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RESUMO

Embora a regido neotropical seja considerada como a mais rica em numero de
espécies de peixes de agua doce do mundo, poucos estudos objetivaram a
compreensao da diversidade genética em espécies de ampla distribuicdo. Analisadas
sob uma perspectiva de variacdo genética, estas espécies podem ser 6timos modelos
para compreensdo da relacdo historica entre as bacias hidrograficas. Com o objetivo
de determinar os padrdes caracteristicos da variacdo genética nas populacdes de H.
malabaricus nas bacias hidrograficas do Rio Grande do Sul e bacias vizinhas, foram
utilizados marcadores genéticos moleculares (RAPD=136 amostras e Sequenciamento
SNPs= 48 amostras) e definidos trés clados entre as populagbes: o primeiro com
animais da Bacia Hidrografica do Rio Uruguai -BHRU (exceto Alto Uruguai) e um ponto
da Argentina; o segundo, com animais da Bacia Hidrografica da Lagoa dos Patos-
BHLP e Bacia Hidrografica do Rio Tramandai-BHRT e o terceiro clado com os animais
do Alto Uruguai, BHLP e BHRT. As amostras do litoral brasileiro, que foram incluidas
com o intuito de estabelecer comparacdes, fizeram um grupo a parte, com excec¢ao
das amostras de Sao Paulo e Parana que constituiram o segundo clado. Em relacéo a
metodologia utilizada, verificou-se que ambas mostraram uma semelhanca nos
resultados obtidos, porém o Sequienciamento mostrou-se mais sensivel na elaboracéo

dos agrupamentos.
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ABSTRACT

Although the neotropical region is considered the richest in number of freshwater fish species
in the world, few studies have attempted to understand genetic diversity in widely distributed
species. From the perspective of genetic variation, these species may be excellent models to
understand the historical relationship between the river basins. Molecular genetic markers
were used to determine the characteristic patterns of genetic variation in the populations of H.
malabaricus in the hydrographic basins of Rio Grande do Sul and neighboring basins (RAPD=
136 samples and SNPs= 48 samples), and three clades were defined among the populations:
the first with animals from the Uruguay River basin — BHRU (except for the Upper Uruguay)
and a point in Argentina; the second with animals in the Patos Lagoon —BHLP Hydrographic
Basin, and the Tramandai River-BHRT Basin, and the third clade with the animals of the
Upper Uruguay, BHLP and BHRT. The Brazilian coast samples, included for comparison, were
a separate group, except for the samples from Sdo Paulo and Parana, which were the second
clade. As to the methodology used, it was found that both achieved similar results, but the

SNPs proved more sensitive in forming the groups.
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1 INTRODUCAO

A Regido Neotropical, como mostra a Figura 1, é considerada como a mais rica
em nuamero de espécies de peixes de agua doce no mundo, podendo chegar a 8000
espécies (SCHAFFER, 1998), no entanto o conhecimento de sua ictiofauna é bastante
limitado (MENEZES, 1972; BOHLKE et al. 1979; BUSSING, 1985; KAUFMAN, 1992;
REIS, 1997 e 2003; ALBERT; CAMPOS-DA-PAZ, 1998; LAURENCE, 1998;
MALABARBA, 1998). Atualmente, as informacdes existentes sdo fragmentadas em
relacdo a diversidade da maior parte dos agrupamentos taxonémicos da regido. Além
disso, dentre os estudos ja realizados tem-se privilegiado a sistematica de grandes
grupos (BUCKUP et al. 1983; OYAKAWA, 2003), enquanto as analises de complexos

de espécies ou de populacdes tém sido mais escassas.

Dessa forma, a falta de conhecimento afeta diretamente a compreensdo da
historia filogenética das espécies e de suas adaptaces ecologicas e fisioldgicas ao
ambiente (LAURENCE, 1998), o que impede a interpretacdo correta dos dados

experimentais quando aplicados a espécies de ampla distribuicéo.

mengab g com

Figura 1 — Mapa da caracteriza¢do da Regiéo Neotropical
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Os animais pertencentes a Ordem Characiformes sé&o, dentre o0s
Ostariophysis, os peixes com maior diversidade morfoldgica. Eles apresentam uma
grande variagdo no formato do corpo, estruturas maxilares, denticdo e anatomia
interna. Essa amplitude da variacdo morfologica dificulta os estudos sobre a ordem, ja
gue se estima que ela seja composta por mais de 1300 espécies. As relacdes
flogenéticas dessa ordem s@o pobremente conhecidas e, devido a esse fato, a
monofilia de muitos grupos é incerta. Porém sabe-se que uma evolucao convergente é
comum, sendo assim, a classificacdo desses animais € feita com base em revisdes
sobre a descri¢do das familias (NELSON, 1994).

A familia Erythrinidae compreende um pequeno grupo de Characiformes, é
composta pelos géneros Erythrinus Scopoli, 1777, Hoplerythrinus Gill, 1896 e Hoplias
Gill, 1903, (OYAKAWA, 2003), distribuida na regido neotropical e endémicas as
Américas do Sul e Central.

No género Hoplias encontramos a espécie Hoplias malabaricus (Bloch, 1794),
gue vem sendo considerada por diversos autores como um conjunto de espécies, e,
portanto, necessita de revisdo (AZEVEDO; GOMES, 1943; AZEVEDO et al. 1965;
OYAKAMA, 1990; BERTOLLO et al. 1997a,b; DERGAM; BERTOLLO, 1990; DERGAM
et al. 1998).

Além da variabilidade morfolégica, achados citogenéticos demonstram que
Hoplias malabaricus ndo apresenta mais uma unidade absoluta (Pacheco, 2004).
Trata-se, na realidade, de um “complexo de espécies” que apresenta uma conspicua
diversidade cariotipica, variando o numero de cromossomos de 2n=39 a 2n=42
(OYAKAWA, 2003).

Para uma melhor identificacdo da diversidade, desde o final da década de 70,
estdo sendo estudados marcadores moleculares nas espécies de peixes neotropicais.
Com a preservacdo de unidades evolutivamente significativas para a manutencao
dessa biodiversidade (RYDER 1986), e, com a descoberta das enzimas de restricao,
iniciaram-se 0s primeiros estudos com marcadores moleculares baseados em DNA
(MOREIRA, 2001).
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Investigacdes na area da genética de populagbes ganharam impulso com o uso
dos marcadores RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms). No entanto, 0os
estudos nessa area ganharam consideravel expressao com o surgimento da técnica
do PCR (Polymerase Chain Reaction) e com os marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (AVISE, 1994).

Segundo Avise (2005), véarios autores tém utilizado marcadores moleculares
para caracterizar a biodiversidade e a estrutura genética de populacfes de peixes
(VICARI et al. 2005 e 2006; BORN; BERTOLLO, 2006;2001, 2000; ROSA, 2006;
PEREIRA 2005; DERGAM et al. 1998 e 2002).

Os estudos populacionais, antes do advento dos marcadores moleculares,
eram limitados a analise de caracteres morfologicos cuja variagdo genética era
dificilmente detectada.

Esse trabalho se justifica, pois € de relevancia cientifica contribuir para
elucidar o conhecimento da variabilidade genética do complexo H. malabaricus,

conhecimento esse que podera ser utilizado na compreenséo da evolucéo da espécie.

Propbe-se através da presente investigacdo a comparacdo da utilizacdo de

marcadores genéticos moleculares (RAPD e SNPs).
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1.1 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

1.1.1 Género Hoplias

O género Hoplias se distingue dos outros dois géneros da familia Erythrinidae
por apresentar dentes caninos no maxilar e na porcdo anterior do dentario; possuem a

nadadeira ventral com oito raios e a anal com 10 a 12 raios (BRITSKI et al. 1988).

De acordo com Oyakawa (2003), e Froese et al. (2007), o género Hoplias é
composto por nove espécies, sendo elas: H. aimara Valenciennes, 1847; H.brasiliensis
Agassiz, 1829; H.lacerdae Miranda Ribeiro, 1908; H. macrophthalmus Pellegrin, 1907;
H. malabaricus, 1794; H. microcephalus Agassiz, 1829; H. microlepis Guinther, 1864;
H.patana Valenciennes, 1847 e H. teres Valenciennes, 1847. No Brasil, séo
encontradas cinco espécies: H. brasiliensis, H. lacerdae, H. macrophthalmus, H.
malabaricus e H. microcephalus. Para a regido Sul e Sudeste, sdo citadas duas
espécies: Hoplias malabaricus e Hoplias lacerdae, que apresentam diferencas
marcantes tanto no numero dipléide, assim como quanto a morfologia dos

Cromossomaos.

A diferenca também pode ser feita com base na regido gular, onde em H.
malabaricus a linha dentaria converge na forma de “V” invertido, convergindo na regiao
anterior, enquanto que em H. lacerdae estas linhas sdo aproximadamente paralelas e
nao se concentram na regiao anterior (BRITSKI, 1972 apud BERTOLLO et al. 1978).
Além disso, a presenca ou auséncia de denticulos na lingua também é um carater
diferencial entre as duas espécies, onde H. malabaricus possui lingua provida de

placas 6sseas com dentes diminutos (BRITSKI et al. 1988).
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1.1.2 Descrigédo do Complexo H. malabaricus

7z

A espécie H. malabaricus € um taxon bastante complexo, com o arranjo e
sinonimizacdo de suas espécies, sendo referidas 8 sinonimias segundo Oyakawa,
(2003) e 12 segundo Froese e Pauly (2007).

Tabela 1- Sinonimias de H. malabaricus (BLOCH, 1794), segundo Froese e Pauly
(2007)

_ Nomenclatura _
Sinonimia Autor Status _ Autor referencia
valida
Erythrinus Spix & Agassiz, L N&ao Oyakawa (2003) /
macrodon 1829 Nova combinagao Frose e Pauly (2007)
Erythrinus . S N&ao Oyakawa (2003)/
trahira Spix, 1829 Nova combinagao Frose e Pauly (2007)
Esox Combinacéao N&ao Oyakawa (2003)/
malabaricus Bloch, 1794 original Frose e Pauly (2007)
. - S N&ao Oyakawa (2003)/
Esox tararira  Larrafiaga, 1923 Nova combinacéo Frose e Pauly (2007)
Ortografia N&ao
Hoplias incorreta-
malabarica Bloch, 1794 (Eschmever Frose e Pauly (2007)
2003)
Hoblias Sim Oyakawa (2003) /
Dopias (Bloch, 1794) Combinacéao Atual Frose e Pauly
malabaricus (2007)
Macrodon Gill. 1858 Nova combinacao Nao Oyakawa (2003)/
ferox Frose e Pauly (2007)
Macrodon iy ey 1864 NOVA COMbINagA0 Nao Frose e Pauly (2007)
intermedius
Macrodon S N&o
malabaricus Bloch, 1794 Nova combinagéo Frose e Pauly (2007)
Macrodon Valenciennes Nova combinagéo N&o Oyakawa (2003)/
tareira 1847 Frose e Pauly (2007)
Synodus Bloch & Nova combinagéo Nao Oyakawa (2003)/
palustris Schneider, 1801 Frose e Pauly (2007)
Synodus Bloch & Nova combinagéo Nao Oyakawa (2003)/
tareira Schneider, 1801 Frose e Pauly (2007)
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Segundo Morelli (1998), H. malabaricus apresenta o corpo cilindrico com uma
leve depresséo lateral, possui nadadeira dorsal angular, cabeca bastante longa, boca
ampla e mandibulas proeminentes, com dentes fortes e cbnicos, com presenca de
caninos. Os olhos séo circulares e estdo dispostos na metade proximal da cabeca. A
porcdo dorsal da cabeca mostra-se mais escura do que a ventral, assim como o
restante do corpo, que varia desde marrom escuro passando a um bege claro. Possui
manchas marrons, dispostas perpendicularmente com uma leve inclinagdo em direcédo a
cauda, conforme Figura 2. Gracas a esta colora¢do, a traira se camufla na vegetacéao

para capturar suas presas (OYAKAWA, 1998).

Na fase adulta apresentam habitos sedentarios, tipicos de espécies néo
migratorias, ovos adesivos e cuidados parentais (LAMAS, 1993). Ocupam o topo da
cadeia alimentar nos pequenos cursos d’agua, predando outras espécies de peixes de
menor tamanho, inclusive de sua propria espécie, crustaceos e moluscos (KENNY,
1995; GALVIS et al. 1997; BRITO, 2003). Apresentam habitos noturnos e, durante o
dia, aninha-se em locais com vegetacao abundante (SABINO; ZUANON, 1998).

No Brasil, H. malabaricus é conhecida por diversas nomenclaturas vernaculares,
como traira, trairdes, trairucus, tarairas, jejus, morobas (PACHECO, 2004).
Frequentemente, € confundida com Hoplias lacerdae, principalmente nas formas jovens
(OYAKAWA, 1998). Atingem cerca de 60 cm de comprimento e pesam em torno de 3 kg
(MORELLI, 1998).
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Figura 2 - Exemplares de H. malabaricus

1.1.3 Distribuicdo Geografica de H. malabaricus

A espécie H. malabaricus (BLOCH, 1794), apresenta uma das maiores
distribuicdes de peixes characiformes da regido Neotropical. E amplamente distribuida
pelas Américas, sendo comum em rios, arroios e lagoas (RINGUELET et. al., 1967;
KOCK et. al.,, 2000), diferentemente das demais espécies de Hoplias, que estdo
restritas a algumas pequenas areas (OYAKAWA, 2003). Hoplias malabaricus esta
presente no Continente Americano desde o sul da provincia de Buenos Aires (rio
Salado), até o Panama (BERRA, 1981) e foi introduzida nos Estados Unidos, no estado
da Flérida (HENSLEY; MOODY, 1975; HENSLEY, 1976; COURTENAY; HENSLEY,
1979; COURTENAY et al. 1984, 1986).

Hoplias malabaricus tem sido registradas em quase todos o0s sistemas de
aguas lénticas e Idticas; nos Paises: Argentina (CORDIVIOLA DE YUAN, PIGNALBERI
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DE HASSAN, 1985; DOMANICO; DELFINO; FREYRE, 1993); Bolivia e Equador
(GODOQY, 1975); Brasil (BLOCH; SCHNEIDER, 1801; AGASSIZ in SPIX; AGASSIZ,
1829; VALLENCIENNES in CUVIER; VALLENCIENNES, 1847; GODOY, 1975;
CASTRO; CASATTI, 1997); Caribe (KENNY, 1995); Costa Rica (OYAKAWA, 1998,
2003); Colombia (MILES, 1947, DAHL, 1971; GALVIS et al. 1997); Guiana (GODOQY,
1975; GERY, 1977); Panama (MILLER, 1966); Paraguay (GODOY, 1975; GERY, 1977);
Peru (GODOQY, 1975); Suriname (BLOCH, 1794; OYAKAWA, 1998, 2003); Trinidad e
Tobago (GILL, 1858; KENNY, 1995); Venezuela (GERY, 1977; GALVIS, MOJICA;
CAMARGO, 1997); Uruguay (GODOQY, 1975).

Diversos autores ja realizaram trabalhos sobre H. malabaricus no Brasil,
destacando os dados para os seguintes estados: Amazonas, Mato Grosso, Minas
Gerais, Para, Parana, Paraiba, Rio Grande do Sul, Rio Grande do Norte e Rondénia,
Santa Catarina, S&o Paulo (ARTONI et al. 2003; BERTOLLO et al. 2000; BORN;
BERTOLLO, 2000 e 2006; CENTOFANTE, 2003; DERGAM et al. 1998 e 2002;
GIMENES 2006; LUCIO et al. 2002; MARQUES et al. 2001; MARTINS et al. 2006;
PACHECO, 2004; PEREIRA, 2005, ROSA, 2006; VICARI, et al. 2003, 2005 e 2006).

No Estado do Rio Grande do Sul, ocorre em todas as bacias hidrogréaficas, em
contraste com outras espécies da familia Erythrinidae caracterizadas por areas mais
restritas de ocorréncia (OYAKAWA, 1998).

1.1.4 Variabilidade Genética

Hoplias malabaricus vem sendo considerada por diversos autores como um
conjunto de espécies que necessita de uma melhor revisdo quanto a classificacédo
(OYAKAMA, 1990, BERTOLLO et al. 2000; BORN; BERTOLLO, 2001). Devido a isso e,
para um melhor entendimento da espécie, marcadores genéticos (analise de cariotipos,
RAPD e seqguenciamento) estdo sendo usados com a intencdo de melhor caracterizar a

espécie.
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1.1.4.1 Anélise de Cariotipos

Atualmente, sado identificados sete citotipos diferentes para H.malabaricus
(BERTOLLO et al. 2000; BORN; BERTOLLO, 2001), conforme Figura 3. 1) Cittipo A:
2n=42 cromossomos metacéntricos (M) e submetacéntricos (SM) para ambos 0s sexos,
sem cromossomos sexuais heteromérficos, com distribuicdo do nordeste ao sudeste do
Brasil, Uruguai e Argentina (BERTOLLO et al. 2000), encontrados também na bacia do
Rio Tibagi (Parana — Brasil) e na Estacdo de piscicultura da Universidade Estadual de
Londrina (Rosa, 2006). 2) Citotipo B: 2n=42 cromossomos M e SM para os dois sexos,
mas apresenta um sistema sexual simples tipo XX/XY (BORN; BERTOLLO; 2000), com
uma distribuicdo no Vale do Rio Doce, Minas Gerais. 3) Citotipo C: 2n=40 cromossomos
M e SM, sem dimorfismo sexual, ocorrendo do norte do Brasil e nordeste da Argentina.
4) Citétipo D: 2n=40 cromossomos M e SM para fémeas e 39 para machos,
evidenciando um sistema cromossémico do sexo, X; X1 Xz X, /X1 XY (BERTOLLO et al.
1983, 1997b) limitado a bacia hidrografica do Parana Superior. 5) Citétipo E: 2n=42
cromossomos, contudo, o primeiro par de cromossomos de grande tamanho e ocorre a
presenca de um cromossomo acrocéntrico no par numero 6. 6) Citotipo F: 2n=40
cromossomos M e SM sem diferenciacdo cromossdémica sexual. Ocorre diferenca de
tamanho entre os dois primeiros pares cromossdémicos e 0 restante, o qual é
relativamente maior (BERTOLLO et al.1997a). Esses citotipos ocorrem do Suriname ao
sudeste do Brasil, com uma distribuicdo na parte oriental do continente. 7) Citétipo G:
presenca de 2n=40 cromossomos nas fémeas e 41 nos machos. Essa diferenca
corresponde a um sistema sexual multiplo do tipo XX/XY1Y, (BERTOLLO et al. 1983). A
distribuicdo geografica desses cromossomos parece ser restrita a alguns locais da

Amazobnia.
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Além desses sete citotipos também foram encontradas outras variagbes do
namero de cromossomos, com 2n=39 a 2n=42 para machos/fémeas para as regides do
Alto Parana (Sao Paulo), Rio Sdo Francisco (Minas Gerais) e Aguapey (Argentina)
(BERTOLLO et al. 1983; DERGAM; BERTOLLO, 1990; LOPEZ; FENOCCHIO 1994 e
ROSA, 2006).

O padréo de distribuicdo geogréfica destes citétipos é complexo, com situacdes
de simpatria e de alopatria (Scavone et al. 1994; Lopes et al. 1998), de acordo com a
Figura 4.
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Figura 3 - Idiograma parcial dos citétipos de H. malabaricus. Destaque para o sistema de
Cromossomos sexuais, maior tamanho no cromossomo 1 dos citétipos F e G, e a
presencga de um cromossomo acrocéntrico nos citotipos E e G (seta).

Fonte: Modificado a partir de Bertollo et al. (2000), por Pereira (2005).
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Figura 4 - Distribui¢éo dos citotipos A, B, C, D, E , F e G de H. malabaricus.
Fonte: Figura modificada a partir de Bertollo et al.(2000) e Pereira (2005).

As divergéncias ao nivel cromossdmico sdo, as vezes, de tal magnitude que
revelam, inclusive, a possibilidade de isolamento reprodutivo entre algumas populacdes
conhecidas. A emergéncia desses citotipos poderia resultar, pelo menos parcialmente,
do habito sedentario da espécie. Essa caracteristica talvez induza a formacao de

populagbes locais ou subpopulagdes com pouca conexdo por fluxo génico, como
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decorréncia de isolamento-por-distancia. Portanto, seria de se esperar que populagdes
de diferentes bacias hidrograficas divergissem geneticamente. Essas constatacdes
contribuem para um melhor entendimento do género Hoplias (BERTOLLO et al.
1997a,b; DERGAM et al.1998; DERGAM; BERTOLLO, 1990).

1.1.4.2 Anélise por RAPD

Apesar de vérios trabalhos terem sido feitos até o presente momento, com
citogenética, ainda nao foi possivel resolver a problematica com a espécie H.
malabaricus, sendo necessario recorrer ao emprego de metodologias que permitem

analises moleculares.

Dentre as técnicas que permitem a analise molecular, o RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA- polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) € uma técnica
com custos relativamente baixos, simples e que possibilita avaliar a variagdo genética
de populagbes (DERGAM, 1996; DERGAM et al. 2002; HATANAKA; GALETTI, 2003).
Essa abordagem é baseada na amplificacdo do DNA gendmico por PCR com oligo-
nucleotideos curtos (em torno de 10pb). Essa técnica permite detectar regibes
polimorficas do DNA, ndo necessitando de conhecimento prévio do genoma da espécie-
alvo (BLACK, 1993).

Entretanto, o RAPD possui algumas limitacbes: a reprodutibilidade dos
fragmentos de RAPD tem mostrado grande sensibilidade a pequenas modificacdes nos
componentes da reagcdo, como o tipo de polimerase usada, concentracdo do DNA
molde, concentracéo do cloreto de magnésio e temperaturas da amplificacdo (PEREZ
et al. 1998). Para assegurar a reprodutibilidade dos resultados, € necessario que a
padronizacdo da reacdo seja rigorosamente determinada e que seja utilizado um

método de separacédo dos fragmentos de alta resolucéao.

Marcadores RAPD-PCR tém sido aplicados em estudos de variabilidade e
filogenia em peixes (BIELAWSKI; PUMO, 1997; CALLEJAS; OCHANDO, 2002),
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especialmente para H. malabaricus (DERGAM,1996; DERGAM et al. 1998 e 2002;
PEREIRA, 2005).

1.1.4.3 Anélise Por Seqlienciamento

A técnica de sequenciamento permite a identificacdo direta de SNPs
(polimorfismo de nucleotideo Unico), os quais sédo fontes abundantes de variacédo
genética entre os individuos de uma mesma espécie (JORDAN et al. 2002), fornecendo
assim, uma base compreensivel para averiguacdo da diversidade genética
(WILTSHIRE, 2003). Algumas espécies de peixes vém sendo avaliadas através dessa
técnica (BEHEREGARAY, et al. 2002; SIVASUNDAR, et al. 2001; DERGAM et al. 2002;
MARTINS et al. 2006).

O DNA mitocondrial (DNAmMt) € uma Otima ferramenta para a analise das
espécies devido a suas caracteristicas peculiares como: Alta taxa de evolugao por
mutacéo (Brown, 1985), cerca de 5 a 10 vezes mais rapida do que a taxa de mutacéo
de um gene nuclear de cépia unica (HARRISON, 1989). Erros de replicacdo e as altas
concentracfes de compostos de oxigénio, capazes de danificar o DNA, aliados a altas
concentracfes de reparo ineficiente, parecem ser 0s responsaveis pelo acumulo de
mutac6es no DNAmt (WILSON et al. 1985).

A combinacdo dessas caracteristicas faz com que o DNAmMt seja amplamente
utilizado em estudos de caracterizacdo de populacdes, subespécies e espécies, além
de estudos de carater evolutivo e filogenético (HARISSON, 1989).
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1.2 OBJETIVOS

Objetivo Geral
Contribuir para o conhecimento populacional da diversidade genética da espécie

H. malabaricus nas bacias hidrogréaficas do Rio Grande do Sul.

Objetivos Especificos

1. Descrever os padrdes caracteristicos da variacdo genética nas populacdes de H.
malabaricus nas bacias hidrograficas do Rio Grande do Sul, usando RAPD e

Sequenciamento.

2. Comparar os padrbes da variacdo genética das populacdes de H. malabaricus
nas diferentes bacias hidrograficas do Rio Grande do Sul, usando RAPD e

Sequenciamento.

3. Comparar os padrdes da variacdo genética encontrada nas populacdes de H.
malabaricus das diferentes bacias da area de estudo com as demais bacias

disponiveis até esta data na literatura para a América do Sul.
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2 METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

No estado do Rio Grande do Sul, pode-se delimitar trés grandes regides
hidrogréaficas, reconhecidas pelas dire¢des principais de escoamento dos rios. No norte
e oeste do estado, encontra-se a Regido Hidrografica da Bacia do Rio Uruguai, cujas
aguas drenadas desembocam no Rio da Prata. No centro-sul e sudeste, os rios da
Regido Hidrografica das bacias litoraneas desembocam, em sua grande maioria, na
Laguna dos Patos, assim como as aguas que confluem no Lago Guaiba. No nordeste
do estado, as vertentes da Serra do Mar, que formam rios e uma intrincada rede de
lagoas, formam a Regido Hidrografica da Bacia do Rio Tramandai (FONTANA et. al.,
2003).

BACIA HIDROGRAFICA DO RIO URUGUAI-BHRU

A bacia do Rio Uruguai esta localizada aproximadamente entre as latitudes 26°S e
31°S e nas longitudes 49°W e 57°W, com formagdo geoldgica predominante
Jurassico/Cretaceo. Possui uma extensdo de 178.000km? e nasce no Brasil, da fus&o
dos rios Canoas (Santa Catarina) e Pelotas (Rio Grande do Sul), servindo de divisa
natural entre Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Brasil) - Argentina, e Argentina -
Uruguai, desaguando, ap6s 2.200 km de percurso, no estuario do Rio da Prata (NERY et.
al., 2006).

O Rio Uruguai, bem como seus afluentes, a montante de Porto Lucena (RS),
estd muito encaixado, apresentando-se sinuoso e com curvas meandrantes. O leito
apresenta dois estreitamentos, um a jusante de Marcelino Ramos (RS), onde é rochoso
e bastante largo, sendo totalmente ocupado somente em épocas de cheia, e outro, que
ocorre na reserva do Parque Estadual do Turvo, em Tenente Portela (RS), onde o rio

concentra suas aguas somente no lado esquerdo do leito, cuja margem é rebaixada;
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sua vazdo média anual é de 3.600m*/s e seu volume médio anual de 114km® e seus
afluentes sdo os rios: das Antas, Irani, Chapeco, do Peixe e Peperiguagu (margem
direita) e Forquilha, Ligeiro, Passo Fundo, da Varzea, Turvo, ljui e Piratini (margem
esquerda). Esses tributarios tém suas cabeceiras no rebordo interior da escarpa da
Serra Geral (em certos trechos com altitudes que ultrapassam 1.200 metros), e se
apresentam encaixados, com corredeiras e quedas d'agua em seus leitos, possuindo
elevado potencial energético (JUSTUS, 1990; CUNHA, 2003; NERY et. al., 2006).

O bioma predominante ao longo da Bacia do Rio Uruguai é o da campanha. Os
campos ocupam quase toda a por¢cao meridional sul-rio-grandense, com matas galerias e
capdes. Segundo Nery et. al. (2006), para essas regides campestres distinguem-se trés
tipos de formacbOes vegetais: a) campo subarbustivo ou sujo, que s&do gramineas
deitadas, formando tapete baixo, disseminado aparecem outras espeécies altas; b)
paleaceo, que sdo gramineas e outros eretos mais rigidos, podendo alcancar cerca de
um metro, sdo chamados também de vassoura e c) potreiro, uma forma de tapete

herbaceo, baixo denso, vicoso e verde.

Os solos da campanha gaucha possuem textura arenosa, constituindo areas com
intensos processos erosivos, resultantes da acao edlica e pluvial, o que tem resultado em
um processo de arenizagdo, ou seja, de formacédo de areais, que pode vir a assorear 0
trecho inferior da bacia, uma vez que esse tipo de solo, aliado a parca vegetacao tende a
formar ravinas e vocorocas (KLAMT, 1994; GUERRA; BOTELHO, 2003).

REGIAO HIDROGRAFICA DA LAGOA DOS PATOS- BHLP

A Regido Hidrografica da Lagoa dos Patos esta localizada entre os paralelos
30°S e 33°S e os meridianos 50'W e 54°W. Recebe as aguas de uma bacia hidrogréfica
de 201.626 Km? e representa, entre o Rio da Prata e Laguna-SC, a principal chegada
de 4guas continentais ao oceano. E formada pelas bacias que drenam para o Lago
Guaiba, que séo: Gravatai, Sinos, Cai e Baixo Jacui (que recebe a drenagem do Alto
Jacui, Taquari-Antas, Pardo, Vacacai e Vacacai-Mirim). O exutorio de toda esta bacia é
a Lagoa dos Patos, que recebe, ainda, o aporte hidrico do Rio Camaqua, que é um

sistema formado por 33 sub-bacias, compreendendo uma &rea de 24.000 km? entre o
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centro e o0 sudeste do estado (KANTIN; BAUMGARTEN, 1982; ASMUS, 1998;
PEREIRA et.al, 1998).

A Lagoa dos Patos possui uma desembocadura de elevada hidrodinamica e
variacbes bruscas de salinidade, com pequena influéncia de marés e com variacao
sazonal no nivel das aguas. Essa area estende-se por cerca de 850Km? sendo
formada por regides pouco profundas, comumente conhecidas como baixios (CAPITOLI
et al. 1978; CASTELLO, 1985). A area de abrangéncia da influéncia salina varia de
acordo com as condi¢cdes meteoroldgicas (KLEIN, 1998) e as espécies de peixes
deslocam-se, freqientemente, entre ambientes limnicos e estuarinos (LUCENA et. al.,
1994).

Segundo Cordazzo e Seeliger (1995), a flora da planicie costeira, onde a maior
porcdo da Bacia Hidrografica da Lagoa dos Patos se situa, pertence a provincia
biogeografica pampeana, com predominio de vegetacdo campestre de carater sub-
tropical e quase inexisténcia de espécies endémicas, contendo, ainda, elementos
andinos, austro-antaticos e holo-articos. As topografias e as vegetacdes das
depressdes quaternarias variam entre os sistemas marinho e palustre, passando pelo

lacustre e fluvial.

COMPLEXO LAGUNAR TRAMANDAI-ARMAZEM (30°S)- BHRT

O Rio Tramandai (30°S; 50°'W) encontra-se na parte norte da planicie costeira do
estado e flui através de uma area com um grande numero de lagoas, que dao saida as
aguas da vertente oceanica da Serra Geral, desembocando no mar através do complexo
lagunar Tramandai-Armazém., Esse ocupa uma éarea de 30Km? e compreende a
desembocadura do Rio Tramandai, a Lagoa de Tramandai, o canal do Rio Tramandai e
a Lagoa do Armazém (SILVA, 1982). Dentre essas lagoas, destaca-se a Lagoa dos
Quadros, importante reservatorio de dgua doce para o abastecimento dos municipios de
Capao da Canoa e Atlantida (CORSAN, 1992).

A Lagoa dos Quadros recebe aporte hidrico das aguas de diversas lagoas, entre
elas a Lagoa das Pombas, localizada na planicie litoranea, e do Rio Trés Forquilhas, que
drena as vertentes da Serra do Mar. A agua, entdo, desloca-se pelo Rio Tramandai até o
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mar. Pela porcéo sul, o aporte hidrico chega ao rio via Lagoa das Custddias, que drena
as aguas armazenadas no rosério de lagoas e canais que se estendem pela planicie

litoranea desde a Lagoa Fortaleza (Cidreira).

O complexo sistema de lagoas, rios meandrantes, canais, alagadicos e pantanos,
caracteristicos do litoral norte do Rio Grande do Sul, tiveram sua origem geoldgica no
Holoceno, nos ultimos episddios transgressivos-regressivos do mar. Ao longo do tempo,
estes ambientes coexistiram ou gradaram temporal e/ou espacialmente uns dos outros,
sendo que a passagem temporal gradativa “laguna-lago-pantano costeiro” parece
marcar uma clara tendéncia evolutiva entre estes componentes do sistema (VILLWOCK,
1995; TOMAZELLI et. al., 2000).

A margem, dos corpos d’agua dessa bacia, estd densamente recoberta por
tiririca Scirpus californicus e por Cladium jamaicensis (f: Cyperaceae), entremeados
pela acucena-d’agua Crinum americanum (f: Amaryllidaceae) e em um estrato superior
por corticeiras-do-banhado (Erytrina crista-galli, f: Leguminosae), figueiras (Ficus sp.),
bromélias Bromelia spp., cravo-do-mato Tillandsia aéranthos, barba-de-velho Tillandsia

usneoides (f: Bromeliaceae), coqueiros, entre outros.

Nas areas rasas, entremeam-se 0 aguapé Pontederia lanceolata (f:
Pontederiaceae), o pinheirinho d’agua Myriophyllum brasiliense (Halorrhagaceae), e o

cairucu-de-brejo Hydrocotyle ranunculoides.
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2.2 MODELO DE COLETA

Os espécimes foram coletados com o apoio da comunidade pesqueira das
bacias hidrograficas ja referidas. As formas de pesca utilizadas variaram de acordo com
cada localidade, desde redes de emalhe, espinhéis, “bdias-loucas”, linha e canigo, e

pesca elétrica, conforme descritas por Dergam (1996) e Querol (1993).

As redes de emalhe utilizadas oscilaram, em tamanho de malha, de 1,5cm até
9cm entre-nds adjacentes; nimero de panos, variando de 2 a 10, tendo cada um 10m
de comprimento total, com entralhamento variando de 30 a 60% do comprimento total e
1,5 a 3m de altura de rede.

Em relagéo aos petrechos de pesca que utilizam linha e anzol, incluiram-se
variados tamanhos de anzois e comprimentos de linhas, oportunizando, assim, capturar
H. malabaricus em diversos estagios de maturacdo, com tamanhos variados (QUEROL,
1993).

Foram retiradas amostras de tecido branquial apenas de animais vivos. O tecido
amostrado teve no méaximo 2cm? e foi colocado imediatamente em etanol absoluto e
depois de aproximadamente 2h o alcool foi trocado, tornando-se a repetir por mais 2
vezes antes do armazenamento final (GHEDOTTI; GROSE, 1997; MARIA et al. 2003).

Os espécimes foram fixados em formol 10%, transferidos para alcool 70% para

posterior tombamento nas colecdes de museus.

Foi armazenada e identificada em cada tubo apenas uma amostra de branquia
de cada animal e, a fim de evitar a contaminacéo entre 0s animais, todo o instrumental
utilizado foi esterilizado, entre uma extracdo e outra, em etanol 95% ou absoluto e

flambado na chama de lamparina ou isqueiro.

O material genémico ficou no Departamento de Biologia Animal da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), respeitados os procedimentos estabelecidos pela legislacao
federal vigente e GenBank (BENSON et al. 2000). Os procedimentos éticos adotados e

cumpridos seguiram os preceitos indicados por Feijé et al. (2001).
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Também foram inseridas amostras de tecidos fixados em etanol P.A.
depositadas na colecdo do laboratorio de Sistematica Molecular Beagle do
Departamento de Biologia Animal da UFV para composi¢cdo da amostra investigada
neste estudo.

2.3 METODOS LABORATORIAIS

2.3.1 Extracédo de DNA

As extracOes de DNA foram feitas conforme o protocolo de Boyce et al. (1989),
utilizando detergente CTAB (brometo de cetiltrimetilaménia): pequenos fragmentos do
tecido branquial foram coletados e colocados num eppendorf com 500uL de CTAB (em
200mL de solucdo de CTAB: 160mL H20O; 16,36g NaCl; 400uL B-mercapto-etanol;
20mL 1M Tris-HCI pH 8,0; 8mL 0,5 M EDTA dissodico, pH 8,0; 4g CTAB) para
maceracdo com auxilio de pistilo. A mistura foi posteriormente incubada em banho-
maria a 65°C durante uma hora; sendo a suspensdo homogeneizada em um agitador

em intervalos de 20 minutos.

Logo apos, o material foi centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos e seu
sobrenadante transferido para eppendorf contendo 500 uL de cloroférmio: alcool iso-
amilico (24:1), a solucdo foi homogeneizada e, posteriormente, centrifugada a 1400 rpm
por 30 minutos para precipitar as proteinas na interface entre o CTAB e o alcool iso-
amilico. O sobrenadante foi transferido para um terceiro conjunto de tubos contendo
250 pL de propanol resfriado (-20°C), homogeneizado e mantido por 30 minutos em

geladeira (4°C).

Apés esse periodo, os tubos foram centrifugados a 1400 rpm por 30 minutos
para que o DNA precipitasse no fundo do tubo em forma de pellet, geralmente

visualizado apés duas lavagens com etanol 75% e 100%.
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Finalmente, o material foi seco a temperatura ambiente, ressuspendido em Tris-
HCI - EDTA pH 8,0 (filtrado e estéril) e estocado a -20°C até o momento da

amplificagao.

2. 3.2 RAPD

Foram escolhidos trés oligonucleotideos, OPA-02 (5 TGCCGAGCTG3’), OPC-08
(5’ACCACCCACC3’) e OPC-16 (5’ACCACCCACC3’) da Operon Technologies, como
iniciadores da reagéo de PCR, selecionados conforme a sua consisténcia em amplificar

um grande numero de bandas, Dergam et al. 2002.

A fim de minimizar variacoes, evitando artefatos nas reag¢des (BLACK, 1993;
ELLSWORTH et al. 1993), procurou-se rodar todas as amostras ao mesmo tempo. As
reacdes de RAPD foram processadas em volume de 20uL, sendo 19 pL de mistura
{13,8 uL de H,0; 2 pL de tampéao 10X [500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI]; 0,8 pL de MgCl,
100 mM; 0,2 puL dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatados) 20 mM; 2 pL de
oligonucleotideos (primer); 0,2 pL de Taqg polimerase (1 unidade)} e 1uL de DNA da
amostra, aproximadamente 25 ng/uL. Em cada reacdo foi adicionado um tubo de
controle negativo (com todos os reagentes exceto DNA), para deteccdo de possiveis
contaminacdes. As reacOes foram processadas em um termociclador da MJ Research
(PTC100), com uma desnaturacéo inicial de 95° C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos
de: 94°C por 30 segundos, 35°C durante 35 segundos, 72°C por 45 segundos e uma

extenséo final a 72°C durante 6 minutos (HISS et al. 1994).

As amostras amplificadas foram visualizadas em géis (13 cm X 17 cm) de
poliacrilamida 6%. O gel foi carregado com 5 uL de amostra adicionados de 2 uL de
tampdo de amostra (azul de bromofenol 0,12%, xileno cianol 0,12%, dissolvidos em
TEB 5x). Em cada gel foi colocado também cerca de 1uL do marcador de peso

molecular 1Kb da Gibco-BRL. O procedimento eletroforético do material genético foi
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estabelecido conforme o padréo proposto por Dergam (1996): V = 150V, A = 99mA, W
= 24W e t = 100min.

ApGs a eletroforese, as bandas foram visualizadas com impregnacao de nitrato
de prata, constituido de trés etapas: fixacdo, coloracdo e revelacdo. A fixacdo foi
realizada em temperatura ambiente com 300 ml de uma solucdo a 10% de etanol e
0,5% de &cido acético, durante um periodo minimo de 10 minutos. Apds essa fase, os
géis foram transferidos para a solucéo de coloracao (0,8 g de nitrato de prata para 300
ml de agua ultra-pura). As bandejas contendo os géis foram agitadas durante 10 min.
Passado este tempo, a solucao de nitrato de prata foi descartada e os géis enxaguados
em agua destilada durante 20 segundos. A revelacao foi feita com 3% de NaOH + 0,6%
de formol diluidos em 300 ml de agua ultra-pura, permitindo a visualizacédo das bandas.
A reacao foi interrompida com o fixador. Os geéis foram secos a temperatura ambiente,
digitalizados e o tamanho dos alelos foi estimado a partir de uma molécula co-migrante
de tamanho padronizado (1kb DNA ladder, da Gibco BRL Products).

2.3.3 Sequenciamento

O presente estudo avaliou a regido ATPase 6-8 do DNA mitocondrial de H.
malabaricus. Este fragmento foi amplificado com a técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) (Mullis & Faloona, 1987), utilizando primers [L8524 (5’ —AAY CCT GAR ACT
GAC CAT G- 3') e H9236 (5 -GTT AGT GGT CAK GGG CTT GGR TC- 3')] ja avaliados
em outro estudo por Pereira (2005). As reacfes foram processadas num volume total
de 20uL por tubo, sendo 19 uL de mix [= 14,2 uL de H,O + 2,0 uL de tampéo IB (500
mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,4, 1% Triton X-100 e MgCl, 15mM) + 0,3 uL de MgCl,
(100mM) + 0,2 uL dNTPs (20 mM), 1,0 uL de cada oligonucleotideo (primer, 10mM) + 1
uL DNA + 0,2 uL de Tag polimerase (1 unidade)]. A cada reacao foi adicionado um tubo
de controle negativo (com 1 uL de &gua substituindo o DNA-alvo), para detectar

possiveis contaminacoes.
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Posteriormente, as reacdes foram realizadas num termociclador da MJ Research
(PTC100) com 40 ciclos de: 92°C por 1 minuto e 30 segundos; 60°C durante 1 minuto e
72°C por 1 minuto e uma extenséo final feita a 72°C durante 7 minutos. Os fragmentos
amplificados foram identificados em gel de agarose 2% e definidos conforme o peso
molecular esperado, utilizando como padrao o marcador molecular de 1Kb DNA ladder
(Gibco BRL Products).

Ap6s os procedimentos de amplificagdo o material genémico foi enviado
para o Centro de Biologia Genomica e Molecular da PUCRS para ser realizada a
purificacdo e a reagdo de sequenciamento. As amostras encaminhadas foram

escolhidas aleatoriamente com representantes dos diferentes locais de coleta.

Os produtos de amplificacdo por PCR foram purificados através de tratamento
enzimatico com exonuclease | e fosfatase alcalina (PCR product pre-sequencing Kit,
Amersham Biosciences). As reacfes de sequenciamento dos fragmentos de PCR
utilizaram o kit de terminadores marcados da Amersham Biosciences para o
MegaBACE 1000. As reacdes foram lidas no sequenciador automatico de DNA de alta
performance de 96 capilares MegaBACE 1000 do Centro de Biologia Genémica e
Molecular da PUCRS.

O sequenciamento foi de aproximadamente 550 pares de bases do DNA
mitocondrial, correspondente ao segmento ATPase 6-8. O programa CHROMAS
(disponivel em www.technelysium.com.au/ chromas.html) foi usado para visualizar as

sequéncias, a partir dos cromatogramas.

2.4 ANALISE DA DIVERSIDADE

Para o uso de RAPD assume-se que a populacdo a ser investigada, no caso H.
malabaricus devera estar em equilibrio de Hardy-Weinberg (HATANAKA; 2003), as

bandas polimérficas segregadas em um modo Mendeliano e que os alelos marcados de
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diferentes locos nao co-migram para a mesma posi¢céo do gel (D’AMATO; CORACH,
1996).

Uma matriz binaria foi construida com nameros 1 e O presenca e auséncia da

banda respectivamente, e os individuos foram comparados dentro e entre populacdes.

A andlise do grau de semelhanca genética entre as populacées foi obtida com o
calculo das distancias genéticas de Nei (1972), estimadas a partir da matriz binaria,
obtendo-se dendrogramas para cada populacdo e para o conjunto de todas elas, a
partir de andlise de agrupamento de médias pareadas ndo ponderadas (UPGMA),
utilizando-se o programa Popgene 16 versdo 1.31 (YEH et al. 1999). Todos os
programas estatisticos utilizados seguiram os procedimentos basicos de utilizacao

contidos nos seus respectivos manuais de instrugao.

Foram calculados as percentagens de locos polimorficos, estimativa de
diversidade genética (NEI, 1973), indice de diversidade de Shannon (NEI, 1972),
distancia genética (NEI, 1972) e construido dendrograma de similaridade genética
baseado no método de agrupamento UPGMA (Unweigted Pair- Group Method with
Arithmetical Average) (SNEATH; SOKAL, 1973), adaptado do método neighbor-joining
através da versdo 3.5 PHYLIP utilizando o programa computacional Popgene 16,
versdo 1.31 (YEH et al. 1999).

As sequéncias de DNA foram alinhadas no programa CLUSTALX 1.81
(THOMPSON et al. 1994) e manualmente editadas no BioEdit Sequence Alignment
Editor (HALL, 1999). As arvores filogenéticas de H. malabaricus foram construidas com
0 método de agrupamento neighbor-joining pelo programa PAUP 4.0 (Phylogenetic
Analysis Using Parsimony, Swofford, 2003) e pelo método da maxima parciménia (MP)
através do pacote computacional MEGA 3.0 (KUMAR et al. 2004). A distancia

empregada para a obtencao dos cladogramas foi HKY + G.

Em todas as analises foi utilizado o bootstrap como teste de confianga de topologias
(EFRON, 1985). A base do método consiste de uma simples reamostragem com reposi¢ao
pseudoaleatéria dos dados. A cada reamostragem uma arvore réplica é construida, com a
arvore final apresentando os valores de repeticdo para cada ramo. Para realizagdo do bootstrap

foram adotadas 1000 repeti¢coes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DESCRICAO DA AMOSTRA ANALISADA POR RAPD DE H. MALABARICUS

Os espécimes do complexo H. malabaricus foram capturados vivos nas trés
bacias hidrograficas do RS - Brasil, num total de 100 individuos, em ambientes l6tico,
semi-lGtico e |éntico, assim distribuidos: Bacia Hidrogréfica da Lagoa dos Patos (BHLP)
com 19 individuos, Bacia Hidrogréafica do Rio Tramandai (BHRT) com 36 individuos e
Bacia Hidrografica do Rio Uruguai (BHRU) com 45 individuos, conforme Tabela 2 e
Figura 5, em 14 localidades diferentes, no periodo de marco a dezembro de 2003.
Foram utilizadas também 24 amostras da regido do Alto Uruguai, e 12 amostras do
Uruguai (Durazno e Tacuarembo) pertencentes ao Banco de tecidos do Laboratorio de
Sistematica Molecular do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de
Vicosa /IMG.
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Tabela 2 - Populagdes de H. malabaricus analisadas no presente estudo, sigla, bacia

pertencente e respectivo nimero amostral

Bacia Hidrogréfica Sigla Bacia (n) Coordenadas Geogréficas
Cachoeira do Sul CA BHLP 03 52°53'0 e 30° 02'S
S&o Sepé SS BHLP 08 53°34'0 e 30°10'S
Taquari TQ BHLP 08 51°52'0 e 29° 48'S
Lagoa dos Quadros LQ BHRT 13 50°01'0 e 29° 41’S
Lagoa dos Barros LB BHRT 19 50°21'0 e 29° 53'S
Lagoa das Pombas LP BHRT 04 50° 10'0 e 29° 56'S
Barragem Sanchuri- Uruguaiana BS BHRU 02 56°49'0 e 29° 33'S
PUC - Uruguaiana PC BHRU 02 57° 06’0 e 29° 46'S
Barragem Fazenda — BF BHRU 09 57°05'0 e 29° 45'S
Uruguaiana
Cantao- Uruguaiana CN BHRU 05 57°04°0 e 29° 44'S
Camobi- Santa Maria CM BHRU 18 53°42'0 e 29° 41'S
Arroio do S6- Santa Maria SO BHRU 03 53° 80’0 e 29° 68'S
Rosério do Sul RS BHRU 03 54°55'0 e 30° 14'S
Uruguaiana UG BHRU 03 57° 04’0 e 29° 56'S
Rio Canoas UR/MZ Alto 11 50°26'0 e 27°42'S
Uruguai
Rio peixe PX/MF/4RQ Alto 7 51°05'0 e 28° 06’S
Uruguai
Rio Pelotas MPB/MPT Alto 6 50° 24’0 e 28° 06'S
Uruguai
Durasnho DU-JD Uruguai 5 56° 31°0 e 33° 26'S
Tacuaremb6 AN-TA Uruguai 7 56°01°0 e 31°46'S
TOTAL 136
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Figura 5 - Pontos de coleta das amostras de H. malabaricus, na América do Sul

40



3.2 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA POR RAPD DE h. MALABARICUS

3.2.1 Locos Polimoérficos

Foram escolhidos trés oligonucleotideos como iniciadores da reacdo de PCR:
OPA-02, OPC-08 e OPC-16 (Operon Technologies), sendo utilizados 65 locos (bandas)
para a construgdo da matriz binaria. O nimero de locos encontrados por primers foi de
cinco a 11 por populacéo (Tabela 3). Os fragmentos de DNA variaram de 506 a 2036pb,
para os espécimes analisados (Figura 6). O maior niumero de locos encontrados nos
géis estavam localizados entre os pares de base 517 ao 1018, ndo apresentando

bandas monomorficas.

Valores semelhantes foram encontrados por outros autores utilizando RAPD e
primers diferentes; Pereira (2005), trabalhando também com H. malabaricus do rio S&o
Francisco e litoral do Brasil, utilizou trés primers, encontrando entre 17 e 29 bandas por
primer, com tamanhos que variaram entre 396 a 2036pb. Gomes (2007), pesquisando
outra espécie (Leporinus elongatus), na Bacia do Parana usando 10 primers e 107
locos no total, verificou que o niumero de locos variou de oito a 15, e os fragmentos
estavam localizados entre 200 a 2500pb. Prioli et al. (2002), analisando o género
Astyanax no rio Iguacu com 10 primers, obtiveram 87 locos. Oliveira (2002),
trabalhando com populacdes de género Steindachnerina na Planicie do Alto Rio Parana
com nove primers obteve um nimero de locos que variou de oito a 16 e os produtos
amplificados permaneceram entre 330 a 2400 pb. Almeida et al. (2003), analisando
populacdes de Pimelodus maculatus do rio Tieté e Paranapanema, obteve um total de
210 locos utilizando 15 primers, variando de seis a 19 locos. Lopera-Barrero (2005),
trabalhando com Brycon orbignianus, em Maringa, encontrou um total de 87
fragmentos. Almeida e Sodré (2002), em estudo para a famila Pimelodidae no rio Tibagi

no Parana, utilizou 7 primers e encontrou 132 locos. Sekine et al. (2002) encontraram
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em Pseudoplatystoma corruscans no rio Parana 152 locos com 36 primers. Povh et al.
(2005) trabalhando com Oreochromis niloticus em Maringa, obtiveram 90 locos com
nove primers. Barman et al. (2003), para estimar a variagdo genética entre quatro
espécies de carpas indianas, utilizou 34 primers e obteve produtos amplificados entre
25 a 1500 pb.

Tabela 3 - Numero de locos analisados por local de coleta e por primer.

Bacia Hidrogréfica Primer OPA-02 Primer OPC-08 Primer OPC-16
n° de locos (17) n° de locos (27) n° de locos (16)
BHLP 7al0 7al0 8all
BHRT 8all 5al0 5al0
BHRU 7a9 5al0 5all
Alto Uruguai 5a9 7al0 7a9
Uruguai 6alol 8all 5all

Figura 6 - Gel de poliacrilamida com amostras de duas bacias hidrograficas amplificadas
com o primer C08. Os numeros 22, 53, 54, 59, 61 a 63 sédo da BHRT. Os
numeros 150 a 152 sao da BHLP e os nimeros 29, 153 e 154 sdo da BHRU.
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3.2.2 Variabilidade Genética

Para a determinacdo da diversidade genética (Heterozigosidade), indice de
Shannon e propor¢do de locos polimérficos, os individuos foram agrupados em

populacdes, e os valores foram calculados analisando loco por loco, conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Variabilidade genética encontrada em H. malabaricus no Rio Grande do Sul, Alto

Uruguai-SC e Uruguai.

Populacéo N°individuos H I. Shannon's Proporcéo de locos Distancia
(DP) (DP) polimérficos (n) Genética Nei
(1972)
BHLP 19 0,28 0,43 87,7% 0,0000 a
(0,17) (0,23) (57) 0,7737
BHRT 36 0,31 0,45 83% 0,0800 a
(0,18) (0,25) (54) 0,8071
BHRU 45 0,29 0,44 93,8 0,0313 a
(0,17) (0,22) (61) 0,9163
Alto Uruguai 24 0,29 0,43 81,5 0,0473 a
(0,18) (0,25) (53) 0,7404
Uruguai 12 0,21 0,32 67,7% 0,0000 a
(0,18) (0,26) (44) 0,5909
Média 0,276 0,414 82,74%

*Estimativa de Diversidade (Nei, 1973); DP= Desvio Padrdo; n=namero de locos.

Em relacdo a proporcdo de locos polimérficos, neste trabalho, a populacéo
BHRU foi a que apresentou um maior niumero com 93,8% de locos polimorficos. Esses
animais foram coletados em ambientes |6tico, semi-l6tico e |éntico, 0 que demonstra
variabilidade dentro da populacdo. Valores semelhantes foram encontrados por
PEREIRA (2005), que encontrou 100% de polimorfismo com H. malabaricus coletados
em ambientes diversos. Gomes (2007), trabalhando com Leporinus elongatus, em trés
estacbes de piscicultura, verificou que esses animais apresentavam 98% de locos
polimdrficos. Outros autores, trabalhando em ambientes I6ticos, encontraram valores de
locos polimorfismos altos, como: Prioli et al. (2002), trabalhando com o género Astyanax

com um total de 90%, Oliveira (2002), trabalhando com populacbes de género
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Steindachnerina verificou que 76% dos locos foram polimorficos. Da mesma forma,
Lopera-Barrero (2005), trabalhando com Brycon orbignianus, detectou que 70% dos

locos eram polimérficos.

Valores inferiores de percentual polimérfico foram encontrados para a populacéo
do Uruguai, onde os animais foram coletados em ambientes |éntico (67,7%),
demonstrando uma maior similaridade entre os individuos. Outros autores, trabalhando
também em ambientes Iénticos, encontraram valores percentuais menores que 0
observado na populacdo do presente estudo. Povh et al. (2005), trabalhando com
Oreochromis niloticus, encontrou 50% dos locos polimorficos e Foresti (2001), com
Piaractus mesopotamicus, verificou uma percentagem de locos polimérficos de 45%.
Sekine et al. (2002) em Pseudoplatystoma corruscans encontrou 27% de locos

polimorficos para os mesmos.

Neste trabalho, a média de diversidade genética observada através da estimativa
do indice Shannon's foi de 0,414 em toda a area estudada. A Bacia Hidrografica do Rio
Tramandai mostrou um valor de 0,45 demonstrando ter uma maior diversidade em
relacdo as outras populacdes ja investigadas, ainda que os animais tenham sido
coletados em lagoas, estas apresentam, na maioria das vezes ligacbes com outros

sistemas de drenagens, conforme Figura 7.

Esses valores foram préximos aos encontrados por Gomes (2007), onde a média
foi de 0,43 para Leporinus elongatus, no Parana e por Prioli (2001), que encontrou
valores superiores estudando espécies do género Astyanax, onde a estimativa da
diversidade genética foi de 0,51 para amostras da populacédo do rio Parana e de 0,52
para a populacdo amostrada no rio lguacu. Lopera-Barrero (2005), trabalhando com
populacdes cultivadas de piracanjuba (Brycon orbignyanus), também encontrou valores
de indice de Shannon’s semelhantes para as populacdes de Castilho (0,32) em relacao
aos individuos de Porto Ferreira (0,34), indicando que a variabilidade genética das
populacbes € muito semelhante. Bardakci (2004), estudando espécies de Aphanius

encontrou valores similares (0,39) nessa populacéo.
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Figura 7 - Mapa da América do Sul com destaque para o Estado do Rio Grande do Sul
e localizag&o dos principais rios do mesmo
Fonte: Datasinos e Pro-Guaiba, 2005.

O menor valor da média do indice da diversidade de. Shannon's no trabalho
foi para os animais do Uruguai, onde apresentaram 0,32, e estes foram coletados em

ambientes Iénticos.

Valores inferiores foram encontrados por outros autores em sistemas
fechados. Panarari (2003), que estudando populacdes naturais de corvina
(Plagioscion squamosissimus), encontrou indice de Shannon’s com valores de 0,03
para a populacdo de Porto Rico e 0,05 para as corvinas do reservatério de Itaipu e
0,08 para a de Tocantins. Povh et al. (2005), estudando populacdes de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), encontrou valores de 0,10 para a linhagem Bouaké da
geracao de reprodutores de 1997, de 0,07 para a Bouaké de 2002 e de 0,2 para a
Chitralada de 1997 e 2002.

Em relacdo a variabilidade genética de H. malabaricus, estimada pela
diversidade genética de Nei (indice de heterozigosidade ndo tendenciosa - NEI,
1973), pode ser considerada alta (H= 0,27) quando comparadas ao trabalho de

Renesto e Peres (2002), com exemplares de H. malabaricus no Alto Rio Parana,
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onde a variabilidade genética encontrada foi de H= 0,14 estimada a partir de 14

sistemas enziméticos com animais de rios e lagoas.

Todas as populagdes do estudo mostraram uma homogeneidade, sendo todas
préximas do geral, o que era esperado, sabendo-se que todas as populacdes
pertencem ao mesmo complexo de espécies, ainda que os animais do Uruguai

estejam geograficamente mais isolados (H=0,21).

Quando se comparam os valores de heterozigosidade genética de H.
malabaricus com os de outras espécies da bacia do rio Parand, verifica-se que eles
também sédo altos. Revaldaves et al. (1997) detectou valores de heterozigosidade de
0,13 para Prochilodus lineatus (Characiformes). Almeida e Sodré (1998) analisaram
trés espécies de Pimelodideos (Siluriformes) e os valores de heterozigosidade
variaram de H=0,04 para Pirinampus pirinampu; H=0,06 para Pimelodus maculatus e
H=0,08 para Lheringichthys labrosus. Chiari e Sodré (1999) estudando cinco
espécies de anatomideos (Characiformes) encontraram valores de H= 0,07 para
Schizodon intermedius H=0,09 para Schizodon nasutus, H=0,13 para Leporinus
frederici, H=0,14 para Leporinus elongatus e H=0,09 para Leporinus obtusidens e
Zawadzki (2001) analisou 21 espécies de Loricarideos (Siluriformes) e encontrou
valores variando entre H=0,01 para Hypostomus derbyi a H=0,10 para Hypostomus
regani. Assim, apesar de H. malabaricus ndo ser uma espécie migratéria na fase
adulta, apresenta valores de heterozigosidade semelhantes a dessas espécies (P.

lineatus e anatomideos).

Foresti et al. (2001), encontrou H= 0,14 para pacu e H=0,27 para curimbata.
Segundo o0 mesmo autor, 0os valores sdo bastante elevados quando comparados
agueles obtidos para peixes do deserto da América do Norte (H=0,02). Sdo similares
aos obtidos para pecilideos ndo migratérios da espécie Poeciliopsis occidentalis
(H=0,21) e sao menores que agueles observados para a truta de lagos
Oncorhynchus clarki lewisi (H=0,68) e para a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss
(H=0,85). Oliveira et al. (2001) com populacbes de curimbatd e lambari do rio

Paranapanema encontraram valores de H=0,21 e H=0,18 respectivamente.
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Contudo, poucos estudos tém sido realizados até o0 momento no sentido de
verificar a heterozigosidade em populagdes naturais de peixes, principalmente na
regiao Neotropical.

3.2.3 Distancia Genética

Os dados de filogenia foram obtidos para todos os individuos, sendo estes
agrupados primeiramente por populagcbes BHLP, BHRT e BHRU, depois entre as

populacdes, incluindo a do Alto Uruguai e Uruguai.

O calculo da distancia genética de Nei (1972) leva em conta tanto o0s
fragmentos polimorficos e € apropriado para os casos de processos evolutivos
longos, onde a divergéncia entre as populacdes ocorreu por deriva genética ou
mutacdo (WEIR, 1990), sendo que seu valor € proporcional ao tempo de divergéncia

por locos e por geracdo (DIAS, 1998).

O dendrograma resultante da Figura 8 mostra o agrupamento da populagéo
do BHLP, onde foi verificada a formacao de dois grandes grupos, nao sendo possivel
separar os individuos por local de coleta. A distancia genética de Nei (1972) entre os
individuos da populacdo variou de 0,000 a 0,777. O dendrograma Figura 9, foi
possivel observar que a BHRT formou dois grandes grupos. A variabilidade
verificada através dos grupos ndo se superpde a procedéncia das amostras, uma
vez que 0os mesmos padrdes genéticos se repetem em diferentes pontos de coleta,
indicando distribuicdo aleatdria dos mesmos, existindo a formacdo de alguns
pequenos agrupamentos. Neste grupo, a distancia genética variou de 0,0800 a
0,8071.
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No dendrograma da Figura 10, os individuos da BHRU fizeram pequenos
agrupamentos, como os de CM e BF, todos os outros foram agrupados
aleatoriamente em um grande grupo, sugerindo uma menor variabilidade genética
entre eles. A distancia genética neste grupo foi de 0,0313 a 0,9163. No dendrograma
da Figura 11, foi possivel observar a formagdo de dois grandes grupos e dois
menores. No segundo e terceiro grupos, os individuos das localidades do Alto
Uruguai, com uma distancia genética de 0,0473 a 0,7404, construiram subgrupos a
parte e todos os espécimes de Tacuarembd- Uruguai, com uma distancia genética
de 0,000 a 0,5909, agruparam-se juntos. Os individuos de Uruguaiana e Durazno —

Uruguai ndo fizeram grupos separados.
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Figura 11- Dendrograma obtido através do programa POPGENE 1.31
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Para avaliar o conjunto de espécimes de H.malabaricus coletados no Rio Grande do
Sul, foi realizada uma andlise conjunta das trés bacias. Na Figura 12, foi possivel
verificar a presenca de trés grupos. O primeiro grupo foi constituido por individuos da
BHLP e BHRT; o segundo grupo apresentou individuos da BHRU na sua maioria, € 0
terceiro formado com individuos apenas da BHRT. N&o foi possivel separa os
individuos por populacao, somente por local de

coleta.
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No dendrograma da Figura 13, analisando alguns individuos provenientes de
todos os locais de coleta dentro do RS e fora (Alto Uruguai e Uruguai), foi possivel
observar a formacdo de dois grupos: o primeiro com varios subgrupos e formando
algumas relacdes, como a BHRU, nas localidades de coleta da PUC - Uruguaiana,
Cantdo e Barragem Fazenda, e a BHRT com os individuos da Lagoa dos Quadros e
Barros; e um segundo grupo pequeno, com somente individuos da Lagoa dos
Quadros.
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Analisando todas as populacdes, é possivel verificar que a menor distancia
genética foi entre os individuos do Uruguai (0,000 a 0,5909); esse fato pode ser
atribuido a esses animais por estarem geograficamente mais distantes dos demais e
serem coletados em ambientes |énticos, ndo existindo muita troca génica com outros
individuos da BHLP e BHRT.

Os animais da BHRU foram os que apresentaram a maior distancia genética
(0,0313 a 0,9163), conforme Tabela 4. Esses animais foram coletados em diversos
ambientes, desde lagoas a barragens e rios. Os animais da BHLP e BHRT
mostraram uma menor distancia, possivelmente devido a existéncia de canais de
irrigacdo que interligam os dois sistemas e possibilitam o transito de formas jovens

desse complexo de espécie.

Dados de distancia genética foram realizados por outros autores que usaram
outros primers, mas todos utilizaram o método de RAPD. Gomes (2007) encontrou
valores que variaram de 0,0202 a 0,1174 para Leporinus elongatus criados em
cativeiro, mostrando uma pequena distancia entre eles. Poly (2005) encontrou

valores de 0,074 a 0,1320 para as linhagens de Oreochromis niloticus.

Galdino et al. (2006), também estudaram a espécie Leporinus elongatus e
encontraram o valor de distancia genética 0,0648 entre as populacées a montante e
jusante do rio Parana, indicando que os Saltos das Sete Quedas era uma barreira
gue promovia, ao menos parcialmente, o isolamento reprodutivo entre essas
populacdes. O distanciamento encontrado suporta a interpretacdo de que, embora
em niveis baixos, ha distancia genética entre as populacdes do médio e alto rio
Parana. Pioli et al. (2005), estudando trés populacdes do género Steindachnerina
(com macula, sem macula e macula com coloracdo intermediaria) da planicie de
inundacdo do alto rio Parana, encontraram grande distancia genética entre as
populacées com macula e sem macula, que foi de 0,7288 e baixa distancia entre as
populacbes com macula e intermediaria, 0,0092. Mostraram que, além dessas
populacbes pertencerem a mesma espécie, elas estdo homogeizadas
geneticamente. Bardakci et al. (2004) trabalhando com Aphanius danfordii,

encontrou valores de distancia genética de 0.61 e 0.87 entre as populacdes.
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Dergam et al. (1998) utilizaram marcadores RAPD-PCR em estudos com H.
malabaricus dos rios Parand, Tibagi e Iguacu para verificar os niveis de
diferenciacdo genética de populacdes de H. malabaricus. Os autores observaram
que entre as populacbes dos rios Parana e Tibagi existe uma grande diversidade
genética, sugerindo a ocorréncia de espécies diferentes nestes rios. Outro dado
observado foi a presenca de todos os alelos encontrados nas populacdes da
cabeceira do rio Tibagi, também nas amostras do rio Iguacu. Tal semelhanca
permitiu sugerir que a populacdo da cabeceira do rio Tibagi possa ser a origem da

populacdo amostrada no rio lguagu.

Pereira (2005), concluiu que as populagdes de H. malabaricus da costa leste
do Brasil apresentam dois padrdes distintos de alelos RAPD-PCR, sendo o primeiro
distribuido entre as bacias dos rios Buranhém e S&o Francisco (grupo Sao

Francisco) e o segundo entre as bacias dos rios Perequé e Jucurugu (grupo Leste).

O problema da comparagdo com outros taxons, na maioria das vezes € o
conhecimento nas unidades morfologicas e na distribuicdo de dados entre as bacias
(VARI; WEITZMAN, 1990). Mesmo existindo alguns problemas de padrao
biogeograficos, a técnica de RAPD foi usada para varias espécies de peixes de agua
doce (PEREIRA, 2005).

O fato de os grupos encontrados ndo compartilharem quase todos os alelos
amplificados sugere que ha uma distancia genética entre eles e que estariam
reprodutivamente isolados e podendo, portanto, abranger um complexo de espécies.
ApoOs tais observacfes e devido a necessidade de um estudo mais detalhado,

utilizando padrdes moleculares, fez-se 0 sequenciamento com alguns individuos.

3.3 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA POR SEQUENCIAMENTO

Foram sequlenciadas a regido ATPase 6-8 de 48 amostras de DNA de H.

malabaricus no Centro de Biologia Genémica e Molecular da PUCRS. A maioria das
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amostras corresponde a 11 sub-bacias do estado do Rio Grande do Sul e sete foram
coletadas em Santa Catarina - Alto Uruguai e no Uruguai conforme Tabela 5. Foram
adicionadas ao trabalho 12 amostras oriundas do trabalho de Pereira (2005), sendo
seis do Litoral, cinco de Uruguaiana e uma da Argentina, sendo analisada a mesma
regido gendmica. Para o grupo externo foi usado um exemplar de Hoplias lacerdae
(PEREIRA, 2005).

Tabela 5 - Populagdes de H. malabaricus analisadas no presente estudo, sigla, bacia

pertencente e respectivo niimero amostral

Bacia Hidrogréfica Sigla Bacia (n)
Cachoeira do Sul CA BHLP 03
Sao Sepé SS BHLP 05
Taquari TQ BHLP 03
Lagoa dos Quadros LQ BHRT 08
Lagoa dos Barros LB BHRT 07
Lagoa das Pombas LP BHRT 03
PUC - Uruguaiana PC BHRU 02
Barragem Fazenda — Uruguaiana BF BHRU 03
Cantéo- Uruguaiana CN BHRU 05
Camobi- Santa Maria CM BHRU 01
Arroio do So- Santa Maria SO BHRU 01
Rio Pelotas/Rio Canoas MPB/UR/MZ Alto Uruguai 06
Tacuarembo AN Uruguai 01
*Rio Aguapey Aguapey Argentina 01
*Espirito Santo/Parana/Sao Paulo/Rio de ES/PR/SP/RJ/ Litoraldo 06
Janeiro/Minas Gerais/Bahia MG/Ba Brasil

*Uruguaiana (rio) IUR BHRU 05
TOTAL 60

Amostras de Pereira (2005).
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Foi gerado um alinhamento com 539 pares de base correspondentes ao
segmento 8183-8722 do genoma mitocondrial de Eigenmannia sp. (acesso NCBI,
AB054131) através das 48 seqiiéncias de DNA obtidas de H. malabaricus.

As analises dessas seqliéncias revelaram 323 sitios conservados e 216
variaveis. A maior parte das mutacdes identificadas no presente estudo sao do tipo
transicdo, as quais sao mais frequientemente observadas na maior parte das regioes

gendmicas.

A composicdo média de bases nitrogenadas para esta regido do ATPase 6-8
do DNA mitocondrial de H. malabaricus foi de 31,7% para timina, 24,8% para
adenina, 12,3% para guanina e 31,2% para citocina. Ao analisar a mesma regiao,
Pereira (2005) encontrou valores aproximados medios que foram: A= 29%, C= 30%,
G=13% e T= 28%.

As analises filogenética baseada nas sequéncias de DNA foi obtida
separadamente para cada bacia investigada. Essa analise foi realizada através dos
métodos de agrupamento neighbor-joining (PAUP 4) e maxima verossimilhanca
(Mega 3.0).0s agrupamentos entre os espécimes de H. malabaricus foi bastante

robusto, com bootstraps proximos a 100%.

Os dendrogramas resultantes da Bacia Hidrogréafica da Lagoa dos Patos e da
Bacia Hidrografica do Rio Tramandai evidenciaram uma separagéo clara do grupo
litoral brasileiro. No BHLP cabe ressaltar que a maior parte dos animais foi coletada
em sistema |éntico e, ainda que tenham sido observados dois grupos distintos, nao
foi possivel separar os individuos por local de coleta (Figuras 14 e 15). O mesmo foi
observado na arvore gerada para os individuos do BHRT (Figuras 16 e 17). Esses
resultados eram esperados, uma vez que existe fluxo génico dentro destas bacias,

nao sendo possivel isolar completamente os individuos.

Para os individuos coletados na BHRU foi produzido um dendrograma com
dois agrupamentos distintos: no primeiro agrupamento encontram-se todos 0s
animais coletados em Uruguaiana com excecao de dois espécimes que agruparam

com 0s individuos do Alto Uruguai (Figuras 18 e 19).
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Figuiﬁ 14 - Dendrograma neighbor-
joining das sequéncias da regido ATP
sintase 6-8 obtido pelo programa PAUP
4, obtido pelo modelo HKY + G,
evidenciando relagbes entre individuos
de H. malabaricus na BHLP. Os nimeros
nos nos representam os valores de
bootstrap de 1000 repetiches. H.
lacerdae foi usado como grupo externo.
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Figura 15- Dendrograma de Méaxima
Parcimdnia para haplétipos de ATPase
de H. malabaricus, obtido através do
programa Mega 3.0, evidenciando
relagbes entre individuos de H.
malabaricus na BHLP. Os numeros nos
nds representam os valores de bootstrap
de 1000 repeticOes. H. lacerdae foi usado
COMO grupo externo

61




o2 — A MG
100 | ABa
* AEs

8 | 1833

100

100 LB51

W Hac

—
001

90 A Ba
99| |—A MG
% AEs

Asp
63l A PR

99 |V LP63
EL V LP60

46

LQ02
E LB51
9 LQ237
% Q21
1Q20
ol LQ18

W Hiac

10

Figura 16-. Dendrograma neighbor-joining
das sequéncias da regidao ATP sintase 6-8
obtido pelo programa PAUP 4, obtido pelo
modelo HKY + G, evidenciando relagdes
entre individuos de H. malabaricus na
BHRT. Os nimeros nos nds representam
os valores de bootstrap de 1000
repeticbes. H. lacerdae foi usado como
grupo externo

Figura 17- Dendrograma de Maxima
Parcimdnia para haplotipos de ATPase de
H. malabaricus, obtido através do
programa Mega 3.0, evidenciando
relacbes entre individuos de H.
malabaricus na BHRT. Os numeros nos
nos representam os valores de bootstrap
de 1000 repeticbes. H. lacerdae foi usado
COMO grupo externo.
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Figura 18 - Dendrograma neighbor-
joining das sequéncias da regido ATP
sintase 6-8 obtido pelo programa
PAUP 4, obtido pelo modelo HKY + G,
evidenciando relag6es entre individuos
de H. malabaricus na BHRU. Os
ndmeros nos noés representam 0s
valores de bootstrap de 1000
repeticbes. H. lacerdae foi usado como

grupo externo.

Figura 19- Dendrograma de Méaxima
Parcimbnia para haplétipos de
ATPase de Hoplias malabaricus,
obtido através do programa Mega 3.0,
evidenciando relacdes entre
individuos de H. malabaricus na
BHRU. Os ndmeros nos nos
representam os valores de bootstrap
de 1000 repeticbes. H. lacerdae foi

usado como grupo externo.

Para avaliar o conjunto de espécimes de H.malabaricus coletados neste

estudo, foi realizada a analise filogenética conjunta das trés bacias. Na Figura 20,
Apéndice A, foi possivel verificar a presenca de trés grupos distintos. O primeiro foi
constituido exclusivamente por individuos da Bacia Hidrografica do Rio Uruguai, 0s
guais apresentaram cerca de 25 mutages exclusivas na regido genémica estudada.
O grupo BHRU parece constituir-se de uma populacdo geneticamente mais distante
das demais. Também foi possivel verificar que esse grupo demonstra um maior
tempo de divergéncia intra-populacional, o que pode ser evidenciado pelo tamanho
dos ramos internos deste clado. Os outros dois grandes agrupamentos observados

no dendrograma foram compostos por animais oriundos do BHLP e da BHRT néo
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sendo possivel distinguir os espécimes pelos pontos de coleta. Muito embora tenham
sido observados bootstraps de 100%, os ramos internos mostram-se muito curtos,
refletindo a pequena distancia genética destas populacdes. Nesta andlise foram
introduzidas sequéncias de exemplares da bacia do litoral brasileiro (RJ e PR), como
esperado o exemplar do PR foi agrupado com os individuos da BHLP e BHRT, no
entanto o espécime do RJ formou um ramo separado com um bootstraps de 80%.
Contudo dois exemplares pertencentes a BHRU ficaram associados aos clados da
BHLP e BHRT. A andlise pormenorizada do agrupamento da BHRU, sugere padrbes
de estruturacdo genética localmente bem definidos e uma tendéncia de

diversificacdo de H. malabaricus.
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Figura 20 - Dendrograma neighbor-joining das seqiiéncias da regido ATP sintase 6-8 obtido
pelo programa PAUP 4, obtida pelo modelo HKY + G, evidenciando relagfes
entre individuos de H. malabaricus no BHLP ( ), BHRT (V) e BHRU (¢) Os
nameros nos nos representam os valores de bootstrap de 1000 repeticdes. H.

lacerdae foi usado como grupo externo.
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A analise, utilizando os espécimes do presente estudo, e introduzindo
sequéncias de individuos estudados por Pereira (2005), revelou novamente um
dendrograma com trés grandes agrupamentos (Figura 21). O primeiro grupo formado
por espécimes da Bacia Hidrografica do Rio Uruguai constitui um grupo separado
incluindo os trés exemplares estudados por Pereira (2005). Esse agrupamento era
esperado, uma vez que todos 0s animais pertencem a mesma bacia. Da mesma
forma, que no dendrograma obtido apenas pelos espécimes do presente estudo
(Figura 20), onde os animais que compdem o segundo clado pertencem ao BHLP e
BHRT. As amostras da bacia do Parana (SP e PR) foram reunidas neste grupo,
diferentemente das amostras de MG, BA, ES, RJ, que constituiram um grupo a parte,
0 que era esperado devido a distancia geografica dos locais de coleta desses
exemplares. No ultimo clado foi possivel encontrar animais oriundos das trés bacias

do RS, além de individuos pertencentes ao Alto Uruguai (SC) e Uruguai.

Ao avaliar os sitios polimorficos dos animais que compdem o0 primeiro
agrupamento, verificou-se a existéncia de mutacdes, que sao compartilhadas com os
individuos que compdem o terceiro clado, o que provavelmente explica a presenca

de individuos néo pertencentes ao BHLP e BHRT neste agrupamento.

Apés a realizacdo dos dendrogramas foi realizada uma matriz de distancia
genética (Mega 3.0) com representantes de todos os locais de coleta, conforme
Tabela 6 e foi possivel observar que a distancia entre os individuos do BHLP e
BHRT sdo muito pequenas, em média 0,02 o que esta refletido na topologia dos
dendrogramas acima. Em contrapartida, foram observados valores maiores entre a
populacdo da BHRU e BHLP/BHRT, onde a média foi de 0,20, mostrando um
isolamento da BHRU. A populacdo do Alto Uruguai apresentou uma distancia média
de 0,22 em relagdo a BHRU. O mesmo ocorreu com o Uruguai em relacdo a BHRU,

onde a média ficou em 0,18.
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Figura 21 - Dendrograma neighbor-joining das seqiiéncias da regido ATP sintase 6-8 obtido
pelo programa PAUP, obtida pelo modelo HKY + G, evidenciando relacdes entre individuos

de H. malabaricus nas bacias: BHLP ( ), BHRT (V¥), BHRU (¢), e Alto Uruguai (V),
Uruguai (#) e Argentina (4). Os nimeros nos nds representam os valores de bootstrap de
1000 repeticdes. H. lacerdae foi usado como grupo externo
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Tabela 6- Matriz da distancia genética avaliada através do programa Mega 3.0 com individuos de todas as bacias.

Aguapey | BE [CN [SO [PC [CM181[LB [TQ [SS [CA [LB |[LQ231[MPB111[AN |UR205 [ MZ [Hlac

169 | 30 | 208 | 155 45 | 221|201 | 151 | 56 06 119

Aguapey

BF169 | 0,02

CN30 | 0,02 0,02

S0208 | 0,02 0,02 | 0,02

PC155 | 0,04 0,05 | 0,05 | 0,05

CM181 | 0,10 0,10 | 0,10 [ 0,11 | 0,11

LB45 0,19 0,19 | 0,18 [ 0,17 | 0,22 | 0,26

TQ221 | 0,18 0,18 | 0,17 [ 0,16 | 0,21 | 0,25 0,03

SS201 | 0,18 0,18 | 0,17 | 0,16 | 0,21 | 0,26 0,03 | 0,02

CA151 | 0,18 0,17 | 0,17 [ 0,16 | 0,21 | 0,26 0,03 | 0,02 | 0,03

LB56 0,19 0,18 | 0,18 | 0,17 | 0,22 | 0,27 0,03 | 0,02 | 0,03 | 0,02

LQ231 | 0,8 0,17 | 0,17 | 0,16 | 0,21 | 0,26 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,01

MPB111 | 0,19 0,17 ] 0,15 [ 0,16 | 0,17 | 0,17 | 0,16

ANO6 0,16 0,13/ 0,12 (0,12 | 0,13 0,13 | 0,12 | 0,06

UR205 | 0,18 0,16 | 0,14 | 0,15 | 0,15 | 0,15 | 0,14 | 0,08 0,05

MZ119 | 0,23 0,18 0,19 [ 0,19 | 0,20 | 0,21 | 0,20 | 0,16 0,13 | 0,16

Hlac 0,19 0,20 | 0,20 [ 0,20 | 0,24 | 0,31 0,24 | 0,23 0,23 [ 0,23 0,24 | 0,23 | 0,27 0,24 | 0,26 | 0,32

* Os valores em vermelho mostram a distancia maior entre os espécimes e a cor azul, mostra 0s valores menores entre 0s animais.
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No estudo realizado por Pereira (2005), foram analisados animais de 19 bacias
compreendidas entre a bacia do rio Sdo Francisco, ao norte, e a bacia do rio Uruguai,
ao sul. Foi sequenciado o segmento da regido ATP sintase 6-8, escolhidos a partir da
analise do padrao de fita simples com o objetivo de determinar a relacéo histérica entre
populacBes de trairas H. malabaricus na costa leste brasileira. Foram definidos quatro
clados alopétricos entre as populacdes costeiras. O primeiro clado foi o do rio Séo
Francisco (SF), o segundo, o Sudeste (SE), com limite sul na Serra da Canabrava e
limite norte na Serra do Caparad; o terceiro, o clado do Rio de Janeiro, onde estédo
incluidos individuos do Alto Uruguai; e o ultimo clado obtido foi o da bacia do rio
Uruguai, Uruguai (Tacuarembd e Durazno), e Argentina (Aguapey). Os dois ultimos
clados citados (RJ e BHRU), concordam com os dados encontrados na presente
investigacdo, onde, 0os espécimes do Alto Uruguai apresentaram maior proximidade
genética como os da BHLP e BHRT do que com os do préprio rio Uruguai. Esse fato
pode ser explicado pela introducdo antropica de espécimes de um ambiente em outro

ou pela existéncia de proximidade de pontos de drenagem entre bacias.

Sinvasundar et. al., (2001), estudando a espécie Prochilodus lineatus na bacia do
rio Parana, verificaram grande proximidade genética entre espécimes coletados a
2.600km de distancia. Tal proximidade deve-se, segundo os autores, a grande
capacidade migratéria da espécie, o que difere substancialmente do comportamento de

H. malabaricus.

A metodologia de sequéncias do gene mitocondrial 16S foi utilizada por Dergam
et al. (2002), e mostrou que as diferencas genéticas observadas em H. malabaricus da
bacia do rio Doce, sudeste do Brasil, sdo o resultado de processos evolutivos diversos,
como pressao de selecao, deriva genética e vicariancia. Esses autores concluiram que
essa bacia e outras adjacentes formam uma complexa histéria filogeografica, pois
compartilham uma histéria comum com as vertentes das bacias dos rios Paraiba do Sul
e Grande, corroborando a hipétese de suas separacdes pela formacdo da Serra da

Mantiqueira durante o periodo Plio-Pleistoceno.
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Para as bacias hidrograficas do RS, ndo € possivel, at¢é o momento, fazer
inferéncias sobre filogeografia devido a escassez de pesquisas especificas na area e a
complexidade da temética. As dificuldades de efetuar estudos filogenéticos e
geogréficos para os rios Neotropicais € destacada por Montoya-Burgos (2003), que
ressalta a importancia de considerar tais perspectivas para possibilitar a compreenséo

da diversidade de espécies hoje existentes.

Observou-se, através do presente trabalho, bem como nas pesquisas de Dergam
et. al., (2002) e Pereira (2005), para H. malabaricus e utilizando tanto a metodologia de
RAPD quanto de sequenciamento, que ambas mostraram uma semelhanca nos
resultados obtidos, porém a segunda técnica mostrou-se mais sensivel na elaboracao

dos agrupamentos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Através das técnicas de RAPD e SNPs foi possivel identificar a existéncia de
agrupamentos entre os espécimes de H. malabaricus. Com a técnica de RAPD foi
possivel identificar menor variabilidade genética dentro das populacdes, enquanto que
com a técnica de sequenciamento conseguiu-se discriminar a existéncia de

variabilidade entre as populacdes.

Através do indice de Shannon, do calculo de Heterozigosidade e de Distancia
Genética foi possivel verificar que os espécimes da BHLP, BHRT, BHRU e Alto Uruguai
apresentaram um maior indice de diversidade dentro das populagdes, enquanto que 0s

espécimes do Uruguai mostraram uma menor variagcao genética dentro da populagao.

As populagcdes de H. malabaricus nas bacias BHLP, BHRT e BHRU
apresentaram trés padrdes distintos de sequéncias de mtDNA. O primeiro com 0s
individuos da BHRU, fazendo um agrupamento isolado, com padrdes caracteristicos; o
segundo com individuos da BHLP e BHRT; e o ultimo com os individuos do Alto
Uruguai, Uruguai, BHLP e BHRT. Portanto, pela primeira vez, foi possivel separar os
espécimes de H. malabaricus da Bacia do Rio Uruguai e dos provenientes das demais

bacias de maneira consistente.

Espera-se que este trabalho constitua uma contribuicdo para um leque de
estudos posteriores no sentido do entendimento do processo evolutivo da formacao dos

biomas das diferentes bacias hidrograficas aqui abordadas.
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APENDICE A — Dendrograma de méaxima parcimonia para H. malabaricus,
evidenciando relac¢des entre individuos de H. malabaricus na BHLP, BHRT e
BHRU
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Dendrograma de Maxima Parcimbnia para haplotipos de ATPase de Hoplias
malabaricus, obtido através do programa Mega 3.0, evidenciando relacBes entre

individuos de Hoplias malabaricus na BHLP (), BHRT (¥) e BHRU (). Os nimeros
nos noés representam os valores de bootstrap de 1000 repeti¢cdes. H. lacerdae foi usado
COmo grupo externo.
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APENDICE B - Dendrograma de maxima parcimonia para H. malabaricus,

evidenciando relac¢des entre individuos de H.malabaricus
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Dendrograma de Maxima Parcimbnia para haplotipos de ATPase de Hoplias
malabaricus, obtido através do programa Mega 3.0, evidenciando relacBes entre

individuos de H. malabaricus nas bacias: BHLP ( ), BHRT (V¥), BHRU (%), e Alto

Uruguai (¥), Uruguai (¢) e Argentina (¢). Os nimeros nos nés representam os valores
de bootstrap de 1000 repeticdes. H. lacerdae foi usado como grupo externo.
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