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RESUMO

A ictiofauna de ambientes aquaticos pode ser constituida por organismos nativos e introduzidos que, por sua
vez, modificam o ambiente e podem causar impactos como perda da biodiversidade local e alteracdes
genéticas. A planicie de inundagéo do alto rio Parana se caracteriza por um ecossistema dinamico que varia
entre as fases terrestre e aquatica. Dentre 0s animais ndo nativos presentes na planicie, sdo documentadas
espécies amazobnicas de tucunaré, Cichla spp., introduzidas, possivelmente devido ao escape de lagoas de
pesca recreativa e aumento no rendimento da pesca em curto prazo. Dados moleculares do género permitem
a caracterizacdo e diferenciacdo espécies, monitoramento em locais de introducéo e informac6es sobre
possiveis hibridiza¢des que ocorrem entre as mesmas. O loci nuclear do intron S7 da proteina ribossomal em
peixes se mostrou util para investigar polimorfismos no DNA e diferenciar espécies, além de analises
filogenéticas e detec¢éo de hibridizacdo. O presente estudo visa analisar a presenca de hibridos de Cichla na
planicie de inundacédo do alto rio Parand, por meio do marcador molecular S7. Apés a extracdo do DNA,
fragmentos do intron S7 foram amplificados pela técnica de PCR, purificados e sequenciados. Os programas
BioEdit e MEGA 7.0 foram utilizados para edicdo e calculos de distancia genética das sequéncias. Os
resultados obtidos permitiram a identificagdo de individuos heterozigotos, entretanto, ndo foi Gtil para
identificacdo inequivoca de hibridos.

PALAVRAS-CHAVE: Ciclideos; Espécie invasora; Hibridizac&o; Marcador Genético.
1 INTRODUCAO

A ictiofauna de ambientes aquéticos pode ser constituida por organismos nativos e
introduzidos, os quais se estabelecem e se sustentam apds passarem por pressées no
habitat receptor, assim modificando-o de alguma forma. Essas espécies transferidas afetam
a fauna local uma vez que competem por recursos, realizam predacado exacerbada,
modificam o habitat e sistema, e introduzem patdgenos e parasitas, dessa forma
promovendo impactos ambientais como a perda de biodiversidade local e alteragdes
genéticas. A planicie de inundacéo do alto rio Parana € um exemplo de habitat no qual sdo
encontradas espécies ndo nativas, as quais promovem impactos significativos nesse
ambiente, como algumas espécies amazonicas transferidas de tucunaré, Cichla spp., cujos
individuos foram intensamente liberados (AGOSTINHO et al., 2007).

Conforme Ota et al. (2018) séo encontradas duas espécies do referente género na
planicie, Cichla kelberi e C. piquiti, ambas potencialmente oriundas do escape de lagoas de
pesca recreativa. Estudos moleculares evidenciaram, além dessas, a presencga de C.
monoculus na regido (GASQUES et al.,, 2015). Populagdes de Cichla spp. sofreram
diversas introducfes na planicie de inundagdo do alto rio Parana, que resultaram em
hibridizacdo entre as mesmas devido a quebra no isolamento reprodutivo, a qual nao
acontece onde essas espécies sao nativas (OLIVEIRA et al., 2006, GASQUES et al., 2015).
Dados moleculares em Cichla spp. permitem a caracterizacao e diferenciagdo das espécies
(GASQUES et al., 2015), além do monitoramento em locais nos quais essas populacdes
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nao sao nativas, que permite aprimorar o conhecimento sobre o sistema (AGOSTINHO et
al., 2008).

Mutacdes no DNA geram polimorfismos que podem ser detectados e explorados por
marcadores moleculares, que fornecem inimeras informacdes ao longo de todo 0 genoma
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Pode também servir de apoio em estudos ecoldgicos
gue visam o manejo de populacdes hibridas. O loci nuclear do intron S7 da proteina
ribossomal em peixes foi amplificado e universalizado (CHOW; HAZAMA, 1998), sendo util
para investigar polimorfismos no material genético. Em ciclideos, o marcador se mostrou
eficaz para analise de hipoteses filogenéticas entre os grupos (PIALEK et al., 2012). A
investigacdo e monitoramento da ocorréncia de hibridizacéo se faz necessaria uma vez que
estudos anteriores evidenciaram a presenca de ciclideos hibridos na regido da bacia do rio
Parana, os quais podem exercer vantagens competitivas sobre as espécies nativas
(OLIVEIRA et al., 2006; ALMEIDA-FERREIRA et al., 2011; GASQUES et al., 2015). A
hibridizacdo interespecifica entre ciclideos pode ocorrer de maneira difundida (SMITH et
al., 2003). Assim, o presente trabalho visa analisar a eficiéncia do marcador molecular s7
na identificacdo e monitoramento de hibridos de Cichla na planicie de inundacéo do alto rio
Parana.

2 MATERIAIS E METODOS

Espécimes de Cichla sp. foram coletados na planicie de inundacéo do alto rio
Parana, durante os periodos de atividades do Programa Ecoldgico de Longa Duracao
(PELD) sitio 6, em marco de 2020, com autorizacdo para coleta de material biolégico
fornecido pelo Ibama (SisBio), nimero 52596-4 e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEUA) e CONCEA numero 1420221018 (ID 001974), nas localidades do
Rio Baia, Lagoa dos Patos e Ressaco do Pau Véio. Posteriormente os animais foram
sacrificados e identificados por profissionais da Colecéo Ictioldgica do Nupélia/UEM. Em
seguida, porcdes do tecido muscular foram retiradas e armazenadas em tubos falcon
contendo alcool etilico comercial para preservacdo e extracdo do material genético. O
acesso ao patriménio genético dos espécimes foi autorizado de acordo com cadastro
AED1C39 — SISGEN.

A extracdo de DNA do tecido muscular foi executada com o kit de extracdo de DNA
Wizard Genomic DNA Purification da Promega, fundamentada de acordo com as instrucdes
do fabricante. A amplificacdo do método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ocorreu
utilizando os primers S7ilF e S7ilR, especificos de amplificacédo das regides de interesse
do intron S7 da proteina ribossomal. Em seguida, os fragmentos amplificados foram
purificados com polietilenoglicol (PEG) e sequenciados. As sequéncias obtidas foram
editadas com o uso do programa BioEdit e alinhadas utilizando o MEGA 7.0. Clustal W foi
o algoritmo empregado para o alinhamento. O nimero de haplétipos obtidos foi realizado
com o software DNASP6. Sequéncias de C. kelberi, C. piquiti e C. monoculus, de regides
onde as espécies sdo nativas foram adicionadas as analises.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram obtidas sequéncias de DNA de 11 espécimes de Cichla sp., coletados entre
os dias 03 e 06 de marco de 2020 na planicie de inundacéo do alto rio Parana. Desses, dez
foram identificados morfologicamente como Cichla kelberi e apenas um (TL10) como Cichla
piquiti. As sequéncias obtidas, apos edicdo e alinhamento, resultaram em fragmentos de
255 pares de bases. Foram identificados trés sitios polimorficos nas sequéncias, nas
posicbes 81, 148 e 235, que estdo representados na Tabela 1, resultando em quatro
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haplétipos (que aqui chamaremos de alelos). Trés individuos apresentaram dois alelos
cada, sendo heterozigotos para a regido estudada.

Tabela 1: Local de coleta das amostras, haplétipos e sitios varidveis da regido do marcador
molecular S7 para as amostras de Cichla analisadas neste estudo (TL1 & TL11), e outras sete da
regido da bacia amazonica (Rio Solimbes e Rio Tocantins).

Sitios Variaveis Marcador e Haplétipos
Amostras Local de Coleta
81 148 235 S7
TL1 G G G H1 Lagoa dos Patos
TL2 G G G H1 Lagoa dos Patos
TL3 G G G H1 Rio Baia
TL4 G T G H2 Rio Baia
TL5 S G G H1/H3 Rio Baia
TL6 G T G H2 Rio Baia
TL7 G T G H2 Rio Baia
TL8 G K G H1/H2 Rio Baia
TL9 S T G H2/H4 Rio Baia
TL10 G G G H1 Ressaco do Pau Véio
TL11 G T G H2 Ressaco do Pau Véio
114 SO_C. monoculus G K G H1/H2 Rio Solimb&es
118 SO_C. monoculus G G G H1 Rio Solimb&es
119 SO_C. monoculus G G G H1 Rio Solimbes
96 TO_C. piquiti G G C H5 Rio Tocantins
99 TO_C. piquiti G G C H5 Rio Tocantins
109 TO_C. kelberi G G G H1 Rio Tocantins
112 TO C. kelberi G G G H1 Rio Tocantins

Os alelos encontrados nao foram exclusivos de cada espécie, sendo assim nao foi
possivel identifica-los nos supostos hibridos. No entanto, nenhum individuo coletado
apresentou uma delecdo nas posi¢des 202 a 204, caracteristica de C. piquiti, confirmando
qgue os individuos identificados morfologicamente como C. piquiti ndo pertencem a essa
espécie. Eventos de hibridizagdo podem dar origem a individuos que apresentam
caracteristicas morfolégicas intermediarias ou com combinacfes de caracteres parentais,
0 que pode dificultar a identificacdo morfolégica de parentais e hibridos. Estudos recentes
realizados com espécies de Cichla de outras localidades do Brasil revelaram eventos de
hibridizacdo desses animais em locais onde ocorreu a introducdo, com a presenca de
individuos parentais e hibridos indistinguiveis morfologicamente (DIAMANTE et al., 2020).
Em nosso caso, exemplares identificados como C. piquiti, podem estar apresentando DNA
nuclear de C. monoculus ou C. kelberi em fun¢céo de evento de hibridizacdo, conforme ja
relatado por Oliveira et al. (2006), Almeida-Ferreira et al. (2011) e Gasques et al. (2015). A
combinacédo de marcadores nucleares e mitocondriais, podera ajudar nesta questao.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A regiao parcial do marcador molecular S7 estudada néo se mostrou eficiente para
a deteccao de hibridos entre a amostra de peixes analisada, apesar de ter possibilitado a
identificagcdo de individuos heterozigotos. A amplificagdo de um marcador mitocondrial para
confirmagédo da presenca ou ndo de hibridos dentre os espécimes coletados se faz
necessaria, assim como relatado em trabalhos j4 publicados. A identificacdo baseada
apenas em caracteres morfolégicos desses animais pode néo ser adequada em alguns
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casos, uma vez que hibridos podem apresentar uma combinacdo de caracteres das
diferentes espécies envolvidas.
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