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RESUMO

Os primeiros registros atribuidos a Platanichthys platana na planicie de inundacdo do alto rio Paran& foram
em 2012, entretanto a diferenca de porte entre os exemplares adultos dessa bacia comparada com as demais
regibes onde a espécie ocorre, gerou a incerteza de que os individuos atribuidos a esta espécie fossem de
fato pertencentes a P. platana. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo caracterizar geneticamente
as populagdes de P. platana da planicie de inundacéo do alto rio Parand e compara-las com populagfes de
outras bacias hidrograficas brasileiras com o uso do marcador molecular COl. Além disso, as sequéncias
obtidas foram comparadas com as disponiveis em banco de dados, calculando os valores de distancia
genética. Os resultados obtidos até o momento indicam que os exemplares coletados na planicie de
inundacao do alto rio Paran& pertencem, de fato, a espécie P. platana.

Palavra-chave: Alto Rio Parana; COI; Distancia genética; Marcador molecular.

1 INTRODUCAO

Os clupeideos sédo peixes predominantemente marinhos em regides tropicais e
subtropicais com representatividade de espécies de sardinhas, arenques e manjubas.
Platanichthys platana (Regan, 1917) é considerada a sardinha de menor tamanho da familia
Clupeidae ocorrente no Brasil. Diferentemente da grande maioria dos clupeideos, essa
espécie nado reside em ambientes marinhos, visto que invadem as regides costeiras,
podendo viver em agua doce e salobras encontradas em lagoas, estuarios e partes
inferiores de rios no sudeste da América do Sul, na Argentina, Brasil e Uruguai
(WHITEHEAD, 1985; FIALHO et al., 2000).

Em 2012, houve os primeiros registros atribuidos a P. platana na planicie de
inundacédo do alto rio Paran&. Esses registros inéditos, assim como a diferenca no porte
dos exemplares adultos, gerou uma suspeita se 0os exemplares atribuidos a esta espécie
na planicie de inundacao do alto rio Parana pertencem a P. platana. Uma alternativa de se
resolver a questdo da identificacdo de P. platana € a realizacdo de estudos genéticos,
envolvendo o DNA mitocondrial. O Citocromo ¢ Oxidase subunidade | (COI), é considerado
o marcador mitocondrial mais utilizado para se identificar e catalogar espécies, discriminar
subespécies e estudar a evolugdo de inumeros animais. O COI é considerado um codigo
de barras de DNA (DNA barcode), o qual tem como objetivo auxiliar a filogenética e
catalogacao da biodiversidade. O codigo de barra baseado em sequéncias de COI é facil
de ser sequenciado para varios taxons usando um namero pequeno de primers, além de
possuir diferenciacdo suficiente entre espécies para apresentam padrédo de sequéncia
“barcode” espécie-especificos (PEREIRA et al., 2013).

Dada a importancia da utilizacdo de marcadores mitocondriais como ferramentas
para compreender a distribuicdo da variagdo genética de populacdes, o presente estudo
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teve por objetivo caracterizar geneticamente as populacdes de P. platana de diferentes
bacias hidrograficas brasileiras por meio do uso do marcador mitocondrial COIl, bem como
comparar as sequéncias obtidas com as disponiveis em banco de dados, calculando os
valores de distancia genética e estabelecendo relacbes genéticas entre os espécimes
analisados.

2 MATERIAIS E METODOS

Nove exemplares identificados previamente como P. platana foram utilizados, sendo
gue trés foram obtidos da Colecéo Ictiolégica do Nucleo de Pesquisas em Limnologia,
Ictiologia e Aquicultura (Nupélia), coletados na lagoa das Gargas, planicie de inundacgéo do
alto rio Parana (Mato Grosso do Sul) e seis obtidos da Colecéo Ictiologica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sendo cinco de bacias litoraneas dos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina e um da bacia do rio Negro (Uruguai).

Para a extracdo do DNA das amostras de tecido muscular dos espécimes foi utilizado
o kit de extragdo Promega Wizard® Genomics. A regido mitocondrial do gene COlI foi
parcialmente amplificada utilizando o par de primers L6448 e H7152. Os produtos do PCR
foram analisados em gel de agarose 1% e purificados seguindo o protocolo de Rosenthal
et al. (1993). Para a reacao de sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye Terminator. O
sequenciamento foi realizado na ACTGene Analises Moleculares Ltda, utilizando o
sequenciador automatico ABI-3500.

Na analise dos dados, as sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando
0s programas BioEdit e software MEGA 7, respectivamente. As sequéncias desse estudo
foram comparadas com sequéncias do Genbank utilizando a ferramenta BLASTn. O
algoritmo de alinhamento utilizado foi o ClustalW. O melhor modelo de substituicdo
nucleotidica foi selecionado e a distancia Kimura 2-parametros (K2P) entre as espécies
analisadas foi calculada utilizando o MEGA 7. Sequéncias do Genbank de P. platana foram
adicionadas as analises. A sequéncia KJ205205.1, referente a Sprattus sprattus foi utilizado
COmMo grupo externo.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Sequéncias parciais do gene COI, de 555 pb, apés edicdo e alinhamento, foram
obtidas para as nove amostras de P. platana. Cada sequéncia foi analisada na ferramenta
BLASTnN e o percentual de identidade dos espécimes desse estudo variaram de 99,64% a
100% para P. platana. Foi realizado o calculo da distancia genética com o modelo Kimura
2-parametros entre 0s espécimes e os valores obtidos variaram de 0 a 0,4% (Tabela 01). A
analise de sequéncias de COI de mais de mil espécies de peixes confirmou que pares de
sequéncias com divergéncia inferiores a 2% entre si tém grandes chances de os individuos
serem pertencentes a mesma espécie, e a chance de serem congenéricos aumenta para
99% quando a distancia é de menos de 1% (WARD et al., 2009). Segundo a metodologia
de Hebert e colaboradores (2003) e Rossini e colaboradores (2016), valores de distancia
superiores a 2% séo considerados incompativeis para individuos de uma mesma especie.
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Tabela 1: Matriz de distancia genética, calculada a partir do modelo Kimura 2-parametros, utilizando
o marcador COl, entre as amostras de P. platana e do grupo externo S. sprattus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. IN989134.1
2.JX111823.1 o0
. : 02
00 0,0
3. P.platana MS 001 02 00
00 00 0,0
4. P. platana MS 002 02 00 00

00 00 00 00

02 00 00 00

00 00 00 00 00

04 02 02 02 02

00 00 00 00 00 00

04 02 02 02 02 00

00 00 00 00 00 00 00

04 02 02 02 02 00 00

00 00 00 00 00 00 00 00

04 02 02 02 02 04 04 04

00 00 00 00 00 00 00 00 00

04 02 02 02 02 04 04 04 00

00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
11. P. platana Uy 018 04 02 02 02 02 04 04 04 04 04
12. Sprattus sprattus 0,2 02 02 02 02 02 02 02 02 02 0,2
(KJ205205.1) 15 12 12 12 12 09 09 09 09 09 15

5. P. platana MS 026

6. P. platana RS 006

7. P. platana RS 015

8. P.platana RS 016

9. P. platana SC 007

10. P. platana SC 021

4 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo, o marcador mitocondrial COI foi eficiente e possibilitou concluir que
0s espécimes analisados na planicie de inundacao do alto rio Parana podem ser atribuidos
a P. platana. Além disso, o sequenciamento de mais exemplares, de outras bacias
hidrogréaficas, permitird a analise de possiveis novas variacfes genéticas nas populacdes.
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