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RESUMO

Inimeros trabalhos foram realizados com marcadores moleculares, nas 4
Gltimas décadas. Isso foi possivel devido ao surgimento de sofisticadas técnicas
de resolucéo de polimorfismos de proteinas e DNA. No que diz respeito aos
peixes de &gua doce, cuja regido neotropical é caracterizada como a mais
diversificadaem nimero de espécies e densidade populacional, a biologia molecular
tem disponibilizado diversas ferramentas capazes de acessar a variagao genética
existente nesses grupos e relaciona-la a fatores ambientais e antropicos. Dessa
forma, tem-se verificado aemergéncia de artigos versando sobre varia¢do genética,
filogenética, filogeogréfica, ecologica, dentre outros aspectos da dindmica bioldgica
dos peixes. O presente trabalho tem como objetivo apresentar uma revisdo
bibliografica sobre as metodologias basicas de estudo da area de biologia molecular,
frente as tendéncias gerais de analise em biologia evolutiva de peixes de agua
doce naregido neotropical.

Palavras-chave: peixes, marcadores moleculares, regido neotropical, biologia
evolutiva

ABSTRACT

Several studies with molecular markers have been reported in literature in
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the last 4 decades. It was possible due to the appearance of sophisticated techniques
for polymorphism resolution of proteins and DNA. In relation to the fresh water
fish, whose neotropical region is characterized as the most diversified in number of
species and populational density, the molecular biology presents several tools
capable of accessing the genetic variation in these groups and its correlation to the
environment and antropic factors. Therefore, there have been verified the
appearance of agreat number of papers about genetic variation, phylogenetic,
phylogeography, ecology, among other aspects of biological dynamics of the fish.
The main purpose of the present work is to present a review of the basic
methodologies of molecular biology studies, in relation to the general tendencies
inevolutionary biology of neotropical fresh water fish.

Key words: fish, molecular markers, Neotropical region, evolutionary biology

Introducéo

Segundo Lewinsohn e Prado (2002), o Brasil
abriga a biota mais diversa entre 0s 17 paises megadi-
versos do planeta. Os peixes se apresentam como 0s
vertebrados mais diversificados e os de maior variacéo
genética conhecida. Segundo Lowe-McConnell
(1999), existem aproximadamente 20.000 espécies de
peixes descritas atualmente e a maior parte habita aguas
quentes dos oceanos tropicais, perfazendo um total de
40%. Os peixes de dgua doce sao responsaveis por
20 a 25% da biodiversidade de vertebrados e ha
indicios de que somente na América do Sul ocorram
mais de 8.000 espécies, tendo em vista apenas duas
das diversas ordens descritas (Characiformes e Silu-
riformes). Para Vari e Malabarba (1998), um percentual
de 30 a 40% de toda a diversidade existente na
ictiofauna Neotropical ndo foi até o momento reco-
nhecida. Portanto, é principalmente nesse contexto de
identificacdo da diversidade que estéo sendo aplicados
os marcadores genéticos e moleculares nas espécies
de peixes neotropicais, buscando, inclusive, a explo-
racdo de caracteristicas de interesse econémico, bem
como a preservagao de unidades evolutivamente signi-
ficativas para a manutencdo dessa biodiversidade
(Ryder, 1986).

No final da década de 70, com a descoberta
das enzimas de restri¢&o, iniciaram-se 0s primeiros estu-
dos com marcadores moleculares baseados em DNA.
Nos anos subseqientes, o desenvolvimento da genética
de populagdes ganhou impulso com o uso dos mar-

cadores RFLPs (Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms). Foi, no entanto, com o surgimento
da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
que os estudos nessa area ganharam consideravel
expressdo (Avise, 1994).

A biologia molecular apresenta umaampla area
de atuacdo. Somente para a genética da conservacao,
tem possibilitado as estimativas de heterozigose, analise
de estruturas familiares, ocorréncia de endemismo,
biodiversidade nominal, identificacéo e acompanha-
mento da dispersao de espécies invasoras (Solée-Cava,
2001).

O presente artigo tem como objetivo apresentar
uma revisdo bibliografica sobre as metodologias basicas
de estudo da area de biologia molecular e correlaciona-
las com as tendéncias e necessidades de estudos rela-
tivos ao entendimento, conservagéo, monitoramento e
aproveitamento racional da diversidade da biota de
peixes de agua doce na regido Neotropical.

Marcadores baseados em proteinas

A explicacéo do principio de variagdo para 0s
polimorfismos de isoenzimas é simples: as proteinas sdo
cadeias de aminoacidos que refletem a expressdo de
um gene ativo no DNA. O método consiste basica-
mente no principio de migracéo eletroforética das
cadeias polipeptidicas (isoenzimas), quando submetidas
aum campo elétrico. A substitui¢do de um aminoécido
na cadeia pode alterar seu ponto isoelétrico, bem como
sua massa molecular, de tal forma que sua migracéao
pode ser diferente, quando exposta a corrente elétrica,
refletindo assim a ocorréncia de variacao na sequiéncia
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do gene.

O método € eficaz porque permite analisar um
grande nimero de individuos e o custo € relativamente
baixo. Entretanto, somente disponibiliza informagdes
acerca de regides codificantes do DNA, sendo necessa-
riaa consideracdo do estagio de desenvolvimento onto-
genético do organismo. Além disso, as condicGes de
voltagem aplicadas ao gel e o tempo de corrida va-
riam de acordo com o tampao utilizado. O processo
deve ser conduzido a baixas temperaturas e a quan-
tidade de amostra deve ser suficiente para que a reagéo
enzima-substrato possa ser detectada por técnicas
citoquimicas. Pode ocorrer também a sub-estimativa
da variabilidade genética, uma vez que nem toda
mutacdo do DNA altera a estrutura protéica corres-
pondente e nem toda substitui¢do de amino&cidos altera
amobilidade eletroforética da enzima.

Marcadores baseados em DNA e RNA

A moléculade DNA (4cido desoxiribonucleico)
é formada por trés componentes quimicos: um grupo
fosfato, uma desoxirribose e uma base nitrogenada, 0s
quais formam os nucleotideos. Da organizacéo linear
dos nucleotideos, que sdo pareados pela lei: A-T e C-
G, tem-se a cadeia de DNA. O DNA é por-tanto uma
molécula bifilamentar, composta por duas cadeias de
nucleotideos que estdo interligadas através de pontes
de hidrogénio efetuadas entre as bases complementares.

O DNA possui uma orientagdo particular que o
capacita para a realizacdo de importantes funcdes na
celula, dentre elas a duplicagéo, bem como favorece a
técnica de PCR (in vitro). Cada filamento serve de
molde para a sintese de seu filamento complementar.
O parea-mento estabelecido entre uma adenina e uma
timina € feito por meio de duas pontes de hidrogénio,
enquanto citosina e guanina o fazem compartilhando
trés pontes de hidrogénio. O diferencial de contetido
AT/CG presente no DNA esta diretamente associado
aela-boracéo deprimers para o estudo de genes espe-
cificos.

Classes de DNA

Marcadores moleculares baseados em DNA ou
RNA, consistem na deteccéo de variacBes que ocorrem
ao longo desses filamentos e que podem ser detectadas
através de metodos especificos. Em relacdo ao DNA
podem ser estudadas regides codificantes, 0s genes
propriamente ditos, e regides ndo-codificantes, como
as sequiéncias repetidas mini e microssatélites altamente
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varidveis e que geram os padrdes DNA fingerprinting
(impressao digital de DNA) usados na medicina forense,
ou ainda regides controles. Para o filamento de RNA
0s objetivos de estudo sdo focalizados principalmente
nas moléculas de mMRNA maduras que representam
sequiéncias funcionais do genoma.

DNA de copia Unica

Os genes que sdo normalmente transcritos em
proteinas sdo representados por DNA de copia Unica,
sendo encontrados em extensoes curtas entremeadas
com diversas familias de DNA repetitivo.

DNA repetitivo

As familias de DNA repetitivo variam quanto a
localizagdo no genoma, comprimento total da série em
tandem, e comprimento das unidades repetidas que
constituem a série. Os DNAs satélites, sdo as vezes
chamados VNTRs (Variable Number of Tandem
Repeats). Os VNTRs podem compor a classe de DNA
minissatélite, seqiiéncias de 1 a5 Kb que consistem
em nUmeros variaveis de uma unidade repetida de 15
a 100 nucleotideos de comprimento.

O DNA microssatélite, geralmente composto de
repeticdes de dinucleotideos, é também um tipo de
DNA repetitivo constituido por regides dispersas de
nameros variaveis de repeticdes. Os elementos trans-
poniveis ou transposons constituem uma grande
proporcao do genoma eucariotico composta de ele-
mentos repetitivos que evoluiram através da capacidade
de se replicarem fazendo coOpias de si mesmos e
movendo-se para outras regides do genoma. Os retro-
transposons sdo uma classe de DNA que se propaga
pela acdo da enzima transcriptase reversa que tem a
capacidade de fazer um filamento de DNA através de
umamolécula RNA.

Aplicacdo de marcadores RAPDs e de
seglenciamento nos estudos populacionais e
filogenéticos em peixes

O conjunto de métodos desenvolvidos para o
estudo de genética de populacdes e de sistematica
molecular (Hillis et al., 1996; Ferraris e Palumbi,
1996), tem conferido, na ltima década, uma vigorosa
contribui¢do ao entendimento da fauna de peixes
(Carvalho e Pitcher, 1995).

O primeiro estudo relativo ao reconhecimento
da diversidade do genoma dos peixes foi desenvolvido
por Bermingham e Avise (1986). Desde ent&o, com a
parceria de pesquisadores estrangeiros da area de
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gendmica evolutiva e genética de populacoes, foi ini-
ciado um forte processo de formacao de cientistas
brasileiros nessa area. Essas associacfes geraram uma
crescente incorporagdo das metodologias de biologia
molecular as praticas relativas a biologia evolutiva,
ecologia, biogeografia, sistemética filogenética e con-
servacdo da fauna.

No tocante a ictiologia Neotropical, a primeira
publicacgdo relativa ao uso dessas metodologias para
fins de entendimento da diversidade dessa fauna, foram
as andlises realizadas por Alves-Gomeset al. (1995).
Esses autores, objetivando entender a evolucgéo dos
caracteres associados ao sistema eletrogénico e eletro-
sensorial da Ordem Gymnotiformes, utilizaram sequén-
cias dos genes 16S e 12S e 0os métodos de maxima-
parsimdnia (MP), maxima-verossimilhanca (ML) e
evolucdo-minima (ME), para elaborar uma analise
filogenética. Os principais resultados foram: (1) a familia
Sternopygidae ndo € um grupo monofilético, sendo o
género Sternopygus o Unico representante de uma
Unica linhagem dentro da ordem; (2) a familia
Hypopopidae também néo € monofiléticae (3) aOrdem
Gymnotiformes é composta por, no minimo, seis clados
naturais: Sternopygus, Apteronotidae, Electropho-
ridae, Gymnotidae e um novo clado formado pelos
sternopygideos remanescentes + Hypopopidae +
Rhamphichthyidae. Além disso foi sugerida uma nova
familia, Eigenmanniidae.

Apos doze anos da publicacdo de Bermingham
e Avise (1986) e cerca de 3 da publicacdo de Alves-
Gomes et al. (1995), tornou-se pablica a primeira
iniciativa de utilizacdo de marcadores moleculares de
DNA para o entendimento da distribui¢do geografica
e diversidade de peixes neotropicais de agua doce.
Dergametal. (1998) utilizaram os padr&es de simila-
ridade gendmica, baseados em marcadoresRAPDs,
(Random Amplified Polymorphism DNA) como
forma de avaliar a diferencia¢do genética de Hoplias
malabaricus (trairas) oriundas dos rios Iguagu, Parana
e Tibagi que sdo bacias geograficamente vizinhas.
Baseando-se nos dados obtidos, os autores sugeriram
a ocorréncia de uma forte estruturacdo populacional
dessa espécie nos rios Parana e Tibagi e ainda a
ocorréncia de unidades bioldgicas novas, ainda ndo
descritas. Além disso, dada a extrema similaridade
genética, as populagdes oriundas das nascentes dos
rios Tibagi e Iguacu parecem ter um dia constituido um

Unico estoque genético, atualmente isolado geogra-
ficamente.

MarcadoresRAPD foram também eficientes na
deteccdo dos niveis de variacdo genética populacional
detectados por Wasko e Galetti (2002) e Hatanaka e
Galetti (2003). Analisando populagdes de peixes
migradores Brycon lundii e Prochilodus marggravii,
respectivamente, coletados na mesma bacia hidrogra-
fica (Sao Francisco), esses autores postularam a ocor-
réncia de modelos de estruturacdo genética para ex-
plicar os diversos niveis de variabilidade observados
dentro e entre os sitios de coletas para ambas as
espécies.

Marcadores RAPD foram empregados para
analisar populacdes de lambaris (Astyanax sp.) prove-
nientes das Furnas do Parque Estadual de Vila Velha
com o intuito de verificar os niveis de variacao e dife-
renciacdo genética entre as mesmas e inferir sobre o
possivel isolamento geogréafico e endemismo para a
regido (Matoso et al., 2004). Dergam et al. (2002),
usando a mesma metodologia, bem como sequéncias
do gene mitocondrial 16S interpretaram as diferengas
genéticas observadas em Hoplias malabaricus da
bacia do rio Doce, sudeste do Brasil, como o resultado
de processos evolutivos diversos, como pressao de
selecdo, deriva genética, vicariancia e efeito fundador.
De fato, esses autores constataram uma complexa
historia filogeografica envolvendo a bacia do rio Doce
e outras bacias adjacentes. A principal concluséo foi a
de que a bacia do rio Doce compartilha uma historia
comum com as Vertentes das bacias dos rios Paraiba
do Sul e Grande, corroborando a hipotese de suas
separacdes pela formacdo da Serra da Mantiqueira,
durante o periodo Plio-Pleistoceno.

Os RFLPs (Restriction Fragment Lenght
Ploymorphism) foram os marcadores usados por
Moyseés e Almeida-Toledo (2002), no estudo do
genoma mitocondrial de cinco espécies de Astyanax
das bacias hidrogréaficas do Alto Parana e Séo Fran-
cisco. As autoras detectaram expressivo nimero de
mutagdes pontuais em populacBes simpétricas e
padrdes espécie - especificos resultantes da digestéo
enzimatica.

Almeidaet al. (2003), objetivando gerar dados
acerca da estruturacao genética de populaces, para
os fins de orientacdo de condutas de conservagao de
peixes dos rios Tieté e Paranapanema no estado de
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Séo Paulo, estudaram amostras de Pimelodus
maculatus (Siluriformes, Pimelodidae). As amostras
foram coletadas em trés pontos dos rios acima men-
cionados: alto, médio e baixo. As analises dos mar-
cadores RAPDs revelaram a inexisténcia de estru-
turacdo genética para as amostras do rio Tieté, bem
como entre aquelas nativas do medio e baixo Parana-
panema. Por outro lado, foi constatada a ocorréncia
de uma diferenciagdo genética entre aamostra do alto
Paranapanema e as demais do mesmo rio.

No tocante ao uso de sequiéncias de genes e
métodos filogenéticos, como artificio de analises da
diversidade da ictiofauna Neotropical, a publicacéo de
Alves-Gomeset al. (1995) passa novamente a ser o
ponto de partida. Além disso, asanalises por seqtien-
ciamento de regides especificas do genoma nuclear ou
organelar talvez seja a metodologia com maior
expresséo nos estudos envolvendo marcadores mole-
culares, porque acessa diretamente a variacdo em nivel
da molécula de DNA. Especificamente, estas abor-
dagens permitem a identificacdo e a procedéncia de
estoques populacionais, analise filogenética, analise de
estruturas familiares, fluxo génico e endemismo.

Dois anos mais tarde, Orti e Meyer (1997),
objetivando propor uma perspectiva molecular (DNA)
sobre a filogenia da Ordem Characiformes, empre-
garam como ferramenta os limites de resolugéo das
seqliéncias dos genes mitocondriais 12S e 16S. Esses
autores puderam identificar regides conservadas e
variaveis para tais seqiiéncias. Considerando a estrutura
secundaria proposta para essas sequiéncias, foi obser-
vada a ocorréncia de uma extrema variagao e conser-
vacdo nas alcas e ramos, respectivamente. Além disso,
aocorréncia de alta proporgéo de substituicdes com-
pensatorias nos ramos sugeriu uma forte selecédo em
favor da manutencéo da estrutura secundéria destas
sequéncias.

Sivasundar et al. (2001) utilizaram sequéncias
do genoma mitocondrial (ATPase subunidades 6 e 8)
com o intuito de inferir as relacdes filogenéticas de
espécies do género Prochilodus oriundos das bacias
dos rios Parana, Amazonas, Orinoco e Magdalena.
Usando o género Semaprochilodus como um grupo
externo, as analises mostraram que: (1) cada bacia
hidrografica possui um grupo monofilético de linhagens
mitocondriais e, (2) a ordem dos ramos evolutivos
colocou a bacia do rio Magdalena em uma posicao

1)

basal, com uma subsequente evolugéo para as bacias
do Orinoco, Amazonas e Parana. Alem desse achado,
as seqliéncias da regido controladora para 26 amostras
de P. lineatus (bacias dos rios Parand, Magdalena,
Orinoco e Amazonas) revelaram uma divergéncia entre
as sequiéncias de 0.3 até 3.6%. A analise filogenética
baseada nessas sequéncias € bem resolutiva, porém
ndo associada a geografia, uma vez que os hapl6tipos
do alto rio Parana (rio Mogi Guacu) e do alto rio
Bermejo (separados por cerca de 2.600 km) tém uma
proxima relagao genealdgica.

Ainda em relacgéo a utilizacdo de seqiiéncias
génicas, Prioli et al. (2002) usaram a regido contro-
ladora do mtDNA de Astyanax altiparanae do rio
Iguacu para separar populacdes dessa espécie de
populagdes de A. bimaculatus e verificar o nivel de
endemismo, isolamento geografico e similaridade en-
tre as populagdes. Assim, as sequiéncias mitocondriais
revelaram alta diversidade genética dentro de cada
populacéo e baixa distancia genética entre as mesmas,
além de altos indices de fluxo génico. Esses dados,
bem como as similaridades morfo-anatémicas regis-
tradas, sugeriram que a populagéo de Astyanax
bimaculatus do rio Iguagu deveria, na verdade, ser
diagnosticada como de Astyanax altiparanae, pos-
sibilitando inferir que a populacéo de A. altiparanae
néo é de fato endémica do rio Iguagu, mas deve ter
sido introduzida recentemente nesse sistema hidrico,
uma vez que é resguardada a sua identidade gené-
tica.

Montoya-Burgos (2003), objetivando testar o
quanto as alteracdes paleohidrologicas causaram a di-
versificacdo da ictiofauna Neotropical, gerou uma
hip6tese hidrogeoldgica baseada nas relages filoge-
néticas de 51 espécies do género Hypostomus. Assim,
a analise de sequéncias da regido controladora do
mtDNA indicaram que Hypostomus pode ser dividido
em quatro clados monofiléticos, fato que permitiu a
identificacéo de sete principais eventos cladogenéticos
associados, temporalmente, a alterac6es hidrogeo-
l6gicas.

Em relacéo a espécies marinhas, Santos et al.
(2003), procurando verificar a existéncia de diversi-
ficacdo populacional entre diferentes amostras de
Macrodon ancylodon, ao longo da costa Atlantica da
América do Sul, utilizaram sequiéncias dos genes 16S
e citocromo B (mtDNA) como ferramenta para tais
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abordagens. As analises dessas seqiiéncias revelaram,
de maneira geral, a ocorréncia de dois subgrupos, um
tropical e outro subtropical, ambos fortemente supor-
tados pelas sequéncias dos dois genes, analisados inde-
pendentemente. Além disso, os dados sugerem que
podem estar existindo subestruturagdes genéticas inter-
namente aos subgrupos tropical e subtropical, o que
permite a orientacdo de condutas de conservacao
desses diferentes estoques observados.

Mais recentemente, Shimabokuro — Diaset al.
(2004) obtiveram sequiéncias dos genes mitocondriais
12S rRNA, 16S rRNA, ND4, tRNAHS e tRNAS" de
12 espécies do género Corydoras, trés de Aspidoras,
duas de Brochis, Dianema, Lepthoplosternum e
Megalechis, além de duas populac@es locais de

Callichthys e Hoplosternum. As comparagdes filo-
genéticas das sequiéncias com aquelas dos grupos ex-
ternos (Nematogenys inermis/Nematogenyidae;
Trichomycterus areolatus e Henonemus punctatus/
Trichomycteridae; Astroblepus sp./Astroblepidae e
Neoplecostomus paranensis, Delturus parahybae e
Hemipsilichthys nimius/Loricariidae) revelaram que
a familia Callichthyidae € monofilética e compreen-
de dois grupos naturais: as subfamilias Corydoradinae
(Aspidoras, Brochis, e Corydoras) e Callichthyinae
(Callichthys, Dianema, Hoplosternum,
Lepthoplosternum e Megalechis). Por outro lado,
suas relagdes internas apresentaram-se bem diferen-
tes daquelas baseadas em caracteres morfo-
anatbmicos.

Tabelal- Estudos realizados nas duas ultimas décadas com peixes neotropicais usando marcadores moleculares de DNA e

suas respectivas bacias hidrogréficas.

GENERO/ ESPECIE LOCALIDADE

MARCADOR REFERENCIA

Leporinus friderici Guiana/ Brasil

RFLP Renno et al. 1990

Sternopugus Archolaemus Rios Neotropicais

Alves-Gomes et al. 1995,

Sequéncias 12Se 16S Alves-Gomes 1998

Hoplias malabaricus Tibagi — Pr

Bacia do Iguagu, Parané e

RAPD Dergam et al. 1998

Prochilodus

Bacias do Parana, Amazonas,
Orinoco e Magdalena

Seqliéncias de mtDNA

Sivasundar et al. 2001

Astyanax altiparanae

Bacia do Iguagu — Pr

RAPD e Seqléncias de

Prioli et al. 2002

mtDNA

Brycon lundii Bacia do Sdo Francisco RAPD Wasko e Galetti Jr. 2002
H. malabaricus Bacia do Doce RAPD, Seqliéncias 16S Dergam et al. 2002
Pseudoplatistoma corruscans Bacia do Parana — Pr RAPD Prioli et al. 2002
Steindachnerina Bacia do Parana — Pr RAPD Oliveira et al. 2002
Astyanax Baciag do Parané e S8o RFLP Moysés e Almeida Toledo

Francisco 2002
Prochilodus marggravii Bacia do S&o Francisco RAPD Hatanaka e Galetti Jr. 2003

Hypostomus

Principais rios Neotropicais

Seqliéncias ITS

Montoya-Burgos 2003

Pimelodus maculatus

Bacias do Tieté e
Paranapanema — SP

RAPD

Almeida et al. 2003

Leporinus elongatus

Bacia do Parana — SP

Seqliéncias de mtDNA

Martins et al. 2003

Matoso et al. 2004 ~

Astyanax sp Bacia do Tibagi — Pr RAPD
Corydoras, Aspidoras, Brochis, _ ]
Dianema, Lepthoplosternum,  gjstema de rios brasileiros Seqtiéncias de mtDNA Shimaburo — Dias et al.

Callicchthys e Hoplosternum

2004 (in press)
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Cuidados com a amostragem e fixagao de
tecidos

Alguns cuidados basicos precisam ser tomados
com as amostras quando se pretende aplicar métodos
de analise molecular. Marcadores isoenzimaticos, por
detectarem polimorfismos em enzimas, séo fortemente
influenciados pela temperatura e a quantidade da
amostra. Os marcadores de DNA s&o menos sensiveis
a alteracGes de temperaturas, no entanto o DNA esta
sempre exposto a uma gama de substancias que podem
afetar sua conformagcéo, tal como o efeito de enzimas
DNAses. O RNA, por ser uma molécula menos estavel
(fita simples de acido ribonucleico), esta sujeito a
alteragOes mais graves, sendo rapidamente degradado
quando submetido a leve agitacdo ou exposto a acao
das RNAses. Para minimizar esses efeitos deve-se
trabalhar sob baixas temperaturas, e com material
previamente fixado. A melhor forma de se acondicionar
amostras € coloca-las em uma solucdo de alcoois
metanol:etanol, na proporcéo 1:1. O tecido deve conter
um volume de 1/1 cm?3e para sangue deve-se utilizar
um anticoagulante como 0 EDTA.

Metodologia Fenol-associada (Sambrook e
Russell, 2001)

Coloque o tecido de tamanho aproximado 1/1
cm?® em um cadinho macerando-o com nitrogénio
liquido, usando um bastao. Adicione 4 a5 ml de solucéo
de digestdo (NaCl 0.4M, EDTA 0.1M pH 8.0,
Proteinase K 100 pg/ml, SDS 0,1%). Transfira o
material para um tubo de centrifuga tipo falcon e
mantenha-o em banho-maria a temperatura de 50°C,
durante 1 hora e 30 minutos. Apds esse tempo, trate 0
material com enzima RNAse (100 mg/ml) mantendo-o
em banho-maria a 37°C por 1 hora. Proceda a uma
leve agitacéo periddica. Adicione ao tubo uma solucéo
de fenol: cloroférmio: &lcool isoamilico (50:48:2) em
volume igual ao da digestao. Agite suavemente o tubo
por aproximadamente 30 minutos. Centrifugue o
material por 10 minutos a 10.000 rpm, transfira com
auxilio de micropipeta o sobrenadante para um tubo
limpo, tomando cuidado para ndo ressuspender a ca-
mada fendlica. Acrescente NaCl 1 M para a pre-
cipitacdo do DNA juntamente com 2 volumes de etanol
absoluto gelado. Inverta o tubo diversas vezes. Cen-
trifugue o material por 5 minutos a 10.000 rpm e des-
carte o sobrenadante. Adicione ao tubo aproxima-
damente 2 ml de etanol 70%, deixe descansar por 5
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minutos, centrifuga-lo por 5 minutos a 10.000 rpm.
Descarte 0 sobrenadante e seque o DNA em estufa a
37°C overnight. Elua o DNA seco em 500 ul de
tampdo TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM) e
armazene-o a temperatura de - 20°C em tubos tipo
eppendorf .

Metodologia Salting-out -
desassociada (Miller et al., 1988)

Retire um fragmento de tecido de 0.5-1.0 cm?
e picote-o0 com uma lamina estéril. Quanto mais frag-
mentado o tecido, melhor sera o resultado da extrac&o.
Transfira o tecido para um tubo (1.5-2.0ml) e
adicione 80 pl do tampdo da enzima (Proteinase K, 40
I da solucdo de Proteinase K, 20 ul SDS 20%) e 240
ul H,O ultra-pura autoclavada. Homogeneize em
vortex por 25 segundos. Incube a solu¢do em banho-
maria ou estufa a 60°C por 2 horas. Use o vortex a
cada 20 minutos. Retire a solugdo dos 60° C e deixe-
a descansar por tempo suficiente para atingir a tempe-
ratura ambiente. Adicione a solugdo 100ul de NaCl 6
M. Misture, batendo levemente no fundo do tubo.
Centrifugue a solucdo a 13. 000 rpm por 5 minutos.
Transfira o sobrenadante para um tubo (1.5-2.0 ml)
novo e centrifugue a solugdo novamente a 13.000 rpm
por mais 5 minutos. Transfira o sobrenadante para um
tubo (1.5—-2.0 ml) novo e estéril e adicione 850 pl de
etanol absoluto gelado. Inverta o tubo gentilmente por
varias vezes para precipitar o DNA. Centrifugue a
solugédo a 13.000 rpm por 5 minutos. Despreze o
sobrenadante e adicione 1 ml de etanol 70% em
temperatura ambiente e inverta o tubo gentilmente por
varias vezes. Centrifugue a solucao a 13.000 rpm por
5 minutos. Despreze o sobrenadante e deixe secar em
temperatura ambiente. Ressuspenda o DNA em 50 pl
de H,O ultrapura e autoclavada e deixe overnightem
temperatura ambiente para hidratar o DNA extraido.
\erifique a integridade do DNA em gel de agarose 1%
a 60V por 30 minutos e quantifique sua concentragdo
por espectrofotometria.

Metodologia para nadadeiras e escamas -
Fenol associada (Wasko et al., 2003)

Retire pequenos fragmentos de nadadeiras e/ou
escamas, a partir de amostras previamente preservadas
em uma solucdo a base de etanol 95% e EDTA 100
M pH 8.0. Dissocie as amostras teciduais e as incube
em 4 ml de tampéo de digestdo TNES - Uréia (10

Fenol
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mM Tris-HCI pH 8.0; 125 mM NaCl; 10 mM EDTA
pH 8.0; 0.5 %SDS; 4M Uréia) em um tubo de 15 ml.
Adicione asolucdo 30 pil de RNase (10 mg/ml) e incube
amesma por 1 horaa42°C. Apo6s esse periodo, adi-
cione 30 pl de uma solucao de Proteinase K (10 mg/
ml) e mantenha a solu¢do nos mesmos 42°C por no
minimo mais 10 horas. Colha a solugdo e adicione 4 ml
de uma solucdo a base de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1). Inverta gentilmente os tubos por
15 minutos e os centrifugue por 15 minutos a 10.000
rpm. Transfira 0 sobrenadante para um novo tubo limpo
e autoclavado e precipite 0o DNA pela adi¢do de um
volume igual de NaCl 1 M e dois volumes de etanol
absoluto e gelado. Inverta a solu¢éo gentilmente por
algumas vezes. Centrifugue a solucdo por 5 minutos a
10.000 rpm. O DNA deve ser lavado brevemente com
etanol 70% por meio de inversdes manuais; centrifugue
e despreze o sobrenadante por meio de uma unica
inversao do tubo. Repita mais uma vez esse procedi-
mento. Despreze o sobrenadante da forma anterior e
deixe o DNA secar em temperatura ambiente. Res-
suspenda 0 DNA extraido em 25 — 50 ul de tampéo
TE (10 mM Tris HCI pH 8.0; 1 mM EDTA pH 8.0).
Verifique a integridade do DNA em gel de agarose 1%
a 60V por 30 minutos e quantifique sua concentracdo
por espectrofotometria.

Extracdo de DNA - sangue (Lahiri e
Nurnberger Jr., 1991)

Colha aamostra de sangue total (cercade 7-8
ml) usando EDTA como anticoagulante. Coloque o
sangue em um tubo falcon e adicione trés volumes de
tampdao A (NH,HCO, 1ImM, NH,Cl 144mM).
Mantenha a mistura no gelo ou no freezer por 10
minutos e descartar o sobrenadante. Adicione aopellet
0 mesmo volume de tampédo A que fora utilizado
anteriormente e homogeneize aamostra. Centrifugue a
2.000 rpm e despreze o sobrenadante. Repita esse
processo de adi¢do do tampao e centrifugagédo para
que a amostra fique mais limpa. Em seguida despreze
o sobrenadante e guarde a amostra emfreezer - 20°C,
caso seja necessaria a interrupcao do processo. O pro-
Ximo passo consiste em ressuspender o pellet leu-
cocitario em 3 ml de tampédo B (Tris 10 mM, NacCl
400 mM, EDTA 2 mM) e adi¢do de 200 ul de SDS a
10%. Adicione 2 ul da enzima Proteinase K (30 mg/
ml) em 5 ml de tampéo C (SDS 10%, EDTA 0.5M) e

acrescente 500 ul dessa mistura no tubo contendo o
DNA. Misture aamaostra vigorosamente por 15 minu-
tos. Deixe-a em repouso overnight a temperatura de
37°C ou a 60°C por uma hora. Adicione 1 ml de NaCl
a6 M, deixando que o sal decante no fundo do tubo
com posterior retirada do sobrenadante. Misture a
amostra vigorosamente por 15 minutos e centrifugue a
2.000 rpm por 15 minutos. Recolha o sobrenadante,
passando-o para um novo tubo. Centrifugue aamostra
novamente para eliminacéo de residuos. Adicione ao
sobrenadante dois volumes de etanol 100% e homo-
geneize aamostra. Centrifugue o tubo e descarte 0 so-
brenadante lavando o material com etanol 70%. Cen-
trifugue o tubo, descartando o &lcool. Deixe secar 0
DNA ressuspendendo-o em 200 a 500 il de TE,
dependendo do tamanho do pellet.

A técnica de PCR

PCR é umasigla oriunda do inglés para a reagao
em cadeia que ocorre quando uma enzima especializada
em copiar DNA é colocada sob condicdes ideais para
realizar tal reacéo. A técnica foi descrita pelo cientista
norte-americano Kary Mullis em 1993 (Sykes, 2003).
O principio se baseia na amplificacdo de um segmento
de DNA, com o inicio da sintese comegando em duas
diferentes posi¢des na molécula. A Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (Polymerase Chain Reaction) tem
como principal agente a enzima termo - sensivel DNA
Tag polimerase, que une nucleotideos dispersos na
reacdo para montar uma molécula, usando um DNA
molde (DNA template). Uma PCR realiza-se em
volumes muito pequenos entre 10 e 100 microlitros.
Teoricamente € necessaria apenas uma molécula-alvo
de DNA para que a reacdo possa ocorrer. Os dideso-
xiribonucleotideos trifosfatados (AATP, dTTP, dGTP,
dTTP), sdo colocados em quantidades equimolares na
reacdo. A concentragdo dos nucleotideos varia de 50
a 200 M.

As concentraces de sais, como cloreto de po-
tassio e sédio, podem interferir na reacéo aderindo-se
a molécula de DNA. Outro fator relevante é a con-
centracdo do cloreto de magnesio um cétion divalente
que funciona como co-fator enzimatico para a Taq
polimerase. A quantidade desses elementos deve girar
em torno de 50 mM para os sais de potassio e de
sodio e 2.5 mM para o magnésio. O pH 6timo para o
funcionamento da enzima deve estaremtornode 7.5e
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a temperatura em 72°C. A temperatura de desnatu-
racdo deve ser proxima dos 94°C. O tempo de elon-
gacéo depende do tamanho do fragmento a ser am-
plificado ficando em torno de 30 segundos a um minuto
e o numero de ciclos variade 20 a 35 (Figura 1).

T°C
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801 11
2y

60-
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401
204
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Figura 1- Estagios de um ciclo de PCR. | - plat6 que indica
a temperatura e tempo necessarios para a desna-
turacdo da dupla hélice de DNA, 11 - platd que
indica a temperatura em que esta ocorrendo a
polimerizacdo do DNA, 1l - platd que indicaa
polimerizacdo final e 0 término de um ciclo, 1V -
inicio de um novo ciclo de PCR.

A técnica de RAPD (Welsh e McClelland
(1990); Williamsetal. (1990))

Atécnicade RAPD (Figura 2) esta baseada na
amplificacdo do DNA gendmico via PCR usando
primers de sequiéncias nucleotidicas arbitrarias. Esta
técnica possibilita detectar altos niveis de polimorfismos
do DNA e conseqiientemente pode produzir marca-
dores genéticos espécie - especificos. Embora o poten-
cial desse marcador no mapeamento genético popu-
lacional tenha sido documentado para uma grande
variedade de organismos, incluindo os peixes, ele pos-
sui algumas limitacGes: demonstra heranga dominante,
0uU Seja, ndo separa organismos homozigotos dos hete-
rozigotos, assume que as populacdes estdo em Equi-
librio de Hardy - Weinberg e os alelos de diferentes
loci ndo migram paraa mesma posicao no gel (Ferreira
e Gratapaglia, 1996). Ressalta-se, porém, que oRAPD
possui a vantagem de néo requerer qualquer informacéo
prévia do genoma que se pretende estudar, além disso,
0 uso de conjuntos de primers (Kits) aumentaram
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exponencialmente a eficiéncia da técnica para a obten-
cao de marcadores (bandas) espécie - especificos e
devido a sua praticidade podem ser aplicados paraum
grande nimero de individuos sem onerar sobremaneira
o estudo.

L <123 4567 8 9101112131415161718192021 2223

Figura?2 - Gel de RAPD de uma populacéo de lambaris do
género Astyanax. L = ladder (1.000 pb),
d =lambda (DNA usado como controle positivo
de reacdo).

A técnica de RFLP (Grodzicker et al.
(1974); Botstein et al. (1980); Wyman e White
(1980) por PCR Mullis e Faloona (1987).

Para obtencdo dos polimorfismos de tamanho
dos fragmentos de restricdo o DNA amplificado é
digerido em solucdes separadas para cada enzima de
restricdo a ser usada. O protocolo de digestdo pode
ser realizado como segue: 2l de &gua milli Q, 0.5l
de solugdo tampé&o da enzima diluida 1X, 0.5 ul da
enzima de digestdo (10 U/ul), 7ul de DNA (50— 300
ng) e incubag&o overnight. O volume final de digestéo,
neste caso é 10ul. Os produtos digeridos sao visua-
lizados em gel de agarose 2%, corado com brometo
de etideo a 10 mg/ml e as imagens fotodocumentadas
por um analisador de imagens (Figura 3).

Pvull Rsal Haelll

1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18
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- » - -

L2 T BE

Figura 3 - Gel de RFLP de uma espécie de lambari do género
Astyanax. Pvull (1-6), Rsal (7-12), and Haelll
(13-18). L =ladder (1.000 pb).
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Perspectivas

De acordo com Torres (2003), existe uma forte
influéncia dos programas GENOMA brasileiros na
formac&o de recursos humanos e tal influéncia tem
permitido a incorporacéo dessas metodologias nos mais
variados temas relacionados a biota neotropical. Dentre
os diversos grupos bioldgicos e areas de interesse,
destaca-se a necessidade de a¢Oes de reconhecimento
e conservacdo dessa biota, orientada por analises das
caracteristicas dos genomas de espécies e/ou popu-

lacOes.
Uma importante abordagem € a identificacdo e
o0 entendimento do relacionamento das Unidades
Evolutivamente Significativas - ESU (Ryder, 1986).
Essas unidades, uma vez identificadas, permitem a
previsdo das prioridades de conservagéo, uma vez que
se caracterizam como uma populacgéo, ou grupo de
populagBes, que apresentam diferenciacdo morfologica,
genética ou ecoldgica em relagdo a outras proximas,
porém geograficamente isoladas (Torres, 2003). Ainda,
segundo Moritz e Faith (1998), um critério genético na
definicdo das ESUs seria: “tais unidades devem ser
grupos monofiléticos para linhagens de mtDNA e
devem apresentar significativas diferencas nas
frequéncias alélicas em loci nucleares™, o que parece
bastante substancioso acerca da interpretacao sobre o
nivel de distanciamento genético, filogenético e filo-
geografico entre grupos populacionais (Torres, 2003).
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