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Divergência genética entre populações de Rhamdia (Bleeker, 1858) da bacia do rio Iguaçu evidenciada por meio de marcadores moleculares de DNA: uma análise preliminar
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Resumo
Rhamdia branneri e R. voulezi, espécies simpátricas e endêmicas da bacia rio Iguaçu, são atualmente consideradas sinonímias de R. quelen, conforme revisão taxonômica de Silfvergrip (1996). Diferenças morfológicas, ecomorfológicas e citogenéticas, associadas ao elevado endemismo da bacia do rio Iguaçu, no entanto, sugerem que R. branneri e R. voulezi são, de fato, duas espécies válidas. Nesse sentido, o presente trabalho propõe a investigação do grau de diferenciação genética, por meio de marcadores moleculares ISSR, entre R. branneri e R. voulezi. Dois primers ISSR foram selecionados para as análises, os quais geraram 15 fragmentos com alto grau de polimorfismo. Os resultados preliminares obtidos até o momento não revelaram diferenciação genética entre R. branneri e R. voulezi, assim como também não foram identificados marcadores espécie-específicos. Estes resultados, no entanto, não devem ser interpretados erroneamente no sentido de se considerar as duas populações estudadas como pertencentes a uma única espécie. Experimentos futuros envolvendo maior número de marcadores ISSR e a inclusão de R. quelen nas análises confirmarão o status taxonômico desse grupo de peixes.
Introdução

Rhamdia branneri (Haseman, 1911) e R. voulezi (Haseman, 1911) são espécies de bagres endêmicas e simpátricas da bacia do rio Iguaçu e, atualmente, consideradas sinonímias de R. quelen (segundo revisão taxonômica de Silfvergrip, 1996), espécie de ampla distribuição geográfica, ocorrendo em rios da América Central e do Sul. Apesar de Silfvergrip (1996) ter considerado R. branneri e R. voulezi como sinonímias de R. quelen, o autor não incluiu exemplares de todo o rio Iguaçu em suas análises, como observado por Baumgartner et al. (2012). De acordo com os mesmos autores, R. branneri e R. voulezi podem ser consideradas espécies válidas devido não apenas às divergências morfológicas entre as duas espécies, mas também pelo endemismo da ictiofauna da bacia do rio Iguaçu.

Diferenças citogenéticas e ecomorfológicas também foram previamente identificas entre R. branneri e R. voulezi (Abucarma e Martins-Santos, 2001 e Mise et al., 2013, respectivamente). Tais diferenças observadas entre os mosfotipos, associado ao elevado endemismo da bacia do rio Iguaçu, contrariam a sinonímia proposta por Silfvergrip (1996). Nesse sentido, o emprego de marcadores moleculares baseados em DNA pode contribuir para o esclarecimento do status taxonômico de espécies do gênero Rhamdia. Dentre os marcadores moleculares existentes, o marcador nuclear ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), é útil na produção de padrões polimórficos informativos tanto intraespecíficos (Gupta et al., 1994) quanto interespecíficos (Fernandes-Matioli, 1999). Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de marcadores ISSR, o grau de diferenciação entre os morfotipos de Rhamdia encontradas na bacia do rio Iguaçu.
Material e Métodos

Amostras de R. branneri e R. voulezi foram coletadas em dois reservatórios artificiais do rio Iguaçu: UHE Salto Osório e UHE Salto Santiago. Amostras de tecido muscular de cada exemplar foram retiradas e fixadas em álcool etílico comercial em frascos individuais devidamente identificados. Em seguida, os espécimes foram preservados em formol 10% e encaminhados ao Laboratório de Ictiologia do Grupo de Pesquisas em Recursos Pesqueiros e Limnologia, Gerpel, Unioeste, Toledo/PR.
O DNA total de cada amostra foi extraído por meio do Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). Alíquotas do DNA de cada amostra foram utilizadas para estimação visual da quantidade de DNA, em gel de agarose 0,8% corado com SYBR Safe (Invitrogen), por comparação com o padrão molecular Ladder 100 pb. A amplificação do DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction) foi baseada na metodologia ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), sob condições recomendadas por Fernandes-Matioli (1999). Foram testados oito iniciadores (primers) ISSR, dos quais dois foram selecionados para análises das populações. As análises ISSR incluíram 18 espécimes de R. branneri e 12 de R. voulezi. Controles negativos (sem DNA) foram incluídos nos experimentos. A amplificação dos fragmentos foi realizada em termociclador automático, programado para cinco ciclos de 45s a 94°C, 1 min a 51°C e 1 min a 72°C, seguido de 30 ciclos de 45s a 94°C, 1 min a 48°C e 1 min a 72°C. Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram fracionados em gel de agarose 1,4%. O padrão de bandas produzido foi fotodocumentado e o tamanho de cada fragmento foi determinado por comparação com o padrão Ladder 100 pb.

Análises do polimorfismo de fragmentos ISSR foram baseadas na presença (1) ou ausência (0) de bandas nítidas observadas nos géis de agarose. Foram estimados: número de locos polimórficos, Índice de Shannon (I) e diferenciação genética por meio da determinação da distância genética de Nei e do índice Gst, com o programa PopGene 1.32 (Yeh et al., 1999). O dendrograma neighbor-joining foi construído por meio dos programas FreeTree (Pavlicek et al., 1999) e Mega 6 (Tamura et al., 2013).
Resultados e Discussão
A extração do DNA genômico se revelou satisfatória para os espécimes de Rhamdia. Foram obtidos DNAs de boa qualidade e de quantidade suficiente para as análises genéticas. Dos oito primers ISSR testados inicialmente, dois foram selecionados para as análises por produzirem melhores padrões de bandas, sendo: (GGAC)3A e (GGAC)3C. Os primers selecionados produziram um total de 15 fragmentos ISSR para as populações de Rhamdia analisadas, os quais variaram entre 500 e 900 pb de tamanho. Foram observados 86,67% de fragmentos polimórficos para R. branneri, e 93,33% para R. voulezi. 

A variação e diferenciação genética dentro e entre as populações de Rhamdia do rio Iguaçu foram inferidas com base na avaliação preliminar dos perfis de bandas com apenas os dois primers ISSR selecionados. A diversidade genética estimada para as populações de Rhamdia revelou-se moderada, com valores de índice de Shannon (I) de 0,3312 para R. branneri e de 0,3886 para R. voulezi. Entre as duas populações, observou-se I= 0,3770. Não foi possível observar, com os dados obtidos até o momento, diferenciação genética entre R. branneri e R. voulezi, como revelado pelos baixos valores de distância genética (0,0115) e de Gst (0,0201), assim como pelo dendrograma neighbor-joining (Figura 1). Pode-se observar que os espécimes de Rhamdia foram agrupados em dois grupos maiores, no entanto, as espécies não foram agrupadas em clados distintos (Figura 1). Em estudo realizado com marcadores ISSR entre espécies do gênero Pseudoplatystoma (Bignotto et al., 2009), foram observados altos valores de distância genética (0,3659) e de Fst (0,9031), possibilitando a discriminação genética entre P. corruscans e P. fasciatum. 

Marcadores moleculares de DNA do tipo ISSR são, desta maneira, eficientes na discriminação de espécies de peixes próximas entre si. No entanto, no presente trabalho, não foi possível demonstrar a diferenciação genética entre as populações de Rhamdia. Os resultados obtidos no presente estudo são preliminares e não conclusivos. Em um futuro próximo, serão realizados novos experimentos a fim de melhorar a padronização da técnica, aumentar o número de marcadores ISSR bem como incluir novos espécimes de Rhamdia de distintas localidades, inclusive de R. quelen. Assim, acredita-se que será possível a diferenciação genética dos morfotipos de Rhamdia, uma vez que estudos morfológicos, ecomorfológicos e citogenéticos já demonstraram esta separação (Baumgartner et al., 2012, Mise et al., 2013 e Abucarma e Martins-Santos, 2001, respectivamente).
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Figura 1. Dendograma neighbor-joining baseado na distância de Jaccard construído a partir de marcadores ISSR de populações de R. branneri (◊ Rhb) e R. voulezi (■ Rhv) da bacia do rio Iguaçu.
Conclusões
Os resultados preliminares obtidos com marcadores ISSR não permitiram diferenciar geneticamente R. branneri e R. voulezi da bacia do rio Iguaçu. Ressalta-se, no entanto, que esses resultados não devem ser interpretados erroneamente no sentido de considerar as duas populações estudadas como pertencentes a uma única espécie. Novos experimentos serão realizados a fim de confirmar o status taxonômico de espécies do gênero Rhamdia.
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