Variabilidade Nucleotidica Mitocondrialde ~ Hoplias aff. malabaricus
da Planicie de Inundacdo do Alto rio Parana

Introducao

As duas espécie do género Hoplias formalmente descritas, H. lacerdae e H.
malabaricus, podem ser facilmente discriminadas. Entretanto, existem
evidéncias citogenéticas (Dergam & Bertollo, 1990; Bertolo et al., 2000), genéticas
(Prioli et al., 2004) e morfologicas (Graca e Pavanelli, 2007), entre outros, que
dao sustentacao a hipotese de que H. malabaricus representa um complexo de
espécies.

Na planicie de inundacdo do alto rio Parana os citotipos A, C e D de H. aff.
malabaricus foram detectados ocorrendo em simpatria (Pazza e Julio Jr, 2003).
A presenca do citotipo C na planicie foi uma novidade. Possivelmente, antes da
formacao do reservatorio de Itaipu, o citotipo C ocupava apenas o médio Parana,
pois nao hé registros anteriores de sua ocorréncia no alto rio Parana. Com a
formacao do reservatoério e submersao de Sete Quedas, em 1982, o cit6tipo C
poderia ter atingido o alto rio Parané.

Aidentificacdo de grupos diferenciados dentro do complexo H. aff. malabaricus
pode ser efetuada com marcadores moleculares baseados em DNA. Em uma etapa
anterior, citotipos os grupos de H. aff. malabaricus da planicie de inundagao do
alto rio Parana foram associados a marcadores moleculares ISSR (Prioli et al.,
2004). Agora estao sendo apresentados resultados de identificacao de grupos
dentro de H. aff. malabaricus da planicie de inundacao, utilizando seqiiéncias
nuclelotidicas da regiao D-loop do DNA mitocondrial.

Materiais e Métodos

As coletas de exemplares de H. aff. malabaricus foram realizadas em diversos
pontos das bacias do alto rio Parana e no rio Manso, na bacia do rio Paraguai. Na
bacia do alto rio Parana, foram efetuadas coletas no rio Baia (RB), Lagoa dos
Patos (LP), Lagoa das Garcas (LG), Lagoa Fechada (LF), Canal do Cortado (CC)
e Ressaco do Pau Veio (PV). Além desses locais, foi realizada coleta no Canal de
Migracao (CM) no reservatorio de Itaipu.
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Apoés a coleta, amostras de tecido muscular foram fixadas em alcool etilico
comercial. Para a extracao e quantificacao do DNA total, foi utilizada a
metodologia adaptada por Prioli et al. (2002). Os marcadores ISSR foram obtidos
por PCR, sob as condicoes propostas por Albert et al. (1999), com pequenas
modificacoes. Foram selecionados os primers (GGGAC) T (CCAQ) .G, (GGAQ) A
(GGAQ),, (AACC),, (AAGO),.

Uma seqiiéncia parcial do gene mitocondrial foi amplificada, via PCR, a partir
de amostras do DNA total. Foram utilizados os primers L D-Loop e H D-loop
para amplificar a extremidade hipervariavel da regiao D-loop do DNA
mitocondrial. O produto da PCR foi seqiienciado. A amplificacao e o
seqlienciamento foram realizados de acordo com as condi¢oes apresentadas por
Prioli et al. (2002).

Com as seqiiéncias nucleotidicas D-loop foi obtida uma matriz de distancia de
Tamura e Nei e construido um dendrograma com o algoritmo neighbor-joining.
Os valores de bootstrap foram baseados em 10.000 reamostragens.

Result ados e Discussao

A técnica ISSR permitiu a deteccao de bandas espécie-especificas que
diferenciaram trés grupos bem determinados de trairas, identificados como
citotipo A, Ce D (Figura 1). Contudo, alguns dos exemplares da Lagoa das Gargas
nao apresentaram perfil eletroforético que permitisse o seu agrupamento em
algum dos trés citotipos.

L ¢ DDCDDADACCDT CUDD

Figura 1. Perfis eletroforéticos dos cit6tipos A, C e D, caracterizados pelo primer (GGAC),T.
Coluna L - Padrdo molecular (Ladder 100 pb, Invitrogen).
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Em etapa anterior, conforme apresentado por Prioli et al. (2004), os marcadores
ISSR agruparam os individuos analisados em trés, associados aos cittipos A, C e
D. Nenhuma divergéncia foi detectada que pudesse indicar a existéncia de um
quarto grupo. Por si s, a dificuldade em associar alguns individuos da Lagoa das
Garcas aos citotipos ja conhecidos sugere a ocorréncia, na planicie de inundacao,
de um grupo do complexo malabaricus ainda nao identificado.

A matriz de distancia de Tamura e Nei, obtida com as seqiiéncias D-loop, foi
utilizada para construir o dendrograma neighbor-joining mostrado na Figura 2.
Os altos valores de bootstrap demonstram a diferenciacao genética entre os
haplogrupos identificados. Ficaram bem definidos os grupos associados aos
citotipos A, C e D, que formaram trés haplogrupogrupos distintos.
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Figura 2: Dendrograma neighbor-joining, obtido com a matriz de distancia de Tamura and
Nei, a partir da sequiéncia D-loop de Hoplias aff. malabaricus da planicie de inundacéo
do alto rio Parana.

Alguns individuos da Lagoa das Garcas e um individuo do rio Manso formaram
um haplogrupo separado. Correspondem aos mesmos individuos que na analise
com marcadores ISSR nao se enquadraram nos grupos determinados na etapa
anterior para a planicie de inundagao, de acordo com Prioli et al. (2004).



O novo grupo malabaricus identificado esta proximo do grupo identificado como
citotipo D. E possivel que a analise cariotipica desse grupo venha a revelar um
citétipo ainda nao caracterizado.

Certamente, os dados sao escassos e ha necessidade de ampliacao da amostragem.
Mas, deve ser notado que o haplotipo encontrado na Lagoa das Garcas também foi
encontrado em um individuo da bacia do rio Manso. Portanto, se esse haplotipo
nao estiver disseminado na bacia do alto rio Parana, seria plausivel supor que sua
presenca na planicie é uma decorréncia da formacao do reservatorio de Itaipu.

A respeito de Hoplias aff. malabacicus ha um consenso de que os citotipos
correspondem a espécies ainda nao descritas. Com as seqiiéncias nucleotidicas D-
loop sao identificados haplotipos inequivocamente associados aos citotipos. Por
conseqiiéncia, os haplogrupos poderiam também representar espécies nao
descritas. Assim, embora haja necessidade de analises complementares, foram
encontradas evidéncias da ocorréncia de variantes genéticas H. aff. malabaricus
até entdo desconhecidas. Esta variacao pode ser interpretada como indicativo da
presenca, na planicie de inundacao, de uma espécie do grupo malabaricus ainda
nao registrada na regiao.
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