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Resumo: Os peixes constituem quase metade do nimero total de vertebrados. No entanto, um percentual
de 30 a 40% de toda a diversidade existente na ictiofauna Neotropical, até o momento, nao foi reconhecida.
A familia Loricariidae apresenta o maior nimero de espécies validas (673) e 300 espécies ndo descritas.
Dentro dessa familia, o género Hypostomus possui cerca de 120 espécies e s6 na bacia do rio Parana,
incluindo o rio lvai, hd mais de 16 espécies sem um consenso em relagdo a sua taxonomia. Técnicas
baseadas em marcadores moleculares tem sido utilizadas na identificagdo da diversidade das espécies de
peixes neotropicais, entre elas se destacando a técnica do rDNA 5S. O uso das repeticdes do rDNA 5S
permite isolar os espagadores nao transcritos das mais diferentes espécies sem um conhecimento prévio do
genoma da espécie em questado. Este trabalho objetivou verificar a presenca de polimorfismo genético entre
diferentes populagbes de Hypostomus sp. da bacia do rio Ivai, utilizando a técnica rDNA 5S. Foram
utilizados exemplares do género Hypostomus coletados em pontos distintos do rio lvai. A metodologia
utilizada para a extracdo de DNA total foi baseada em fenol/cloroférmio utilizando amostras de tecido
muscular dos espécimes. A amplificagdo foi realizada através da técnica de rDNA 5S. Com esta
biotecnologia foi possivel identificar um grande numero de locos monomorficos na populacéo de
Hypostomus sp. do rio Ivai. Assim a utilizagéo desta técnica de amplificagdo demonstrou-se uma importante
ferramenta para a identificacdo da diversidade deste grupo.

Palavras-chave: Hypostomus; Marcadores moleculares; rDNA 5S.

1 INTRODUGAO

O género Hypostomus da familia Loricariidae possui cerca de 120 espécies. Estes
peixes apresentam uma ampla variagdo morfolégica e de cor, o que dificulta a
identificacao de espécies (RUBERT et al., 2008). Na bacia do rio Parana, ha mais de 16
espécies de Hypostomus que ndo apresentam um consenso em relagcdo a sua taxonomia,
levando a necessidade de mais estudos para uma identificacao especifica (AGOSTINHO;
JULIO JR., 1999).

Segundo ZAWADZKI et al. (2004), as varias espécies ou morfétipos de
Hypostomus sao aparentemente endémicos de um ou poucos pequenos tributarios do Rio
Parana e andlises genéticas tem demonstrado ser uma valiosa ferramenta para auxiliar a
avaliagao do grau de isolamento reprodutivo de varios morfétipos.
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Os recentes avancos em biologia molecular permitiram estudos sobre a genética
de populagdes, a analise de polimorfismos, e a identificagdo de hibridos naturais. Entre
estes técnicas, o rDNA 5S é um componente importante, consistindo de sequéncias que
codificam rDNA 5S e que sao separadas uma da outra por espacadores nao transcritos —
NTSs (Martins;Wasko, 2004). O gene de rDNA 5S é altamente conservado, mas ocorre
repetido em tandem com seqUéncias espacadoras de tamanho variavel conforme a
espécie (CESPEDES et al., 1999).

O gene rDNA 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 rDNA 5S vem sendo realizados com diversos grupos, inclusive em
algumas espécies de peixes, com o intuito de solucionar problemas de relagcbes
filogenéticas, padrdo de ancestralidade e diversidade genética, entre grupos de
populagdes naturais (OLIVEIRA et al., 2008).

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
consequentemente, o isolamento dos NTSs das mais diferentes espécies sem um
conhecimento prévio do genoma da espécie em questdo (MARTINS; WASKO, 2004).

Este trabalho objetivou verificar a presenga de polimorfismo genético entre
diferentes populagdes de Hypostomus sp. da bacia do rio Ivai, utilizando a técnica rDNA
5S.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 COLETA

Foram utilizados para esse trabalho espécimes de Hypostomus sp. coletados nos
anos de 2007 e 2008 no rio lvai. De cada espécime coletado foram retiradas amostras de
tecido muscular, fixadas em alcool etilico comercial e estocadas em freezer a -20°C.

2.2 EXTRAGAO DE DNA

A metodologia utilizada para a extracdo 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 tampao PS
(Tris-HCI 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e Sacarose 5%), tamp&o 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 upg/uL) por 90 minutos em banho-maria a 37 °C.
Posteriormente, o DNA foi purificado por extracdo com fenol/cloroformio (1:1) e
cloroférmio, respectivamente, e precipitado com solugéo salina (NaCl 5 M) e etanol
absoluto gelado. O pellet foi ressuspendido em tampé&o TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) com
RNAse. Foram feitas quantificagdes através de eletroforese em gel de agarose 0,8%, por
meio de comparagao com DNA de fago A de concentragao conhecida.

2.3 AMPLIFICAGAO DO DNA

Cada um dos individuos tiveram seu DNA submetido a amplificacdo em um
termociclador, com a utilizagdo dos primers 5S1 e 5S2 descritos por Pendas et al. (1995)
para amplificagdo de rDNA 5S de salmao, truta marrom e truta arco-iris. Além destes
também foram utilizados tampéao Tris-KCI (Tris-HCI 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

Anais da V Mostra Interna de Trabalhos de Iniciagao Cientifica
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Maringa — Parana - Brasil



ul. Foram testadas diversas concentragdes de DNA gendmico (5ng, 10ng, 15 ng e 20ng)
na reacao, bem como diferentes temperaturas de anelamento e extensdo durante a
amplificacdo. Apés o DNA ser amplificado, foi utilizado para separagdo de seus
fragmentos o gel de agarose 1,4 %, corado com brometo de etidio. A visualizagao foi
observada em um transluminador sob luz UV.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios estudos vém demonstrando a aplicabilidade dos marcadores moleculares
para analisar a variabilidade e polimorfismo genético em peixes. Em especial o uso desta
biotecnologia em Hypostomus tem ajudado a estimar polimorfismo e a variabilidade
genética destes. CASTRO et al. (2009) vém utilizando esta ferramenta para estudar
populacdes de Hypostomus na bacia do Rio lvai.

Este trabalho utilizou 14 exemplares de Hypostomus sp., onde o DNA extraido da
musculatura destes animais foi amplificado. Os padrbes de bandas obtidos com a
amplificacdo do material genético foram analisados e apenas as bandas de facil
visualizacao foram levadas em consideracgao.

O numero de bandas nitidas geradas por esta técnica nos individuos analisados
variou de quatro a sete e o tamanho desses produtos amplificados permaneceu entre 100
e 1800 pares de bases (pb), resultado similar ao obtido por GOES et al. (2009) ao
amplificar outras espécies de Hypostomus. As Figura 1 mostra o perfil eletroforético dos
individuos analisados.

Os espécimes analisados apresentaram 10% de locos polimérficos e 90% de locos
monomorficos, ou seja, l6cus presentes em todos os individuos da populagdo. A grande
quantidade de Ilocus monomorficos indica uma baixa variabilidade genética
intraespecifica, confirmando os resultados obtidos por CASTRO et al. (2009), utilizando
marcadores moleculares ISSR. Esta baixa variabilidade genética pode ocorrer devido a
varios fatores, dentre estes o habito sedentario desses peixes.
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Figura 1. Fragmentos de DNA de Hypostomus amplificados com a técnica rDNA 5S. (1) Marcador
de peso molecular Ladder 100 pb.(2) Controle negativo da reagéo. (3 a 17) Hypostomus sp. A seta
branca indica a presencga de loécus polimorfico entre os individuos.
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4 CONCLUSAO

O uso da técnica rDNA 58S, utilizada neste trabalho, possibilitou a identificagao de
um grande numero de locos monomérficos na populagdo de Hypostomus sp. do rio Ivai
utilizada neste trabalho. Desta forma foi evidenciada uma baixa variabilidade genética
intrapopulacional. Assim a utilizagado desta técnica de amplificagcdo demonstrou-se uma
importante ferramenta para a identificacdo da diversidade deste grupo, o que contribuira
para o manejo visando a preservacao dos estoques naturais desta espécie.
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