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1 INTRODUCAO

O meio ambiente ndo ocorre de forma uniforme no territério, e a
diversidade de situacdes ambientalmente distintas — a heterogeneidade ambiental
— ¢é fator determinante da grande maioria dos fenbmenos e processos de
importancia ecoldgica. Entre esses fenbmenos, destacam-se os relacionados a
biodiversidade, tanto aqueles que respondem pela riqueza e abundéancia da
espécies, quanto, inclusive, os que determinam a propria variabilidade genética
das populacgdes.

Nos ultimos anos, entre as varias técnicas para analise da variabilidade
genética, especial suporte tem sido dado pela biotecnologia. Técnicas
moleculares além de permitirem a identificacdo de efeitos da fragmentacdo sobre
0 comprimento genético das populacfes remanescentes, também tém sido Uteis
em programas de manejo para conservacdo genética de populacbes
(SCHNEIDER et al., 2003).

Em peixes, RAPD tem sido utilizado com sucesso para completar estudos
sistematicos e filogenéticos (BARMAN et al. 2003), na andlise da estrutura da
populacdo (DERGAM et al. 1998; HATANAKA & GALETTI JR., 2003) na gestao
da pesca e conservacdo genética das populacbes selvagens (HATANAKA &
GALETTI JR., 2003).

A pesca artesanal no Estado do Rio Grande do Sul assume uma
importancia fundamental para as populacbes humanas em contato com o0s
diversos corpos d'dgua, onde tal atividade fornece proteina animal para as
populacdes de baixa renda (GARCEZ & BOTERO, 2001).

O presente estudo aborda a variabilidade genética de Hoplias malabaricus
em duas localidades distintas do sistema lagunar Patos-Mirim, no sul do Rio
Grande do Sul. Seu principal objetivo consiste em avaliar a variabilidade genética
de amostras populacionais, e testar a hipotese de uma populacdo Unica neste
sistema lagunar, para o que se utiliza de levantamentos de campo seguidos de
analise laboratorial baseada em técnicas moleculares.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O levantamento realizado no presente estudo incidiu sobre a regido sul do
Rio Grande do Sul, mais precisamente na porcao sul do complexo hidrografico
Patos-Mirim. A amostragem realizada neste trabalho foi conduzida em dois
pontos: um localizado na foz do Rio Jaguardo junto a Lagoa Mirim (ponto “A”), e



. X1 X LN I
2010

outro localizado na Lagoa dos Patos, nas imediacdes da Lagoa Pequena e foz do
Arroio Turugu (ponto “B”).

Especificamente para este trabalho foram utilizadas duas amostras de
Hoplias malabaricus, correspondentes aos pontos amostrais “A” e “B” ja citados,
cada uma totalizando 15 individuos. Todos os individuos utilizados haviam sido
pescados recentemente, e foram transportados, como espécimes integros, em
caixa térmica (isopor) com gelo, diretamente ao laboratério. Manuseando cada
espécime individualmente, procedeu-se a evisceracao, apds 0 que reservou-se o
figado, armazenado em alcool 70%, em frascos também individuais. As amostras,
devidamente identificadas, foram armazenadas em freezer, a temperatura de -
4°C.

Para a extragcdo do DNA, utilizou-se um protocolo adaptado de Salazar et
al. (1998), para extracao salina de amostras de sangue humano coagulado.

PCR e eletroforese: O PCR-RAPD foi feito com 50 mM KCI, 10 mM Tris pH
8.3, 2 mM MgCI2, 100 M de cada dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 5 pmol de 10
pares de base de primer OPP-7 5’GTCCATGCCA3 (Bioneer) e 0.5 U de Taq
DNA polimerase (Fermentas) e 25 ng de DNA gendmico num volume final de 25
uL. A amplificagéo foi feita em um termociclador Eppendorf, modelo Mastercycler,
programado para uma etapa de desnaturacédo inicial de 4 min a 92 ° C, seguido
por 46 ciclosde 1 mina92°C,1 mna36°Ce2mina72°C. O programa foi
concluido com um adicional de 3 min a 72 ° C antes da etapa de resfriamento a 4
°C. Apos concluido o PCR, foi preparado o gel com 1,5 g agarose / 100ml TBE 1x
/ 10 ul de Gel Red. Os marcadores continham individualmente: 1ul de marcador;
1,7 ul tampdo; 7,5 ul agua, totalizando 10,2 ul de marcador. Cada amostra
continha individualmente: 8,5 de amostra do individuo; 1,7 ul temp&o, totalizando
10,2 ul. A programacéo da eletroforese foi iniciada com o tempo de 20 minutos,
com baixa voltagem30v e logo apés continuamos com o tempo de lhora e 50
minutos, a 75 v, 86 ma e 15w.

Quanto a andlise de dados, os padrbes de RAPD dos individuos foram
comparados entre os locais de coleta. O indice de similaridade de Jaccard foi
aplicado para os fragmentos de banda e para os individuos das duas populacoes,

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi apresentado o padrdo de bandas de RAPD para o primer OPP-7 para
as duas amostras de Hoplias malabaricus estudadas, os tamanhos dos
fragmentos foram estimados em 445 pb (1), 305 pb (2), 255 pb (3), 210 pb (4) e
150 pb (5).

Com base nos dados da tabela de presenca ou auséncia de fragmentos
por individuos, foi gerado o grafico de agrupamento dos individuos. As duas
amostras exibem, com base no indice de similaridade de Jaccard, cinco
agrupamentos contendo individuos das duas populacées em todos 0s grupos.
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Com base na analise de agrupamentos, € possivel inferir que os dois locais
de coleta “A” e “B”, possuem individuos de uma mesma populacdo. O valor do
indice de similaridade para os individuos dos cinco grupos é de (1,00),
significando alta similardade entre estes.

4 CONCLUSOES

Conforme os dados de comparacao da frequéncia dos fragmentos entre as
populacdes e analise de similaridade de jaccard, ndo é possivel detectar
diferencas entre as amostras com o primer OPP7, que apresentou cinco
fragmentos de DNA entre 150 e 445 pb. MARIA (2007) encontrou fragmentos de
DNA de 506 a 2036 pb, utilizando 3 primers, detectando de 5 a 11 fragmentos por
populacado, para a mesma espécie em estudo.

Com relagédo a hipotese de uma populacdo Unica capaz de se dispersar
através dos ambientes interpostos, sdo argumentos plausiveis a existéncia de
cinco grupos com uma alta similaridade (j=1,00). Dentro dos cinco grupos ocorre a
presenca de individuos das duas populacbes o que possibilitaria interpretar a
existéncia de uma populacdo com caracteristicas genotipicas semelhantes, ou
seja, com uma baixa variabilidade genética entre os individuos. HATANAKA &
GALETTI JR. (2003) mostraram num estudo com a espécie migratoria
Prochilodus marggravii, baixos valores para os coeficientes de similaridade de
Jaccard dentro e entre os locais de amostragem: 0,442 para a regido “C”, e 0,636
e 0,604 para as regides “A” e “B”, respectivamente, demonstrando uma variacao
genética nos individuos da regido “C”.

MARIA (2007) mostrou um agrupamento da populacdo da Bacia
hidrografica da Lagoa dos Patos, onde foi verificada a formag&o de dois grupos,
ndo sendo possivel separar os individuos por local de coleta. Na Bacia
Hidrogréfica Lagoa dos Quadros também foi observada a formacgdo de dois
grandes grupos, porém nao se sobrepondo aos locais de coleta, uma vez que o0s
padrées genéticos se repetiram em diferentes pontos de coleta, indicando
distribuicao aleatoria.

Mesmo nado apresentando adaptac6es morfoldgicas, H. malabaricus pode
sobreviver em ambientes pouco oxigenados, o que explica sua grande
capacidade de dispersdo e adaptacdes MARIA (2007). Nesse cenério, o canal
Sao Goncgalo, mesmo com 0s baixos niveis de oxigénio em alguns trechos, devido
ao recebimento de efluente cloacal, ndo seria uma barreira ou filtro para a
dispersao de hoplias malabaricus.

Devemos considerar que a eclusa, como potencial barreira a dispersao de
H. malabaricus, iniciou suas operacbes em 1977, e talvez o tempo de sua
existéncia ndo seja suficiente para a diferenciacdo do gendtipo de grupos
possivelmente isolados. Ainda quanto a eclusa, devemos considerar que seu
fechamento é temporario, geralmente restringindo-se a época de salga da lagoa.
Deve-se ter cautela na utilizacdo dos resultados deste trabalho, pois seus dados
foram obtidos a partir de um Gnico gel com um marcador. até o momento,
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Recomenda-se a realizacdo de novos estudos, coma utilizacdo de mais primers,
no sentido de qualificar resultados relacionados ao tema abordado.
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