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RESUMO: A diversidade dos recursos genéticos aquaticos ocorre pelo conjunto da diversidade de espécies
e pela propria diversidade genética destes. Na Ordem dos Siluriformes, a familia Loricariidae possui
aproximadamente 600 espécies ja descritas e dentro da subfamilia Hypostominae o género Hypostomus é o
que tem a maior distribuicdo dentre os peixes da América do Sul, sendo considerado um dos mais
complexos da ictiofauna neotropical. Na bacia do rio Parana, séo encontradas em torno de 16 espécies de
Hypostomus e nao ha consenso em relacdo a sua taxonomia. Este trabalho objetivou analisar o
polimorfismo genético entre espécimes de Hypostomus do rio lvai, através da técnica de amplificagdo rDNA
5S. Foram utilizados exemplares do género Hypostomus coletados em pontos distintos do rio Ivai. A
metodologia utilizada para a extragédo de DNA total foi baseada em fenol/cloroférmio utilizando amostras de
tecido muscular dos espécimes. A amplificacdo foi realizada através da técnica de rDNA 5S. Ao analisar os
perfis eletroforéticos dos diferentes espécimes através da separagédo dos fragmentos de DNA, pode-se
observar a existéncia de bandas espécie-especificas e também foram encontrados marcadores que sao
compartilhados por alguns grupos. O uso da técnica rDNA 5S possibilitou evidenciar a variabilidade
genética de populagbdes de Hypostomus do rio Ivai e a presenga de marcadores moleculares diagnodsticos
evidenciou ao menos a presenca de 7 grupos distintos de Hypostomus. na regiao.
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1 INTRODUGAO

O género Hypostomus, € composto por peixes de pequeno a grande porte, com
padrao muito variavel de coloracao, apresentando ou nao manchas; o abdome podem ser
cobertos com placas ou ndo; a nadadeira caudal € bifurcada com o maior I6bulo na parte
superior; duas ou trés placas pré dorsais; cinco fileiras de placas no pedunculo caudal;
placas laterais em quilha ou ndo (Armbruster, 2004). Na bacia do rio Parana séao
encontradas em torno de 16 espécies de Hypostomus e estes ndo apresentam um
consenso em relagédo a sua taxonomia, levando a necessidade de mais estudos para uma
identificacado especifica (Agostinho e Julio Jr., 1999). Desta forma estudos a cerca de sua
biologia, taxonomia e genética sdo de grande importédncia, devido ha crescente
preocupacio quanto a manutencéo dos estoques naturais.
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Nos estudos sobre o reconhecimento e identificacdo da diversidade existente na
ictiofauna Neotropical estdo sendo aplicados marcadores moleculares, buscando a
preservacdo de unidades evolutivamente significativas para a manutengédo da
biodiversidade (Ryder, 1986).

Entre as técnicas de analise genética temos o rDNA 5S, que consiste de
sequéncias que codificam o rRNA 5S e sdo separadas umas das outras por espacadores
nao transcritos (NTS) (Martins e Wasko, 2004). O gene de rDNA 5S é altamente
conservado, mas ocorre repetido em tandem com sequéncias espacadoras de tamanho
variavel conforme a espécie (Céspedes et al., 1999).

Assim este trabalho objetivou analisar o polimorfismo genético entre espécimes de
Hypostomus através da técnica de amplificagdo rDNA 5S, e obter marcadores
moleculares especificos para as diferentes espécies.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para este trabalho espécimes de Hypostomus ja coletados na
bacia do rio lvai entre os anos de 2007 e 2008, durante o desenvolvimento de outros
projetos coordenados pela professora Alessandra Valéria de Oliveira. De cada espécime
coletado foram retiradas amostras de tecido muscular, fixadas em alcool etilico comercial
e estocadas em freezer -20 °C. Os espécimes analisados foram: 14 Hypostomus sp., 2
Hypostomus ancistroides, 2 Hypostomus regani, 2 Hypostomus albopunctatus, 1
Hypostomus sp2., 1 Hypostomus hermanni, 1 Hypostomus cf. topavae.

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%), 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 npg/uL) por 90 minutos em banho-maria a 37 °C.
Posteriormente, o DNA foi purificado por extragdo com fenol/cloroférmio (1:1) e
cloroférmio, respectivamente, e precipitado com solugéo salina (NaCl 5 M) e etanol
absoluto gelado. O pellet é ressuspendido em tampéao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) com
RNAse. A quantificagao foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 0,8%, por
meio de comparagao com DNA de fago A de concentragao conhecida.

Cada um dos individuos teve seu DNA submetido a amplificagdo em um
termociclador, com a utilizagdo dos primers 5S1 e 5S2 descritos por Pendas et al. (1995)
para amplificacdo de rDNA 5S de salmao, truta marrom e truta arco-iris. Além destes
também foram utilizados tampé&o 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
ul. As concentragdes e temperaturas recomendadas por GOES et al. (2009). Desta forma
a concentragdo de DNA utilizada foi de 5ng e as seguintes temperaturas: 1 ciclo de 4
minutos a 92°C; 40 ciclos de 1 minuto a 92°C para que ocorra a desnaturacdo do DNA, 1
minuto e 30 segundos a 40°C para que ocorra o anelamento dos primers e 2 minutos a
72°C para que ocorra a atuacdo da Tag-polimerase e a sintese do polinucleotideo
complementar a uma das fitas da regido intermediaria entre dois sitios de anelamento do
primer. Apés o ultimo ciclo de amplificagao 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 duragdo em torno de 5 horas.

Apods o DNA ser amplificado, foi utilizado para separacéao de seus fragmentos o gel
de agarose 1,4 %, corado com brometo de etidio. A visualizagdo feita em um
transluminador sob luz UV.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos tém enfatizado a aplicabilidade de marcadores moleculares para analisar a
variabilidade e polimorfismo genético em peixes. Com o uso desta biotecnologia,
pesquisas vém estimando polimorfismo e a variabilidade genética de populagbes de
Hypostomus da bacia do Rio Ivai (Guedes et al., 2008).

Neste estudo foram analisados os padrbes de bandas obtidos com a metodologia
do rDNA 58S e foram levadas em consideragao apenas as bandas de facil visualizagdo. O
numero de bandas nitidas geradas por esta técnica nos individuos analisados variou de
duas a oito e o tamanho desses produtos amplificados permaneceu entre 100 e 2100
pares de bases (pb). Ao analisar os perfis eletroforéticos dos diferentes espécimes
através da separacao dos fragmentos de DNA, pdde-se observar a existéncia de bandas
espécie-especificas, ou seja, fragmentos que estdo presentes em individuos de uma
Unica espécie e ausentes nos demais. Embora em varios casos os alelos nao estivessem
presentes em todos os individuos, alguns foram unicos para uma dada populagéo.

Conforme evidenciado na Figura 1, um fragmento de DNA de aproximadamente
900pb é unico dos espécimes de Hypostomus regani, assim como um fragmento de
aproximadamente 800pb que é exclusivo da espécie Hypostomus cf. topavae.

Além desses fragmentos unicos encontrados em cada espécie, o estudo
evidenciou marcadores que sao compartilhados por alguns grupos, como, por exemplo, 0
fragmento de DNA de 850pb comum entre os espécimes de Hypostomus sp2 e
Hypostomus hermani. A presenca dos mesmos marcadores em individuos de espécies
diferentes indica a maior proximidade genética desses grupos.

O padréao de bandas gerado pela amplificacdo do DNA via rDNA 5S permite
diferenciar espécimes de pelo menos 7 grupos distintos. GUEDES et al.(2008) utilizando
marcadores moleculares ISSR em Hypostomus da bacia do rio Ivai também obteve um
alto grau de polimorfismo nos espécimes analisados. Neste trabalho, os fragmentos
amplificados também constituiram marcadores estaveis e com pouca variagdo
intraespecifica, sendo, portanto, uma poderosa técnica a ser utilizada na separagéo de
espécies com problemas taxonémicos, como € o caso do género Hypostomus.
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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 reagdo. (3 e 4) Hypostomus ancistoides. (5 e 6)
Hypostomus regani. (7 e 8) Hypostomus albopunctatus. (9 e 10) Hypostomus sp2. (11 e 12) Hypostomus
hermani. (13) Hypostomus cf. topavae. As setas brancas indicam a presenca de I6cus polimérfico entre os
individuos. As setas vermelhas mostram um fragmento de DNA de 850pb comum entre os espécimes de
Hypostomus sp2 e Hypostomus hermani.

4 CONCLUSAO

O uso da técnica rDNA 5S, utilizado neste trabalho, possibilitou evidenciar a
variabilidade genética de populagbes de Hypostomus do rio lvai. A presenga de
marcadores moleculares diagnosticos evidenciou ao menos a presenga de 7 grupos
distintos de Hypostomus na regiéo.
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