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RESUMO

Cnesterodon tem 10 espécies validas e possui uma série de caracteres derivados que corroboram o seu
monofiletismo. Cnesterodon hypselurus ocorre em riachos da bacia do rio Tibagi e rio Itararé (drenagem do
rio Paranapanema, alto rio Parand) e possui como autapomorfias a presenca de uma faixa marrom escura
longitudinal ao longo de ambos os flancos e modificagdo no formato ésseo do terceiro raio do gonopédio em
machos adultos. Cnesterodon sp. coletada em dois riachos na bacia do rio lvai possui caracteristicas
morfolégicas semelhantes as de C. hypselurus. O gene citocromo C oxidase (COI) um marcador molecular
mitocondrial funciona como “DNA barcoding” e é utilizado para distinguir espécies. Dessa forma, o presente
projeto teve como objetivo caracterizar molecularmente Cnesterodon hypselurus e Cnesterodon. sp., a fim de
identificar se pertencem a mesma espécie ou ndo. Os valores encontrados de 6,86% para a distAncia genética
entre Cnesterodon hypselurus e Cnesterodon sp. indicam que as espécies séo distintas geneticamente, ou
seja, a espécie da bacia do rio Ivai é nova.

PALAVRAS-CHAVE: Cnesterodon hypselurus; COI; Identificacdo molecular.

1 INTRODUCAO

Cnesterodon esta inserido na ordem Cyprinodontiformes, e contém peixes que
habitam a bacia do alto rio Araguaia, no sistema Parana — Paraguai, bacia do rio Uruguai e
em drenagens costeiras que vao desde Sao Paulo até a Argentina (LUCINDA; REIS, 2005).
Cnesterodon Garman 1895 possui 10 espécies validas, com uma série de caracteres
derivados que corroboram o monofiletismo do género e dos clados infragenéricos
(LUCINDA, 2005). Cnesterodon hypselurus foi descrito por Lucinda e Garavello em 2001
de riachos da bacia do rio Tibagi e rio Itararé na bacia do rio Paranapanema, tendo como
autapomorfias a presenca de uma faixa marrom escura longitudinal ao longo de ambos os
flancos e pelo formato 6sseo do terceiro raio do gonopddio em machos adultos (LUCINDA;
GARAVELLO, 2001). Cnesterodon hypselurus ocorre em oito localidades, sendo endémica
da bacia do alto rio Parana (SILVA; JEREP; BENNEMANN, 2015) e est4 em estado de
perigo (BRASIL, 2019).

Frota et al. (2016) mencionaram a existéncia de uma provavel nova espécie,
Cnesterodon sp., em dois riachos da bacia do rio Ivai. Contudo, possui caracteristicas
morfolégicas semelhantes com as de C. hypselurus e ndo se sabe ao certo se ambas
constituem ou ndo a mesma espécie.

Marcadores moleculares podem ser Uteis em estudos taxondmicos, discriminando
espécies indistinguiveis morfologicamente ou com diferengas sutis. O gene citocromo C
oxidase | (COI) € um marcador mitocondrial frequentemente utilizado nos estudos de
identificacdo de espécies de diferentes grupos (AHMAD, et al., 2021), uma vez que as
espécies sao representadas por um grupo de sequéncias muito similares deste fragmento
génico, o chamado “DNA barcoding” (HEBERT et al., 2003). Sendo assim, o objetivo desse
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trabalho foi caracterizar molecularmente as espécies Cnesterodon hypselurus e
Cnesterodon sp. das bacias dos rios Tibagi e Ivai, utilizando o marcador mitocondrial COl,
visando averiguar se ambas pertencem ou ndo a mesma espécie.

2 MATERIAIS E METODOS

Exemplares de Cnesterodon hypselurus e de Cnesterodon sp. foram coletados, via
pesca elétrica, nas bacias dos rios Tibagi e do rio Ivai, respectivamente. Os exemplares
foram anestesiados segundo resolucdo 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria. Os individuos foram fixados em alcool 70% e depositados na colecao ictiologica
do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual
de Maring&. As amostragens foram realizadas com parecer favoravel (002/2012 e CEUA N
5680160117) do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da UEM
e com licenca permanente para coleta e transporte de material zooldgico SISBIO (ICMBio),
processo n. 14028-1 de 10 de dezembro de 2008, concedidos a Weferson J. da Graca.

Para fim da extracdo do material genético foi utilizado o kit comercial da Promega e
seguido seus protocolos. A quantificacdo de DNA ocorreu através de eletroforese em gel
de agarose 1%. Na PCR, para amplificacdo da regido COI, foi utilizado o par de primers
para peixes e temperaturas propostos por lvanova et al. (2007). O produto da PCR foi
visualizado em gel de agarose 1% e o tamanho do fragmento estimado por comparacéo
com DNA ladder 100pb. Na purificacdo do DNA amplificado utilizou-se Polietilenoglicol-
NaCl (PEG-NaCl) e posteriormente o mesmo foi sequenciado utilizando o kit Big Dye
Terminator, sendo que a determinacéo da sequéncia nucleotidica se deu pelo sequenciador
automatico ABI 3500.

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas nos programas BioEdit e MEGA
10, respectivamente, e a identificagdo molecular foi realizada por comparagdo com
sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a ferramenta
“Blastn”. A distancia genética (p) foi calculada entre os individuos e o dendrograma
neighbor-joining foi construido utilizando o modelo Kimura 2 Parametros, no programa
Mega 10, com a utilizacdo de sequéncias de Cnesterodon disponiveis no BoldSystems e
Genbank.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram obtidas sequéncias nucleotidicas parciais do gene COI de um total de cinco
espécimes, sendo trés de C. hypselurus e dois de Cnesterodon sp. As sequéncias apos
alinhamento e edicéo, apresentaram 514 pares de bases. Foram obtidos trés haplétipos,
sendo um de Cnesterodon. sp. e dois para C. hypselurus.

A distancia genética (Quadro 1) obtida por meio da proporcdo de diferencas
nucleotidicas entre os pares de sequéncias (distancia p), entre C. hypselurus e
Cnesterodon sp. foi alta, sendo aproximadamente de 6%. Levando em consideracao o
limiar de divergéncia de 2% como valor de corte na delimitacdo de espécies (HEBERT et
al., 2003; AHMAD, 2021), tais especies podem ser consideradas distintas. Ademais, 0s
valores de distancia entre Cnesterodon sp. e C. decemmaculatus e C. cf. raddai, espécies
morfologicamente diferentes, gira em torno de 4%, valor menor do que encontrado para as
espécies estudadas neste trabalho. Ainda, os valores de distancia intraespecificos para C.
hypselurus foi de 0,19%, 34 vezes menor do que o valor interespecifico. Comparando tal
dado com os obtidos por Bingpeng et al. (2018), no qual a distancia média interespecifica
foi 31 vezes maior do que a distancia média intraespecifica, se pode inferir que Cnesterodon
sp. e C. hypselurus sao espécies distintas.
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Na arvore Neighbor-Joining (Figura 1) os exemplares de Cnesterodon sp. e C.
hypselurus se posicionaram em grupos distintos.

Quadro 1: Médias das distancias genéticas (distancia p), com base no gene COlI, entre diferentes
espécies de Cnesterodon e Fundulus heteroclitus, utilizados neste estudo

Fundulus heteroclifus Cnesterodon sp. C. hypselurus C. decemmaculatus C. of raddai  Cnesterodon
Fundulus heteroclitus
Cnesterodon sp. 0,1712
C. hypselurus 0,1815 0,0686
C. decemmaculatus 01777 0.,0412 0,0695
C. of raddai 0,1858 00455 0.,0723 0.0355
Cnesterodon 0.1765 0.0394 0.0645 0,0361 0.0448

Figura 1: Arvore génica obtida a partir de sequéncias do gene COI de Cnesterodon,
pelo método de Neighbor-joining

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os valores de distancia genética obtidos entre Cnesterodon hypselurus e
Cnesterodon sp. sobressaem aos valores minimos utilizados para delimitacdo de espécies
utilizando o marcador molecular COI, sendo condizentes com valores apresentados por
espécies distintas geneticamente, ou seja, a espécie da bacia do rio Ivai é nova.
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