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RESUMO: Os peixes sao os vertebrados mais diversificados e os de maior variagdo genética conhecida,
com aproximadamente 20.000 espécies descritas. Os peixes de agua doce sao responsaveis por 20 a 25%
da biodiversidade de vertebrados, no entanto, um percentual de 30 a 40% de toda a diversidade existente
na ictiofauna Neotropical, nao foi reconhecida. Dentro da familia Loricariidae, particularmente no género
Hypostomus spp. ha uma grande similaridade morfolégica entre os espécimes, o que dificulta sua
identificacdo e o estabelecimento de relagdes filogenéticas entre as espécies. Na bacia do rio Parana,
incluindo o rio lvai, ha mais de 16 espécies de Hypostomus spp. que nao apresentam um consenso em
relacdo a sua taxonomia, acarretando em estudos para uma correta identificacdo. As técnicas baseadas em
marcadores moleculares tem sido utilizadas na identificacao de espécies de peixes neotropicais, entre elas
se destacando a técnica do rDNA 5S, que consiste de seqiéncias que codificam o rRNA 5S e sao
separadas umas das outras por espacadores nao transcritos. Este trabalho objetivou padronizar condigbes
ideais de amplificacdo da técnica rDNA 5S para obter marcadores moleculares que possam ser utilizados
para a identificagao de espécimes de Hypostomus spp. Foi possivel realizar a amplificagdo de fragmentos
de DNA pela técnica de rDNA 5S para Hypostomus spp., utilizando DNA em uma concentragcdo de 5ng e
em temperaturas de desnaturagédo de 92°C, anelamento de 40°C e extensdo de 72°C. Assim esta técnica
podera ser utilizada em futuros estudos de variabilidade e polimorfismo genético desta espécie através de
marcadores moleculares obtidos por esta técnica.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiversidade; Identificagdo de espécies; Taxonomia.

1 INTRODUCAO

Os peixes sé&o os vertebrados mais diversificados e os de maior variagdo genética
conhecida (Torres, 2008), com aproximadamente 20.000 espécies descritas (Lowe-
McConnell,1999). A descoberta de novas espécies de peixes tem aumentado no pais,
sendo que na ultima década este crescimento foi superior a 15%, devido principalmente
ao conhecimento da fauna de pequenos peixes de cabeceira e ambientes especializados.
Entre as novas espécies encontradas destacam-se aquelas pertencentes a familia
Loricariidae (73 spp.) (Buckup et al, 2006). Dentro desta familia, particularmente no
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género Hypostomus spp. hd uma grande similaridade morfolégica entre os espécimes, o
que dificulta sua identificacdo e o estabelecimento de relacdes filogenéticas entre as
espécies.

Na bacia do rio Parana, ha mais de 16 espécies de Hypostomus spp. que nao
apresentam um consenso em relagdo a sua taxonomia, levando a necessidade de mais
estudos para uma identificacdo especifica (Agostinho e Judlio Jr., 1999). Embora a
ictiofauna do Brasil seja uma das maiores do mundo em diversidade, a quantidade de
estudos a cerca de sua biologia, taxonomia e genética ainda € minima. Estes dados sao
de grande importancia, visto que a ictiofauna constitui um valioso banco genético, e que
h& uma crescente preocupagao quanto a manutengao dos estoques naturais.

As técnicas baseadas em marcadores moleculares tem sido utilizadas na
identificagdo da diversidade das espécies de peixes neotropicais, buscando a
preservacdo de unidades evolutivamente significativas para a manutencao dessa
biodiversidade (Ryder, 1986).

Entre as técnicas de andlise genética temos o rDNA 5S, que consiste de
sequéncias que codificam o rRNA 5S e sdo separadas umas das outras por espacadores
ndo transcritos (NTS) (Martins e Wasko, 2004). O gene de rDNA 5S é altamente
conservado, mas ocorre repetido em tandem com sequiéncias espacadoras de tamanho
variavel conforme a espécie (Céspedes et al, 1999). Nesta familia multigénica a
alternancia de regides transcritas e nao transcritas permite avaliar a variabilidade genética
entre espécies proximas e até mesmo entre individuos da mesma espécie (Martins e
Galetti, 2001).

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

Desta forma este trabalho objetivou padronizar as condi¢des ideais de amplificacao
da técnica rDNA 5S para obter marcadores moleculares que possam ser utilizados para a
identificacdo de espécimes de Hypostomus spp. na bacia do rio Ivai, o que podera
auxiliar em futuros estudos de ecologia e biologia do género na regiao.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para este trabalho seis exemplares de trés espécies do género
Hypostomus, sendo elas Hypostomus ancistroides, Hypostomus regani e Hypostomus sp2
que foram coletados no rio Ivai no periodo de 2007 a 2008, durante o desenvolvimento de
outros projetos de pesquisa.

De cada espécime coletado foram retiradas amostras de tecido muscular, que
posteriormente foram fixadas em éalcool etilico comercial e estocadas em freezer a -20 °C.

A metodologia utilizada para a extragdo de DNA total foi baseada em
fenol/cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989). Amostras de tecido muscular retiradas de
cada individuo foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampéao PS
(Tris-HCI 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e Sacarose 5%), tampao TH (Tris-HCI 10 mM,
NaCl 60 mM, EDTA 10 mM, Sacarose 5%, Espermina 0,15 mM e Espermidina 0,15 mM)
pH 8,0 e proteinase K (20 pg/uL) por 90 minutos em banho-maria a 37°C. Posteriormente,
o DNA foi purificado por extragdo com fenol/cloroformio (1:1) e cloroférmio,
respectivamente, e precipitado com solucao salina (NaCl 5 M) e etanol absoluto gelado. O
pellet foi ressuspendido em tampéao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) com RNAse. Foi feita a
quantificacao através de eletroforese em gel de agarose 0,8%, por meio de comparagao
com DNA de fago A de concentragdo conhecida.
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Cada um dos individuos teve seu DNA submetido a amplificagdo em um
termociclador, com a utilizacdo dos primers 5S1 e 5S2 descritos por Pendas et al. (1995).
Além destes também foram utilizados tampéo Tris-KCl (Tris-HClI 20mM pH 8,4 e KCI
50mM), MgCl. 2mM, dNTP 0,19 mM, 1 U/reacao de Tag-polimerase e agua suficiente
para completar 13 ul. Foram testadas diversas concentragdes de DNA gendémico (5ng,
10ng, 15 ng e 20nQg) na reacao, bem como diferentes temperaturas de desnaturacéao (92°
e 94°C), anelamento (40° e 42°C) e extensao (72 e 74°C) durante a amplificacdo. Apds o
DNA ser amplificado, foi utilizado para separacao de seus fragmentos o gel de agarose
1,4 %, corado com brometo de etidio. A visualizagcdo dos fragmentos foi feita em um
transluminador sob luz UV.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a amplificagcdo do DNA com a técnica rDNA 5S foram realizados testes com
os primers 5S1 e 5S2 utilizando diferentes concentracées do DNA genbmico e diferentes
temperaturas de anelamento e extensao.

O tamanho dos fragmentos obtidos através da amplificacdo do DNA ficou entre 100
e 2100 pares de bases (pb) considerando apenas as bandas nitidas e reproduziveis.
Nesta mesma analise observou-se que o numero de fragmentos produzidos através desta
técnica nos individuos analisados variou de 2 a 6 bandas (Figura 1).
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Figura 1 - Fragmentos de DNA de Hypostomus spp. amplificados com a técnica rDNA 58S. (1)
Marcador de peso molecular Ladder 100 pb; (2) Controle negativo da reagéo. (3 e 4) Hypostomus
ancistroides; (5 e 6) Hypostomus regani; (7 e 8) Hypostomus sp2.

A concentracdo ideal de DNA na reacdo, que possibilitou a amplificacdo dos
fragmentos de DNA foi de 5 ng. Foi observado que em concentracdes inferiores a 5 ng os
fragmentos de DNA nado sdo amplificados ou caso sejam, aparecem como bandas de
dificil visualizagdo no gel. Nas ocasiées em que foram utilizadas concentragbes de DNA

VI EPCC
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Maringa — Parana - Brasil



gendmico iguais ou superiores a 10 ng, o DNA, no momento da corrida eletroforética,
ficou retido na parte superior do gel, como pode ser observado no niumero 8 da Figura 1.
Resultados similares foram obtidos por Avanzi (2008) e Oliveira et al. (2008).

No presente trabalho foram testadas diferentes temperaturas em cada uma das
etapas descritas acima, ou seja, durante as fases de desnaturacdo, anelamento e
extensdo. Nao foram observadas alteracdes significativas em relacdo aos fragmentos
amplificados, quando temperaturas diferentes foram utilizadas. A amplificacdo ocorreu
nas temperaturas de desnaturacao de 92°C e 94°C, nas temperaturas de anelamento de
40°C e 42°C e nas temperaturas de extensao de 72°C e 74°C. Desta forma a amplificacao
do DNA dos espécimes obtidos através da técnica rDNA 5S pode ser realizada nas
seguintes etapas: 1 ciclo de 4 minutos a 92°C; 40 ciclos de 1 minuto a 92°C para que
ocorra a desnaturagcdo do DNA, 1 minuto e 30 segundos a 40°C para que ocorra 0
anelamento dos primers e 2 minutos a 72°C para que ocorra a atuacao da Tag-polimerase
e a sintese do polinucleotideo complementar a uma das fitas da regidao intermediaria entre
dois sitios de anelamento do primer. Apds o ultimo ciclo de amplificacdo o DNA fica 5
minutos a 72°C. Por ultimo este DNA é resfriado durante 20 minutos a 20°C. Esta
amplificacdo ocorre em ordem exponencial e tem uma duracdo em torno de 5 horas.
Temperaturas similares foram utilizadas por Oliveira et al. (2008) e por Pendas et al.
(1995) para amplificagdo de DNA de outras espécies de peixes.

4 CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel estabelecer as condi¢cdes ideais de amplificacao da
técnica rDNA 58S, utilizando o DNA de espécimes de Hypostomus spp. Assim esta técnica
podera ser utilizada em futuros estudos de variabilidade e polimorfismo genético de
espécies deste género.
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