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Resumo

O género Isbrueckerichthys Derijst, 1996 (Loricariidae), apresenta cinco
espécies (I. epakmos, I. alipionis, I. duseni, I. calvus e |. saxicola) que ocorrem nos
rios Ribeira e Tibagi. As nascentes destes rios estiveram envolvidas em eventos
geoldgicos pretéritos de capturas de cabeceiras de rios e intercambio de faunas.
Testes genéticos para compreender a dispersdo de espécies e populacdes sdo
importantes para o entendimento da diversidade de peixes nos rios paranaenses.
Neste estudo, exemplares de Isbrueckerichthys de dois rios paranaenses foram
analisados quanto a identificacdo molecular e distancia genética. Exemplares de
Isbrueckerichthys coletados em Itaiacoca (bacia do rio Ribeira), Ponta Grossa-PR
retornaram identificacdo molecular de . duseni. Espécimes amostrados em
Londrina-PR (bacia do rio Tibagi) ndo retornaram identificagdo molecular no Barcode
of Life Data Systems (BOLD). As analises de fluxo génico e diversidade nucleotidica
(1) observada indicaram que as duas populacdes estdo separadas geograficamente
e ndo compartilham fluxo génico. Os exemplares capturados em Londrina-PR
correspondem a localidade tipo da espécie |. saxicola e sdo os primeiros dados de
identificacdo molecular para a espécie.

Introducéo

A ictiofauna dulcicola neotropical € a mais rica do mundo, extremamente
diversificada e numerosa. Apesar desta grande diversificacdo, boa parcela do
namero total de espécies é ainda ndo descrito (BENZAQUEM et al., 2015). As
espécies nao sdo homogéneas geneticamente, mas estruturadas em grupos de
individuos geneticamente semelhantes, estando o grau de isolamento diretamente
relacionado a dispersdo de individuos entre estes grupos (LAIKRE et al., 2005). A
separacdo geografica, a capacidade de dispersédo restrita dos individuos e,
comportamento de homing ou filopatria s&o o0s principais mecanismos que
promovem o isolamento das populagdes, as quais acumulam mutac¢des diferenciais.
A denominada “estrutura genética populacional” de uma espécie € o padrao de
distribuicdo da variacdo genética dentro e entre populagdes (LAIKRE et al., 2005). A
identificacdo desta estrutura e diversos outros parametros € possivel mediante a
utilizacdo de técnicas morfologicas e moleculares (THUESEN et al.,, 2008).
Marcadores mitocondriais podem fornecer informacdes necessarias para estudos de
relacbes filogenéticas, estimativa de distancia genética, discriminacdo de



subpopula¢cdes assim como investigar a historia da biogeografia (GARRIGAN;
HAMMER, 2006).

O gene Citocoromo Oxidase C Subunidade | (COIl) é utilizado estudos
populacionais de variabilidade genética pela sua universalidade e importancia
evolutiva, além disso, € conservado entre 0os mais diversos genomas e possui
suficiente diferenciacdo entre espécies por apresentarem padrdo de sequéncia
barcode espécie-especificos (TAUTZ et al., 2003). Entre os peixes da ictiofauna
neotropical, o género Isbrueckerichthys Derijst, 1996 (Loricariidae), agrupa cinco
espécies com distribuicdo nas bacias dos rios Ribeira de Iguape e Tibagi (JEREP et
al., 2006). Trés espécies do género (. duseni, I. calvus e |. saxicola) ocorrem nos
rios Ribeira e Tibagi no Parana. Essa regido é reconhecida por apresentar eventos
geoldgicos pretéritos de capturas de cabeceiras de rios e intercambio de faunas
(RIBEIRO, 2006). Neste contexto, testes genéticos para a compreensdo da
diversidade e dispersdo de espécies e populacdes foram aplicados neste estudo
para o entendimento da diversidade de espécies de peixes nos rios paranaenses.

Material e Métodos

As coletas das espécies de Isbrueckerichthys foram realizadas em dois rios
paranaenses, um localizado na bacia do rio Tibagi e outro na bacia do rio Ribeira.
Os procedimentos de pesquisa envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais em Pesquisa da UEPG (CEUA 29/2016).

A extracdo do DNA genbmico foi realizada de tecidos do animal (figado) a
partir do protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990). A realizacdo da PCR para a
amplificacdo do gene COI empregou os primers chamados Fish F1 e Fish R1
(WARD et al., 2005). A reacgdo de PCR foi composta de 1x Taq Reaction buffer (200
mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 40 uM dNTPs, 2mM MgCl,, 2 U de Taq DNA
polymerase, 0.2 uM primers e 50 ng/mL de DNA molde. Para o programa de reagéo
no termociclador foi utilizada a seguinte condicdo: desnaturacao inicial por 5min a
94°C, 35 ciclos de 94°C por 45s, 55,4°C por 1 min, 72°C por 1min e 30s e, extensao
final a 72°C por 5min.

O produto da PCR foi purificado seguindo o protocolo do kit Illustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e submetidos ao sequenciamento
utilizando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As
sequéncias do COI foram analisadas com o programa Bioedit 5.0.9. Com a analise
do produto do sequenciamento foi obtido uma sequéncia consenso para cada
segmento de DNA em cada espécime. Estas sequéncias foram submetidas a analise
de identidade no BOLD. As analises da distancia genética entre as populacbes
foram realizadas com o programa MEGA 5.1. (Molecular evolutionary genetics
analysis), o qual permitiu a comparacdo de sequéncias moleculares bem como a
construgcdo de arvores filogenéticas (KUMAR et al., 2008). A distancia genética foi
calculada utilizando o modelo Kimura-2-parametros (K2P) (KIMURA, 1980).

Para analise filogenética foi realizada a construcdo de uma arvore enraizada
para determinar quao perto ou distante nossa sequéncia de estudo se encontra de
uma outra conhecida. Espécies utilizadas como “outgroup” foram distantes de todos
as outras espécies analisadas (considerado como possuindo um ancestral comum
com todas as entidades). O método de Neighbor-Joining (NJ) foi utilizado para
construgdo da arvore (SAITOU; NEI, 1987). Como técnica de estimacdo de erros
estatisticos, foi utilizada a andlise de bootstrap, o qual foi utilizada para medir o grau
de suporte dos nés nas arvores filogenéticas pelo alinhamento das sequéncias no
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programa Mega 5.1, no momento da construgdo da arvore filogenética. Analises
filogenéticas mais robustas foram construidas utilizando os programas JModeltest,
PhyML e MrBayes.

Resultados e Discusséo

Foram analisadas sete sequéncias pertencentes a regido folmer referente a
porcéo inicial 5 do gene COI. As sequéncias referentes as amostras coletadas em
Itaiacoca retornaram resultados na analise de identidade no BOLD que indicam
pertencer a I. duseni (98,89 — 100 %), enquanto as sequéncias dos espécimes de
Londrina ndo retornaram correspondéncia a espécies depositadas no BOLD. A falta
de correspondéncia destas sequéncias podem ser explicadas devido ao fato de
poucas ou nenhuma sequéncia da espécie em questdo estar depositada no BOLD.
O ribeirdo Jacutinga, Londrina-PR, local de amostragem de espécimes deste estudo,
€ a localidade tipo de I. saxicola (JEREP et al., 2006). Os exemplares coletados no
ribeirdo Jacutinga também possuem identificacdo morfoldégica para |. saxicola.
Diante destes dados, as sequéncias COIl obtidas para este ribeirdo correspondem a
I. saxicola, o que pode ser uma contribuicdo deste trabalho com o depdsito das
sequéncias no BOLD.

As analises das arvores de verossimilhanca, de neighbour joining e a analise
bayesiana agruparam as sequéncias em dois ramos (ltaiacoca e Londrina),
correspondes a . duseni e I. saxicola, respectivamente (Figura 1). Esses resultados
corroboram a descri¢céo da espécie |. saxicola para o rio Tibagi (JEREP et al., 2006).

A diversidade nucleotidica (11) para as sequéncias de |. duseni amostradas
em lItaiacoca foi de 0,01057, enquanto em I. saxicola apresentou 1 = 0,03681. O
indice ®ST foi de 0,70675. Este valor de ®ST indica separa¢do populacional e que
as espécies nao compartilham fluxo génico. A analise da distancia genética de K2P
entre |. duseni e |. saxicola foi de 8,6 %. Em peixes, valores K2P superiores a 2%

sao considerados validos para definicdo de espécies (WARD et al., 2005).
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Figura 1 — Agrupamentos gerados com as sete sequéncias do gene COI de Isbrueckerichthys. Em
(a) arvore de méxima verossimilhanca construida no PhyML com 1.100.000 replicatas utilizando o
modelo evolutivo HKY+G descrito no Jmodeltest; em (b) arvore construida através de analise
bayesiana com 1.100.000 replica¢bes utilizando o modelo evolutivo HKY+G dado pelo JModeltest e
em (c) arvore de neighbour-joining construida utilizando as distancias K2P. Numeros abaixo dos
ramos representam os valores de bootstrap com 1000 replicagbes. Os comprimentos dos ramos sao
proporcionais a distancia genética.

Concluséao

As analises conjuntas, tanto moleculares quanto filogenéticas mostram que 0s
exemplares de Isbrueckerichthys coletados em Itaiacoca e Londrina correspondem a
I. duseni e |. saxicola, respectivamente. Esses dados séo iniciais para a analise da
estruturacdo populacional e dispersdo de Isbrueckerichthys. Contudo, a ampliacédo



do nimero de espécies e populagbes amostradas podem ajudar no entendimento do
disperséo e especiacdo deste grupo de peixes Neotropical.
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