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RESUMO

A familia Loricariidae, da ordem Siluriformes, apresenta desafios taxonémicos
devido a presenca de espécies cripticas, especialmente no género Rineloricaria. O
DNA barcoding, utilizando o marcador mitocondrial COIl, tem se mostrado eficiente
na identificagéo e delimitacao de espécies em grupos complexos. O presente estudo
teve como obijetivo avaliar a diversidade genética de Rineloricaria langei na bacia do
rio lguacu por meio do marcador mitocondrial COI, a fim de investigar sua variagdo
intraespecifica e relacbes interespecificas dentro do género, contribuindo para a
delimitacdo taxonémica e para o entendimento da diversidade criptica no grupo.
Foram coletados 20 individuos no rio Irai, e o DNA foi extraido a partir de figado,
amplificado com primers FishF1 e FR1d, sequenciado e analisado com os
programas BioEdit, MEGA 7 e DnaSP v6. A andlise de diversidade haplotipica
revelou 18 haplétipos, com diversidade haplotipica (Hd) de 0,870 e diversidade
nucleotidica (1) de 0,06329. Entre os individuos estudados, predominaram trés
haplétipos, sendo H1 encontrado em 18 individuos. A distancia genética
intraespecifica em R. langei foi baixa (0,4%), enquanto que a distancia
interespecifica variou de 3,6% (R. parva) a 11,2% (R. pentamaculata), compativel
com valores de espécies distintas em peixes neotropicais. A arvore génica agrupou
os individuos de R. langei em um clado distinto, evidenciando clara separacdo em
relagdo as demais espécies analisadas.

INTRODUGCAO

A familia Loricariidae, pertencente a Siluriformes, estd dividida em sete
subfamilias. Loricariinae, segunda maior em numero de espécies, inclui o género
Rineloricaria (Bleeker, 1862), que reune cerca de 65 espécies descritas,
encontradas desde a América Central até o sul do Brasil e norte da Argentina.

Evidéncias moleculares indicam que Rineloricaria forma um grupo
monofilético; ainda assim, o género apresenta desafios taxonémicos, sobretudo pela
presenca de complexos de espécies e de formas cripticas morfologicamente
semelhantes. Avancgos citogenéticos e moleculares tém contribuido de modo
decisivo para identificar espécies pouco estabelecidas ou cripticas. Entre essas
ferramentas, o DNA barcoding, baseado na sequéncia do gene da subunidade | da
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citocromo c¢ oxidase (CO/), tem sido eficaz na identificacdo e delimitacdo
taxonémica, especialmente em grupos biologicamente complexos, como 0s peixes.
A técnica permite o sequenciamento em multiplos tdxons com um conjunto reduzido
de primers (Pereira et al., 2013). Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a
diversidade genética de Rineloricaria langei na bacia do rio lguagu por meio do
marcador mitocondrial COIl, a fim de investigar sua variacao intraespecifica e
relacoes interespecificas dentro do género, contribuindo para a delimitacao
taxonémica e para o entendimento da diversidade criptica no grupo.

MATERIAIS E METODOS

Um total de 20 individuos, sendo 8 machos e 12 fémeas de R. langei foi
coletado no rio Irai (25°28'49.2" S; 49°06'12.8" W) pertencente a bacia do rio Iguacu,
no municipio de Piraquara, Parana (BR). A determinagédo do sexo dos individuos foi
realizada por inspecao macroscopica.

O DNA foi extraido a partir de amostras de figado utilizando o kit Promega
Wizard® Genomics, seguindo as instrucbes do fabricante. A amplificacdo do
marcador mitocondrial COI foi realizada com os primers FishF121 e FR1d. Os
produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1%, e o tamanho dos
fragmentos foi estimado com base no marcador padrao Ladder 100 pb. As amostras
amplificadas foram purificadas conforme protocolo descrito por Rosenthal et al.
(1993), e 0 sequenciamento foi realizado em uma empresa privada.

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando os programas
BioEdit 7 e MEGA 7, respectivamente. Sequéncias de Rineloricaria disponiveis em
bancos de dados foram utilizadas para comparacao. O alinhamento foi realizado
empregando o algoritmo Clustal W. Os indices de diversidade nucleotidica e
haplotipica foram calculados utilizando o programa DnaSP v6. Por fim, valores de
distancia genética p e uma arvore de maxima verossimilhanga, baseada em 1.000
reamostragens de bootstrap, foi construida com o MEGA 7. O acesso ao patriménio
genético dos espécimes foi concedido pelo Sistema Nacional de Gestdao do
Patriménio Genético (SISGEN, registro A569863).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de diversidade haplotipica revelou 18 haplétipos, com uma
diversidade haplotipica (Hd) de 0,870. Foram identificados 123 sitios polimérficos (S)
e a diversidade nucleotidica (1) foi de 0,06329. Entre os individuos deste estudo,
foram encontrados trés haplétipos distintos: H1 (n = 18), H2 (n = 1) e H3 (n = 1),
indicando predominancia do haplétipo H1 na populacdo analisada. Quando
consideradas todas as sequéncias incluidas na analise, os haplétipos mais
frequentes foram H1 (n = 18), H8 (n = 5) e H9 (n = 5), conforme resultados obtidos
no DnaSP.

A andlise das sequéncias do marcador mitocondrial COI revelou baixa
divergéncia genética entre os individuos de R. langei analisados neste estudo, com
valores de distancia genética maxima de 0,4%. Em relacdo a R. langei e outras
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espécies do género, os valores de distancia p variaram de 3,6% (R. parva) a 11,2%
(R. pentamaculata). Esses valores sdo compativeis aos encontrados entre espécies
distintas de peixes neotropicais, corroborando estudos que consideram divergéncias
superiores a 2% como indicativas de diferenciacao especifica (Hebert et al., 2003).
Resultados semelhantes foram obtidos por Cius et al (2017), que relataram
divergéncia intraespecifica superior a 3% em Rineloricaria aff. langei, associada a
diferencas cariotipicas, sugerindo a ocorréncia de linhagens cripticas.

A éarvore génica resultou na formacéao de dois grandes grupos (Figura 1). O
primeiro incluiu individuos de R. parva, R. nudipectoris, R. nigricauda e R. latirostris.
Ja o segundo grupo, foi formado pelos espécimes de R. langei deste estudo,
juntamente com sequéncias de R. zawadzkii, um exemplar de R. parva, R.
paraibensis e R. pentamaculata.
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Figura 1 — Arvore génica construida com sequéncias do marcador CO/ de Rineloricaria, utilizando o
método de méxima verossimilhanca com 1000 reamostragens de bootstrap. Pseudoloricaria
laeviuscula foi utilizado como grupo externo.
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CONCLUSOES

O marcador mitocondrial COl demonstrou eficiéncia na diferenciacdo de R. langei
em relacdo a outras espécies do género. Assim, a arvore génica evidenciou uma
clara delimitacdo e separacao dessa espécie, reforcando o potencial do COl como
ferramenta para a delimitacéo de taxons em Rineloricaria.
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