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RESUMO: O gene DNAr 5S ¢é informativo e possui altas taxas de conservagao ao longo do genoma dos
eucariotos, possuindo caracteristicas Unicas que sao hereditarias. Estudos moleculares do gene DNAr 5S
vém sendo realizados com diversos grupos, inclusive em algumas espécies de peixes, com o intuito de
solucionar problemas de relagdes filogenéticas, extenséo de isolamento sexual, padrdo de ancestralidade e
diversidade genética entre grupos de populagdes naturais. Espécies do género Cichla, introduzidas na bacia
do alto rio Parana, apresentam polimorfismos genéticos comprovados por analise de RAPD e SPAR. Essas
espécies estao se intercruzando e formando hibridos vidveis, com maior variabilidade genética. O objetivo
desse trabalho foi padronizar a metodologia de amplificacdo de regides nao-transcritas da familia
multigénica rDNA 5S de Cichla e obter marcadores especificos para as espécies parentais e que pudessem
também ser identificados nos hibridos. Foram analisados 65 espécimes de Cichla. Os resultados
demonstram que foi padronizada a metodologia de amplificagdo das regibes ndo transcritas da familia
multigénica DNAr 5S. Apesar de ndo terem sido obtidos marcadores moleculares que pudessem ser Uteis
na identificacdo de hibridos, foram obtidos marcadores moleculares genéticos DNAr 5S espécie-especificos
para Cichla temensis, que podem ser utilizados para identificacdo de exemplares dessa espécie e também
marcadores populacionais, que podem ser Uteis para estudos de variabilidade genética populacional.

PALAVRAS-CHAVE: Cichla, DNAr 58S, Introdugéo de espécies.

1 INTRODUGAO

A introducao de espécies em ecossistemas aquaticos tem sido documentada em
todo o mundo, mas o impacto da presencga destas, nos novos ambientes, ainda nao é
totalmente conhecido. A introducédo de espécies e a perda dos habitats naturais sao os
maiores responsaveis pela extincdo de espécies animais no ultimo século. Espécies
exoticas podem afetar espécies indigenas pela competi¢cao por recursos, predagao sobre
a fauna nativa, introducdo de novos patdégenos, hibridagdo com espécies nativas ou
alterando significantemente o habitat, podendo atuar simultaneamente com a degradacao
ambiental (ELVIRA e ALMODOVAR, 2001). Como proposto por Agostinho et al. (2005),
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em aguas brasileiras, a introdugédo de espécies de peixes tem sido reconhecida com uma
das principais causas diretas da perda da biodiversidade.

O sistema do alto rio Parana pertence a regiao ictiofaunistica do Parana e tém
recebido, nos ultimos anos, um grande numero de espécies introduzidas, dentre elas os
piscivoros amazoOnicos que tém obtido grande sucesso de estabelecimento na regiédo
(AGOSTINHO et al., 2004, 2005). Cichla kelberi (KULLANDER e FERREIRA, 2006) foi
uma das espécies introduzidas e esta entre as mais abundantes na regido (AGOSTINHO
et al., 2004). Anteriormente ela era identificada na bacia do alto rio Parana como Cichla
cf. monoculus Spix and Agassiz, 1831. Outra espécie do mesmo género introduzida da
bacia Araguaia-Tocantins foi Cichla piquiti (KULLANDER e FERREIRA, 2006),
previamente identificada como Cichla sp. Atualmente estas populacdes de Cichla estdo se
estabelecendo em varias areas da bacia, incluindo o rio Parana, reservatorios e
tributarios. Oliveira et al. (2006), estudando popula¢des de Cichla, através de marcadores
nucleares e mitocondriais, observou que populagdes introduzidas de Cichla kelberi e
Cichla piquiti da regiao estavam cruzando e formando hibridos viaveis, resultando em um
processo avangado de homogeneizagao genética.

Além de representar um sério mecanismo de extingcdo de espécies e de ameaca a
integridade de pools génicos unicos (PERRY et al., 2002), a hibridizacao pode levar a
origem de linhagens bem mais adaptadas, mais vigorosas e também mais agressivas.

Dessa forma, os estudos genéticos de populagcbes de Cichla (tucunaré)
introduzidas na bacia do rio Parana séo de grande valia do ponto de vista ecolégico por
fornecerem dados que poderao auxiliar para uma melhor caracterizagao taxonémica e vir
a orientar praticas de manejo e estudos de ecologia mais adequados das espécies do
género e das populagdes hibridas.

Os recentes avangos das técnicas de biologia molecular tém permitido estudos
sobre estruturacdo genética de populagbes, analise de polimorfismos e identificacdo de
hibridos naturais. Dentre essa técnicas, ha o DNAr 5S, que consiste de sequéncias que
codificam o RNAr 5S e sado separados umas das outras por espagadores nao transcritos —
NTS (MARTINS e WASKO, 2004). As unidades do DNAr 5S, apresentam-se repetidas e
formam arranjos em tandem no genoma.

O uso das repeticdes do DNAr 5S apresenta algumas vantagens sobre os demais
marcadores disponiveis, pois a presenca de sequéncias codificantes, conservadas,
flanqueando regides variaveis dos NTSs, favorece a aplicagdo da técnica de PCR
(Polymerase Chain Reation), e conseqlentemente, o isolamento dos NTSs das mais
diferentes espécies sem um conhecimento prévio do genoma da espécie em questao
(MARTINS e WASKO, 2004).

O objetivo deste trabalho foi obter, através da técnica DNAr 5S, marcadores
moleculares espécie-especificos para populacbes de Cichla e identificar a presenga
desses marcadores nos hibridos naturais da regido da planicie de inundagéo do alto rio
Parana.

2 MATERIAL E METODOS

Os exemplares de espécies do género Cichla foram coletados de diversos pontos
da bacia do alto rio Parana, incluindo a planicie de inundacdo do alto rio Parana, o
reservatério da usina hidrelétrica de Itaipu, reservatério da usina hidrelétrica de Capivara
— rio Paranapanema e rio Tieté. Além desses locais, foram coletados exemplares da
regiao norte do pais (bacia amazonica), resultando um total de 65 individuos de sete
populacdes. Quatro espécies foram previamente identificadas como Cichla kelberi, Cichla
piquiti, Cichla cf. monoculus e Cichla temensis, sendo que os demais espécimes foram
considerados hibridos de acordo com os trabalhos realizados com RAPD por Oliveira et
al. (2006).
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Foram retiradas de cada espécime coletado, amostras de tecido muscular,
posteriormente fixadas em alcool etilico comercial e estocadas em freezer —20 °C.

A metodologia utilizada para a extragdo de DNA total foi baseada em
fenol/cloroféormio. Para a quantificagcdo da concentracdo do DNA presente em cada
amostra, foi utilizada técnica de eletroforese em gel de agarose 1%, por meio de
comparagao com DNA de fago A de concentragao conhecida.

Depois de quantificadas as amostras de DNA foram diluidas para 5 ng cada uma,
para a aplicagdo da técnica de biologia molecular conhecida como DNA ribossémico 5S.
O espacador do DNAr 5S foi amplificado com os primers 5S1 5S2 descritos por Pendas et
al. (1994).

Apos realizadas as amplificagcdes, todas as amostras foram fracionadas em gel de
agarose 1,4%, corado com brometo de etidio, visualizadas em um transluminador sob luz
UV e fotografadas. O tamanho de cada fragmento obtido foi determinado através da
comparagao com as bandas de um marcador padréo (Ladder 100 pb - Invitrogen).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A regido nédo transcrita do gene DNAr 5S foi amplificada via PCR, a partir de
exemplares de Cichla kelberi, Cichla piquiti, Cichla monoculus, Cichla temensis e
provaveis hibridos da bacia do alto rio Parana e da bacia Amazénica, resultando num total
de 65 individuos.

O numero de bandas nitidas e reproduziveis obtidas por este marcador molecular,
em cada espécime, variou de um a quatro, e o tamanho dos fragmentos amplificados
ficou entre 410 a 810 pares de bases. Todos os individuos analisados apresentaram uma
banda com tamanho de 650 pb, sendo este fragmento um marcador do género Cichla.

Neste estudo foram verificados polimorfismos em relagao ao tamanho dos produtos
amplificados em diferentes populacbes e espécies de Cichla. Com esta técnica, foi
possivel obter bandas espécie-especificas que diferiram pelo tamanho em pares de
bases. Todos os espécimes de Cichla cf. monoculus e C. kelberi da bacia Amazénica e da
bacia do rio Parana apresentaram os fragmentos de 650 pb e 410 pb, contudo, dois
espécimes provenientes de Tocantins, apresentaram quatro bandas; além dos fragmentos
de 650 pb e 410 pb, eles apresentaram fragmentos de 450 e 810 pb (Figura 1).

Os trés espécimes de Mato Grosso da espécie C. temensis apresentaram trés
bandas com tamanhos de 650 pb, 430 pb e 410 pb (Figura 1). A banda de 430 pb
constitui um marcador molecular da espécie.

L B 41 44 103 101 102 74 76

Figura 1. Fragmentos de DNA amplificados com o primer 5S1 e 5S2, gel de agarose 1,4%.
L = ladder 100 pb; B = controle negativo da reagéo. Espécimes 41, 42 e 44 - Cichla monoculus
(reservatério de Capivara - rio Paranapanema); espécime103 - Cichla kelberi (bacia amazonica -
Tocantins); espécime 68 - Cichla piquiti (Planicie de Inundagao do alto rio Parana); espécimes 98,
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101 e 102 - Cichla piquiti (bacia Amazdnica — Tocantins); espécimes 74 e 76 - Cichla temensis
(Mato Grosso).

Trés espécimes de Cichla piquiti da planicie de inundag¢ao do alto rio Parana e sete
espécimes de Tocantins apresentaram duas bandas de 650 pb e 410 pb. Seis individuos
desta mesma espécie do reservatorio de ltaipu e sete individuos de Promissao do rio
Tieté apresentaram somente a banda de 650 pb. Apenas um espécime da regidao de
Tocantins apresentou um fragmento de 450 pb, compartilhado por dois espécimes do
reservatério de ltaipu. Estes espécimes de Itaipu também apresentaram um fragmento
exclusivo de 500 pb.

Alguns provaveis hibridos da planicie de inundagdo do alto rio Parana e
reservatorio de Itaipu apresentaram duas bandas de tamanhos de 650 pb e 410 pb, outros
espécimes apresentaram quatro bandas com tamanhos de 650 pb, 500 pb, 450pb e 410
pb.

Diversos estudos em genética e citogenética de peixes revelam que o gene DNAr
5S apresenta uma maior diversidade de coépias e arranjos no genoma, permitindo a
distincdo de espécies (ALVES, 2005). Pendas et al. (1995) estudando Salmao do
Atléntico (Salmo salar) e Truta Arco-iris (Oncorhynchus mykiss) encontraram diferentes
tamanhos de fragmentos de DNAr 5S amplificados para as diferentes espécies
analisadas. Este estudo permitiu a obten¢do de fragmentos uteis para a identificagdo das
espécies em questdo. Em estudos realizados com tilapias Oreochromis niloticus,
Oreochromis mossambicus, Tilapia rendalli e o hibrido O. urolepis, Alves (2005) obteve
fragmentos espécie-especificos que puderam ser utilizados para a discriminacado de
especies e identificagao de hibridos.

No presente estudo foi obtido um marcador molecular espécie-especifico de 430 pb
para as populagbes de Cichla temensis. Esse fragmento pode ser utilizado para a
identificacdo de individuos dessa espécie e de hibridos naturais, uma vez que ha registros
de hibridizagc&o envolvendo a espécie em regides nativas (TEIXEIRA e OLIVEIRA, 2005).

Apesar da presenca de bandas exclusivas em algumas populagdes como a
populagcdo de Tocantins (Cichla kelberi, fragmento de 810pb), Mato Grosso (Cichla
temensis, fragmento de 430 pb) e Itaipu/Planicie de Inundacéo (Cichla piquiti e hibridos,
fragmento de 500 pb), ndo foram obtidas neste estudo, bandas espécie-especificas para
C. kelberi e Cichla piquiti.

4 CONCLUSAO

O marcador molecular DNAr 5S nao se mostrou util na identificacdo de hibridos
naturais entre essas duas espécies na planicie de inundacdo do alto rio Parana. A
possibilidade de identificacdo de eventos de hibridizacdo na regido deve ser investigada
com outras metodologias.

Contudo, esse marcador molecular pode ser utilizado para identificagdo de
espécimes de Cichla temensis, ou em analise de variabilidade genética populacional.
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