
conhecidas de DNA do marcador de peso moleculaildratD0 pb (Invitrogen) (Anexo B, item 2.9, Fig@ja

O produto final obtido de cada reacdo de PCR fitizatio diretamente como amostra para o seglenoitamem
seqlienciador automatico ABI-3100 (Perkin Elmer, Nokw CT, USA) na ESALQ-USP. As sequéncias foram
amplificadas com o kit BigDy¥ terminator v. 3.0 (Perkin Elmer Biosystems), derdo com as instrucdes do
fabricante. Um total de 50 ng de cada amostra dé& BN20 pmoles de cadarimer foi adicionado na reacédo de
seqlienciamento. Imediatamente apds a elevacdongzeraura da mistura da reacdo pardC9gor 4 min, as
amplificagdes do fragmento dloop mitocondrial foram realizadas em 35 ciclos de 30%FC, 30 segundos a %5,

1 min e 30 s a BC, seguidos de 5 min a®) Os dados do seqiienciamento foram coletados pejoama de analise
do sequenciamento (Perkin Elmer) e submetidos &esta de qualidade pelo software Vector NTI Suide(Biformax,
Inc,). A seqliéncia de nucleotideos de cada peixedfafirmada nas duas fitas de DNA das duas anmsteaPCR
obtidas independentemente. Os fragmentos de DNAifaragos de diferentes amostras foram alinhadoeg@es com
e sem homologia foram avaliadas para a identifcagasitios polimorficos.

Seqiiéncias de DNA de 383 a 418 pb, amplificadasedmento hipervariavel da regido controle do DN£oaindrial
(AcessoGenBank niimeros AY395494 a AY395513), foram usada em sesilile relagcdes genéticas. Essa regido parcial
do D-loop foi seqiienciada em quarenta e cinco exemplards diiparanae e cinco exemplares d& asuncionensis.
Sequéncias correspondentes de populagdes do KedgrPirapo (Pi), e Iguacu (Ig) (Acess@enBank AY125820 a
AY125843) foram incluidos nas andlises (Prekl., 2002).

Sitios com delecéo ndo foram incluidos nas analssgiindo o consenso de que o significado evoludas delecdes
em seqiiéncias do DNA nédo é bem conhecido (Nei ealKu2000). Andlises genéticas foram realizadas @pnograma
MEGA 2.1 para obtencé@o da matriz de distanciastgpaséde Tamura e Nei com distribuiggamma. Os coeficientes
gamma foram estimados utilizando-se o programa PAUP* Edram incluidos nas andlises todos os exemptiaes
planicie de inundagao, do reservatorio de ltaipua{ta e Entre Rios), do reservatério de Barra Bodé&dacia S&o José
dos Dourados (Agua Limpa) e de Cuiaba/Manso. As &wmjiis dos rios Keller, Pirap6 e Iguacu, disposive
GenBank, foram utilizadas sem a repeticao de haplétipendbogramaseighbor-joining, com e sem a populacéo Ale
asuncionensis de Cuiab&/Manso, foram construidos com base emznug distancias Tamura e Nei. Graficos de
dispersdo em coordenadas principais também forastreédos com e sem a populagdoAdasuncionensis. Antes da
construcdo dos graficos, as matrizes de distardga3amura e Nei foram corrigidas como proposto lpngoes
(Legendre e Anderson, 1999).



