CDD: 597

GENETICA DE PEIXES NEOTROPICAIS. I. ASPECTOS DA
CONSERVACAO GENETICA DOS PEIXES NO PARQUE ESTADUAL
DE VILA VELHA, PARANA, BRASIL

NEOTROPICAL FISH GENETICS. I. ASPECTS OF GENETIC
CONSERVATION OF FISH IN THE STATE PARK OF
VILA VELHA, PARANA, BRAZIL

Roberto Ferreira Artoni** e Mara Cristina de Almeida Matiello*

" Autor para contato: Universidade Estadual de Ponta Grossa, Campus em Uvaranas,
Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e Genética, 84030-900 Ponta Grossa,
PR, Brasil; fax: +55-42-220-3102; e-mail: rfartoni @uepg.br

Recebido para publicagdo em 20/07/2003
Aceito para publicacdo em 08/09/2003

RESUMO

Neste trabalho nds apresentamos uma abordagem inicial acerca da varia-
bilidade genética de peixes do Parque Estadual de Vila Velha na regi&o de Ponta
Grossa, Parand, sob ainfluénciadabaciahidrogréficado atorio Tibagi. Osprimeiros
resultados consi stentes envol vendo andlises de cari6tipo, marcadores molecularese
morfol 6gicos apontam para diferentes situacGes em relacdo ao estado de conser-
vagdo genética das espécies de peixes naturais da regido. SituacOes de risco sdo
apontadas e discuti das paraespéci es endémicas e migradoras ressal tando anecessidade
da continuidade dos estudos para maiores conclusdes acerca da histéria evolutiva
das espécieslocais e dapreservacéo do seu patrimoénio genético.

Palavras-chave: Peixes, Parque Estadual de Vila Velha, evolucéo cariotipica,
marcadores moleculares, conservacao

ABSTRACT

Inthiswork we presented aninitial approach to the genetic variability of fish
at the State Park of Vila Velha (Ponta Grossa region, Parana, Brazil), under the
influence of the upper Tibagi river hydrographic basin. The first solid results of
karyotype analyses, molecular and morphol ogical markers point to different Situations
concerning the genetic conservation of thefish species. We point out and discussrisk
situationsfor endemic migratory speciesand emphasize the need of further studiesto
arrive at more precise conclusions about the evolutionary history and genetic
preservation of local species.
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1. Introducéo

Existem trés razdes parajustificar agenética
como umadas principais &reas da conservagdo bio-
l6gica. Primeiramente, conforme o Teorema Fun-
damental da Selecdo Natural, a taxa de mudangas
evolutivas nas populacdes é proporciona ao con-
telido de diversidade avaliada. Assim sendo, quan-
do adiversidade genética decresce em uma popul a-
¢do, ataxapotencial de mudancas evolutivas, tam-
bém se reduz. Essencialmente, a perda da diversi-
dade genética reduz as futuras possibilidades
evolutivas. Em segundo lugar, € um consenso entre
0s geneticistas de populacdes que a hetero-
zigosidade, ou ata variabilidade genética intra-
populacional, esta positivamente rel acionadaaadap-
tacdo. Finalmente, o pool génico representatoda a
informacao genéticadisponivel nosorganismosvi-
vos. Um organismo dipl éide sb pode apresentar dois
genes aelos para um mesmo locus em seus dois
cromossomos homdlogos. Entretanto, na popula-
¢ao podem estar representados os diferentes alelos
para um mesmo locus, ou sgja, toda variabilidade
genéticanelaexistente (Meffe e Carroll, 1994).

A conservacdo genética pode ser considera-
da sob dois aspectos: aconservacdo ex situ, ou seja,
aquela que se ocupa de estratégias evasivas como a
criopreservacdo (estocagem de célulasreprodutivas
em nitrogénio liquido) e/ou preservacdo de DNA in
vitro, sem levar em consideracdo o ambiente, e a
conservagao in situ, ou sgja, aquela que se ocupa
em manter adiversidade no seulocal deorigem. Os
doisesforgostém suasjustificativas e seusfins; con-
tudo, nos deteremos em analisar aqui apenas dados
relativos a segunda alternativa, no que se refere a
conservagao de espéci es de peixes neotropicais.

Aspectos da conservacdo genética tém sido
mais extensivamente apresentados para peixes da
Américado Norte, como no caso de peixes do de-
serto (Vrijenhoek et al., 1985, Meffe e Vrijenhoek,
1988) ou peixesderiachos (Vrijenhoek et al., 1987),

permitindo analisar aestruturade comunidades, sua
ecologiaevolutivae, destaforma, fornecer subsidi-
0s para recomendar 0 manejo, e consequientemen-
te, manter avariabilidade genética.

Com o avanco da genéticamolecular, nas Ul-
timas décadas, técnicas utilizando marcadores de
DNA foram desenvolvidas permitindo, entre outros
aspectos, calcular as distancias genéticas entre po-
pulacdes e espécies e a heterozigosi dade em demes
especificos. Estes recursos também comecaram a
ser utilizados no estudo da variabilidade genética
em peixes, especialmente em relacdo a aspectos
evolutivos e sua relacdo com a biogeografia, aas-
sim chamadafilogeografia (Aviseet al., 1987; Avi-
se, 2000; Sivasundar et al., 2001, entre outros).

No Brasil, pouco tem sido feito no sentido de
melhor utilizar os dados disponiveis sobre avaria-
bilidade genéticade popul agBes naturai s de peixes,
especia mente em rel acao a citogenética (pararevi-
sdo ver Almeida-Toledo, 1998), e suarelagdo com
0 ambiente visando a conservacao deste importante
recurso natural. Alguns marcadores de variabilida-
de genéticaem nivel molecular tem sido emprega-
dos recentemente na conservagdo de peixes
neotropicais(Sivasundar et al., 2001; Oliveiraet al.,
2002; Prioli et al., 2002; Wasko et al., 2002;
Hatanaka e Galetti, 2003).

Estudos cariotipicos tém procurado revelar o
nivel de variabilidade cromossdmica em peixes da
regido do baixo rio Tibagi, especiamente em rela-
cao a espécies da familia de bagres e mandis
neotropicais Pimelodidae (Dias e Giuliano-Caeta-
no, 2003).

O presente estudo apresenta uma abordagem
multidisciplinar, com ointuito deavaliar avariabili-
dade genética de peixes neotropicais naregido do
Parque Estadual de VilaVelha (PEVV), através de
analises morfol égicas, citogenéticas e de genética
molecular, com vistas a evolucdo e conservagao
dessespeixes.
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2. Material e métodos

Local de Estudo

O Parque Estadual de Vila Velha (PEVV) é
umaunidade de conservacdo (UC) criadaem 1953,
pelalel estadua niimero 1.292. Possui umaareatotal
de3.122,11 hectares e estélocalizado no Estado do
Parand, naregido dos Campos Gerais, N0 curso su-
perior dabaciahidrogréficado rio Tibagi.

No PEVV existem formasrarasderelevoem
arenito, conhecidaspor “furnas’. A palavra“furna’
significa gruta, caverna ou orificio crateriforme,
constituidade blocos derochas. Suaorigemfoi atri-
buida por Soares (1989), como resultante da acéo
do lencol freatico em zonas de fraturamentos, ge-
rando pocos de desabamento. As furnas “comuni-
cam-se’ entre si através de pequenas fendas, a ex-
cecao dafurna 3 que apresentafundo seco, sem que
haja uma passagem continua definida (Rabello e

E Furnal Furna2 Furna3 Furna4 LagoaDourada

Figura 1- Perfil das Furnas no Parque Estadual de
Vila Velha.

Soares, 1991). Sendo assim, as furnas constituem
um ambiente restrito e peculiar dos pontos de vista
geoldgico e bioldégico (Figura l).

Todas as furnas desaguam, por via subterré
nea, numa lagoa em forma de caldeirdo, com um
didmetro de 200 metros aproximadamente, deno-
minada Lagoa Dourada. Esta é circundada por ar-
vores, entre as quais destacam-se araucérias e pal-
meiras, suas aguas escoam constantemente no rio
Guabiroba(Maak, 1956). Atravésdo rio Guabiroba
alagoatem ligacdo com o rio que da nome a bacia
hidrograficado Tibagi. Grande variedade de peixes
freqlientam a Lagoa Dourada, a qual constitui um

_9)
refugio para essas espécies, enquanto nas furnas
ocorrem formas raras de lambaris do género

Astyanax, pouco conhecidas e endémicas (Artoni e
Almeida, 2001).

Métodos
Amostragem

Espécimens representativos de diferentes es-
pécies de peixes daregido foram capturados vivos
namicro baciado altorio Tibagi noslimitesdo Par-
que Estadual de Vila Velha (municipio de Ponta
Grossa, Parand) com o auxilio de diferentes materi-
ais de pesca e transportados até o Laboratério de
Citogenética e Evolucdo (M40), da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, onde foram processados
segundo as metodologias abaixo indicadas. Aslo-
calidades e espécies analisadas estéo apresentadas
naTabela 1.

Citogenética

Os cromossomos mitoticos foram obtidos se-
gundo Bertollo et al. (1978). A heterocromatina
congtitutivafoi evidenciada pelatécnicade Sumner
(1972). A deteccdo das regifes organizadoras de
nucléolos foi obtida pela técnica de impregnacéo
pelo nitrato de prata (Ag-RONS), descrita por
Howell e Black (1980). A heterocromatina
constitutiva foi detectada pelo método de Sumner
(1972).

A organizacdo do cari6tipo dos peixes seguiu
a ordenacdo dos cromossomos em ordem decres-
cente de tamanho e também agrupados por tipos
morfol 6gicos em classes distintas, sendo classifica-
dos pelarelacéo de bracos (RB), em metacéntricos
(RB=1,00 a 1,70), submetacéntricos (RB=1,71 a
3,00), subtelocéntricos (RB=3,01 a 7,00) e
acrocéntricos (RB a partir de 7,01) (Levan et al.,
1964).

Marcadores Moleculares

O DNA defigadofoi extraido seguindo o mé-
todo Sambrook et al. (1989).

Para a analise de fragmentos de restricdo do
tipo RFLP foi efetuada a amplificacdo da regido
controle (D-loop) do DNA mitocondrial de
Astyanax sp. em um termo-ciclador PTC-100 MJ
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Research, com os primers FTTF (5 GCC TAA
GAGCATCGGTCTTGTAA 3 eF12R (5 GTC
AGGACCATGCCTTTG TG 3).

As digestbes enzimaticas foram realizadas
com: 2ml dedguamili Q, 0.5 ml dasolucdo tampéo
daenzimadiluidal vez, e 0.5 ml daenzimatestada
(20 u/ml), 7 ml de DNA amplificado na concentra-
¢do de 400 ng, incubacdo a 37°C “overnight”. O
DNA foi digerido em solucéo daenzimacClal.

Os ensaios de RAPD/PCR foram feitos com
o kit Ready-to-go (Pharmacia) seguindo as especi-
ficacGes do fabricante.

Os produtos de amplificacéo foram analisa-
dos em gel de agarose 2%, corado com brometo de
etideo a 10 mg/ml. A andlise de imagens foi feita
com o programa Kodak Electrophoresis
Documentation and Analysis System (EDAS) 290.

3. Resultados e discussao

Entre os Characiformes (“amaioria dos pei-
xes de escamas sul-americanos’), existem basica
mente doi s padrdes de diversificagdo cromossomica
No primeiro, grupos como as familias Erythrinidae
(ex. Hoplias malabaricus; trairas) e Characidae (ex.
Astyanax; lambaris), podem mostrar uma grande
variabilidadeinterpopul acional quanto ao nimero e
estrutura cromossomica, provavel mente em decor-
rénciade um estilo de vida mais sedentério, propi-
ciandotal diversificacéo entre popul agdesisol adas.
No segundo grupo, destacam-se asfamiliascom uma
pequenavariacdo numéricae estrutural, como ocor-
re em Anostomidae (ex. Leporinus; piau) e
Prochilodontidae (ex. Prochilodus; curimba). Nes-
sesgrupos, aatamobilidade e habito migrador, pode
contribuir para a maior homogeneizacdo genética
observada. Contudo, deve-seressaltar que, mesmo
NEesses grupos com uma macroestrutura cariotipica
mai s conservada, avariabilidade genéticasefaz pre-
sente em nivel de segmentos cromossdmicos ou de
DNA.

Hoplias cf. malabaricus, daLagoa Dourada,
apresenta 2n=42 cromossomos em ambos 0S Sexos
(Tabelal), assim como observado em trairas de ou-
tras bacias hidrograficas, com cabeceirasno Estado
do Parand, préximas aPonta Grossa, indicando uma

possivel unidade taxondmica paraestes peixes nes-
saregido (Vicari, 2003). Bandasde RAPD-PCR tem
auxiliado nainvestigacéo dafilogeografiade Hoplias
malabaricus daregido sul do Brasil (Dergamet al.,
1998; 2002). Estes estudos corroboram aforte re-
lacéo de parentesco entre as diferentes popul acbes
analisadas, contudo, algumas diferencas inter e
intrapopulacionais verificadas em Hoplias
malabaricus, assim como sua dispersdo na regiao
pode ser mais bem entendida quando se analisa 0s
processos geomorfol 6gicos de formagdo de gran-
des bacias hidrogréficas como as dos rios Iguagu,
Tibagi e Ribeira (Vicari et al., em preparacéo).

Prochilodus cf. lineatus se caracteriza por
apresentar umavariagdo no nUmero cromossomico,
de 2n=54 a 57, devido a presenca de cromossomos
supranumerarios (cromossomos B), os quais vari-
am intraindividualmente na populacdo da Lagoa
Dourada (Tabelal). Estes cromossomos sdo consi-
deravel mente menores que 0s demai s Cromossomos
do complemento cariotipico (cromossomos A) e
totalmente heterocrométicos. Muito pouco € ainda
conhecido sobre a importancia ou papel desses
Cromossomos Nos organi smos e popul agdes porta
dores dos mesmos. Assim, a presenca de cromos--
SOMOS SUpranuMmerari osem peixes migradores, como
Prochilodus, merece atencéo especial quanto auma
possivel relacdo com a estrutura populacional des-
Ses peixes e com 0 ambiente, mesmo porque sao
poucos os locais de refugio, ainda intactos no rio
Tibagi, que permitem areproducado e o crescimento
de peixes. Hatanaka e Galetti (2003), estudando
populacdes de Prochilodus margravii em relacéo a
frequéncia de fragmentos polimorficos de DNA
(RAPD) amplificados pelatécnicada PCR (Reacdo
em Cadeia da Polimerase), verificaram uma
estruturacdo populacional para estes peixes nare-
gi&o darepresade Trés Marias, no rio Sdo Francis-
co (MG).

A manutencdo de uma grande variabilidade
genéticaem espécies migradoras de peixes € atribu-
idaaum suposto fluxo génico intenso entre popul a
coesdistintas. Contudo aindicacdo de estruturacdo
populacional aponta para umamaior endogamiae,
neste sentido, estasinformagdestornam-serelevan-
tes para a manutencao de estoques populacionais e
da prépria conservacao das espécies.

A subfamilia Salmininae, representada por
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Salminus hilarii (tabarana), outro peixe deinteres-
secomercial como os corimbas, apresentaumacons-
tancia na macroestrutura cariotipica (2n=50 cro-
MOSsSOMos, para machos e fémeas, Tabelal), com-
pativel com analises realizadas nesta espécie por
outros autores, em distintas bacias hidrogréficas
(Souza, 2001). Estas observagdes evidenciam o alto
grau de conservacao do cari6tipo dessaespécie, tam-
bém migradora, provavelmente sujeita a um fluxo
génico mais acentuado. O rio Tibagi ndo apresenta
grandes barragens para a geracéo de energia el étri-
ca como acontece com 0 rio lguagu e esta € uma
das condi ¢bes que ainda permite asobrevivénciade
peixes migradores como o corimba (Prochilodus) e
atabarana (Salminus).

Duas espéciesde pequenossiluriformesdo gé-
nero Corydoras, C. paleatus e C. ehrhardti, ocor-
rem em simpatriae sintopianalL agoa Douradae na
regiao de abrangéncia do municipio de Ponta Gros-
sa(Parand). Outros estudos tém demonstrado gran-
de similaridade na macroestrutura cariotipicaentre
estas espécies, ambas com 2n=44 cromossomos,
mesmo quando coletadas em localidades distintas
(Oliveira et al., 1993). Na Lagoa Dourada, essas
espécies também compartilham o mesmo nimero
dipl6ide (2n=44), mostrando, contudo uma varia-
¢do nalocalizacdo das Ag-RONS e no nimero de
cromossomos portadores dessas regides. O
aprofundamento das andlises citogenéticas, em ni-
vel populacional, mostrara se esta variacéo reflete
um estado polimorfico do carédter ou se as RONs
seriam caracteres validos paraacaracterizacdo des-
sas duas entidades taxondmicas nesta zona de
simpatria.

Em Astyanax sp., um tipo de lambari s6 en-
contrado nas furnas e entorno do Parque Estadual
de Vila Velha, observou-se um nimero cromosso-
mico diplGide 2n=48 (Matoso et al., 2002), enquanto
que no alto rio Tibagi e na Lagoa Dourada € possi-
vel verificar a ocorréncia simpatrica de duas for-
mas, uma semelhante aos lambaris das furnas, ou
seja, com o carioétipo 2n=48 (tipo furnas) outracom
2n=50 (tipo ato Tibagi). Na forma 2n=50 podem
ser identificados dois citétipos, um com maior quan-
tidade de heterocromatina constitutiva, principal-
mente teloméricano braco longo dos cromossomos
acrocéntricos e o outro com pouca heterocromatina

constitutiva, intersticial, localizadaem poucos cro-
mossomos do complemento (Tabela 1). Esta ques-
t8o esta sendo submetida a estudos complementa-
res, mas aponta para um possivel complexo de es-
pécies relacionado aos Astyanax naregido do Par-
gue de VilaVelha

Estas observagdes ndo so reafirmam a com-
plexaestruturacariotipicaverificadaem diferentes
popul acBes do género Astyanax, como também evi-
denciam a estrutura cariotipica diferenciada entre
provaveis popul agdes isoladas, refor¢ando a hipo-
tese de endemismo e a fixacdo de rearranjos cro-
mossdmicos que levaram a atual constituicdo
cariotipica de Astyanax sp. Os lambaris encontra-
dos nas furnas, muito particularmente devem estar
isentos de predacao natural e competicao por ali-
mento, fatores estes que podem levar aum aumen-
to efetivo da populacéo.

A ausénciade fluxo génico pode ser um pos-
sivel fator que propiciou as diferenciacdes em nivel
de bandamentos cromossdmicos e damacroestrutura
cariotipica entre as populacdes de lambaris, aler-
tando para os efeitos de endogamiaque podem bai-
xar a variabilidade genética e fragiliza as popula
¢cOes em relacdo aextingdo, especia mente com res-
peito a efeitos antrdpicos. Esta hipotese estéd sendo
também avaliada por marcadoresde DNA genémico
e mitocondrial (Figura 2) e morfolégicos, do tipo
assmetriaflutuante, com resultados preliminaresque
indicam tratar-se de especiacéo recente com dimi-
nuicao da heterozigose (Matoso et al., 2002; Gross
et al., enviado para publicagéo).

Nas popula¢des humanas, ja sdo bem conhe-
cidasas consequiéncias del etérias daendogamia, que
podem incluir umatendénciamais elevada de mor-
talidade, retardamento mental, albinismo e outras
anormalidadesfisicas. E possivel que estapossa ser
também a causa do grande nimero de individuos
(£50%) com alteracéo da coluna vertebral, verifi-
cados entre os peixes coletados na Furna 2 (Figura
3). Osefeitos de diminuicdo davariabilidade gené-
ticaem popul agbes endogami cas é aindamaior quan-
do consideramos que poucosindividuos podem fun-
dar uma nova populagéo (Efeito do Fundador).
Assim, cabe questionar se os lambaris das furnas
mantém suavariabilidade genéticae como isto ocor-
re, ou se as populacdes estéo em depressdo. Mes-
mo aparentando ser um modelo de evolugao recen-
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Figura2- Acima, gel de RFLP mostrando digest&o
enziméatica do DNA mitocondrial de
Astyanax sp. com Clal, em individuos da
Furna 1 (53 — 57) e rio Tibagi (39 — 73).
Abaixo, RAPD/PCR evidenciando padrbes
de bandas diferenciados entre as popul agbes
de Astyanax sp. do PEVV: rio Tibagi (1 -
2), Lagoa Dourada (3) e Furna 2 (4). L =
marcador de peso molecular.

Figura 3 - Astyanax sp. da Furna 2 do PEVV. Em (a)
tipo morfol 6gico padréo e em (b) exemplar
com alteracdo na coluna vertebral. A barra
representa 2 cm.

te, como estas popul agcdes se mantém estruturadas
em termos de nimero efetivo de individuos? Essas
s80 questbes ainda em aberto.

13

Em conclusdo, o inventario de espécies resi-
dentes e migradoras, assim como a caracterizacdo
genéticadas popul acBes naturai s, somados a manu-
tencéo dos diferentes ambientes num ecossistema,
s80 de sumaimportancia para a preservacdo da di-
versidade. Neste contexto, as Unidades de Conser-
vacéo (UC's), como o PEVV, assumem um papel
fundamental, pois apresentam locais que permitem
areproducdo e sobrevivéncia das espécies, como é
0 caso das L agoa Dourada e Taruma. Ambientes de
reflgio facilitam a manutencédo de estoques
popul acionais endémi cos €/ou maisvagei's, ou sgja,
peixes que se deslocam com maior eficiéncia nos
cursosd’ &gua, como as espécies migradoras, repre-
sentando um papel de extrema importancia na re-
composi¢ao e manutencdo da diversidade. Osrios,
destaforma, funcionariam como corredores de pre-
servacdo, e as UC’s como fragmentos estoques de
variabilidade (Artoni e Almeida, 2001).
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