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Molecular differentiation in fish of the genus Cambeva in tributaries of the Iguacu River
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RESUMO

Nas ultimas décadas, nosso planeta vem sofrendo com a degradacdo do meio ambiente devido a agdes
antropicas. Isso inclui espécies aquaticas de grande importancia para o equilibrio do ecossistema. Muitos
rios j& se encontram extremamente poluidos como ¢é o caso da bacia do rio Iguagu. Esse rio possui espécies
endémicas, ou seja, espécies que, no mundo inteiro so ali s3o encontradas. Dentre essas espécies esta o
género Cambeva que possui uma espécie com status de ameagado de extingdo. Esse trabalho tem como
objetivo estudar a diferenciagdo molecular entre espécies do género Cambeva através do uso de marcadores
moleculares como o gene ITS e D-loop. O rio utilizado para a coleta foi o Jirau Alto localizado no
municipio de Dois Vizinhos e mais cinco riachos situados na cidade de Cascavel- PR. Com os 113
individuos coletados foi realizada extragdo de DNA, e posteriormente serdo amplificados genes ITS e D-
loop. O material amplificado serd sequenciado, editado e alinhado para a determinagdo da proximidade
genética de individuos de diferentes espécies com os dois genes.
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ABSTRACT

In recent decades, our planet has been suffering from the degradation of the environment due to anthropic
actions. This includes aquatic species of great importance for the balance of the ecosystem. Many rivers
are already extremely polluted, as is the case of the Iguacu River basin. This river has endemic species, that
is, species that are only found there in the whole world. Among these species is the genus Cambeva, which
has one species threatened with extinction status. This work aims to study the molecular differentiation
between species of the genus Cambeva through the use of molecular markers such as the ITS and D-loop
genes. The river used for the collection will be the Jirau Alto located in the municipality of Dois Vizinhos
and five other streams located in the city of Cascavel- PR. With the 113 individuals collected, DNA
extraction was performed, and subsequently ITS and D-loop genes will be amplified. The amplified
material will be sequenced, edited and aligned to determine the genetic proximity of individuals of different
species with the two genes.
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Devido ao fato de a populagdo humana ter aumento significativamente nas tltimas décadas, a poluicdo da
agua esta cada vez maior, pois as praticas antrdpicas sejam para fins domésticos, industriais, comerciais ou
agricolas geram residuos, os quais estdo chegando ao leito dos rios, causando graves danos ao meio ambiente.
As consequéncias de cada poluente dependem da sua composi¢ao (PEREIRA, 2004).

Os peixes sdo muito utilizados como bioindicadores para monitorar ambientes aquaticos. O uso desses
animais € eficiente pois além de serem comuns, sdo de facil amostragem e podem ser estudados em laboratorio
(FREITAS; SIQUEIRA-SOUZA, 2009). Existem muitas espécies aquaticas que ainda nem se quer foram
descritas na literatura e uma das principais consequéncias pela polui¢ao dos rios de agua doce ¢ a perda da
biodiversidade (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).

Muitos rios brasileiros possuem espécies endémicas. O rio Iguagu, por exemplo, apresenta uma elevada
taxa de peixes endémicos, aproximadamente 70% ndo sdo encontrados em outra regido do mundo. Isso
significa que extingdes nesse rio ocasionam uma extingdo global (BAUMGARTNER et al., 2012).

Um exemplo de espécie endémica que ¢ classificada como ameagada de extingdo é os Cambeva mboycy,
segundo a portaria de N. 445 do MMA (BRASIL / (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2015). Em virtude
disso, ¢ muito importante estudar a diversidade genética desses animais, pois além de compreendermos a
relacdo entre os individuos e o processo de evolugdo, esses estudos auxiliam na conservacao de espécies ¢
populagdes.

Os Cambeva fazem parte da ordem siluriformes e sdo popularmente conhecidos como bagres.
Recentemente, houve uma realocagdo, alguns individuos do género que antes era alocados como
Trichomycterus foram destinados a um novo género chamado Cambeva (KATZ et al., 2018).

Para conhecermos um pouco mais desse gé€nero, antes que espécies como o Cambeva mboycy sejam
extintas, utiliza-se técnicas moleculares para estudar sua diversidade genética. Para demarcar a regido de
interesse do DNA existem varios marcadores moleculares, sendo utilizados para isolar o gene/locus de
interesse e posteriormente estudar o nivel de relacdo entre as espécies. Marcadores do DNA ribossomal nuclear
vem sendo muito utilizados nos ultimos tempos. Esse DNA esta localizado no ntcleo da célula e € composto
por genes e cada gene encontra-se em uma regido especifica chamada de locus (SANDOVAL, 2011).

Além dos marcadores de DNA ribossomal nuclear, os marcadores de DNA mitocondrial também sdo muito
utilizados, esses por sua vez, possuem duas grandes vantagens. A primeira € o fato de ser haploide, a segunda
¢ que a transmissao é dada pela mae com auséncia da recombinagdo genética. Sua evolugdo é dez vezes mais
acelerada do que em genes nucleares de copia unica. Com uma taxa elevada, permite-se uma maior chance de
serem criados marcadores espécie-especifico, tornando-se uma excelente op¢do para a técnica de DNA
barcoding (TRESBACH et al., 2015).

Esse trabalho tem como objetivo estudar a diferenciacao molecular de espécies do género Cambeva através
do uso de marcadores moleculares como o ITS e D-loop, para entender a sua relacdo genética e a evolucdo
desse género.

2 METODOLOGIA

2.1 Area de estudo
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O estudo ocorreu em um rio localizado na area urbana da cidade de Dois Vizinhos, na qual possui uma
drea de aproximadamente 418 km? e uma populacdo estimada de 40.234 habitantes (IBGE, 2018). Outros
pontos de coleta foram cinco riachos localizados na cidade de Cascavel- PR, sdo eles com suas respectivas
coordenadas: rio Afluente de Quati (25° 0'1.33"S- 53°28'45.86"0), rio Pedregulho do Iguacu (25° 6'7.17"S-
53°18'42.25"0), rio Sdo José (25° 0'43.32"S- 53°19'50.53"0), rio Arquimedes (25° 9'10.25"S
53°16'41.86"0) e rio Bom Retiro (25° 4'48.38"S- 53°24'2.86"0).

2.2 Coleta

A licenca para a coleta desses animais foi cedida através do sistema de atendimento a distancia que permite
aos pesquisadores solicitarem autorizagdes para a coleta de material biologico (SISBIO- N° 62556-1). Esse
projeto passou pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA), descrita na Lei 11.794/2008, visando
o comprometimento da universidade em seguir os procedimentos para pesquisas envolvendo animais (2018-
013/CEUA).

Para coletar as amostras foi utilizado o covo, sendo uma armadilha usada para pescar peixes e caranguejos.
A coleta foi feita todo més desde o més de margo de 2018 no Rio Jirau Alto, no total foram 4 covo que
permaneceram no rio por uma semana, sendo vistoriado todos os dias.

A semana escolhida para colocar o covo no rio ¢ a semana de lua cheia, pois nessa fase a lua tem uma
iluminacdo mais forte, assim os peixes ficam mais ativos, podendo subir para a superficie para se alimentar
havendo maior chance de captura.

Os covos foram colocados dentro do rio em quatro pontos, os pontos escolhidos sdo lugares onde possuem
rochas, pois a espécie alvo sdo individuos que se desenvolvem em rios com bastante rochas. Os covos tém que
ficar totalmente cobertos pela dgua e paralelos a correnteza, para que os peixes consigam entrar com mais
facilidade.

No covo ¢ colocado isca (pao) para capturar os individuos. Os peixes coletados sdo da familia
Trichomycteridae, sendo que os individuos dessa familia sdo dificeis de capturar, pois sdo pequenos e se
camuflam no meio dos restos vegetais presentes na 4gua que acabam entrando no covo. Apds serem capturados
através do covo, sdo submetidos a eutanasia segundo o protocolo aprovado pela CEUA e de acordo com as
normativas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). Os animais foram
posteriormente congelados até a triagem.

Na triagem, as espécies sao identificadas através da chave de identificagdo de Cambeva
(BAUMGARTNER et al., 2012), em seguida, amostras de musculo foram fixados no alcool P.A e feito
duplicatas, ficam guardados em freezer, a temperatura de aproximadamente -2°C. No total foram coletados
113 individuos.

2.3 Extracao de DNA
Para extrair o DNA foi utilizado o kit Promega®. Esse kit de purificagdo do DNA genomico Wizard ¢

dividido em quatro etapas. A primeira etapa consiste na lise das membranas de células e nucleos, a segunda
etapa ocorre digestdo do RNA, na terceira etapa remogdo das proteinas e por ultimo concentracdo do DNA
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gendmico (PROMEGA, 2009). O DNA gendmico sera obtido através do tecido muscular dos peixes, utilizando
o protocolo descrito por (PROMEGA, 2009), ajustado para tecido fixado em etanol.

2.4 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A regido do DNA nuclear onde o gene ITS e a regido do DNA mitocondrial onde o gene D-loop estdo
presentes foi amplificado por meio da Reagao em Cadeia pela Polimerase (PCR). Para PCR foi utilizado o kit
da Qiagen no qual para fazer o Mix utilizamos para um volume de 50 pl, 5 pl da 10x Top Taq (Buffer), 1 pl
de dNTPs, 0,8 de primer especifico para cada regido, 0,25 pl de Top Taq DNA Polimerase, 30,65 pl de 4gua
miliQ para completar a reacdo e 10 do DNA extraido.

Os primes para a regido ITS sdo SBR (5 GTAGGTGAACCTGCAGAAGG) e o JM5 (5
TACCGGCCTCACACCGTCC) e para regido D-loop sdao utilizados os primers H8331 (5°-
AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC-3’) e L9236 (5’- GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC-3").

A mistura foi colocada nos tubos de 0,2 mL no termociclador e a amplificagdo do DNA foi feita através
de desnaturagdo, anelamento e extensdo do DNA, as quais ocorrem ao longo do ciclo. O termociclador foi
programado para os seguintes ciclos: 94°C por 4 minutos, 94°C por 15 segundos, 51°C por 30 segundos, 72°C
por 2 minutos, 72°C por 10 minutos, o qual ocorreu durante 35 ciclos e ao final para ser conservado 4°C por
5 minutos.

2.5 Sequénciamento

Ao final, as amostras serdo purificadas seguindo um protocolo de purificagdo com PEG e em seguida
enviadas para o servigo de sequénciamento especializado.

2.6 Analise

As sequéncias nucleotidicas obtidas serdo editadas e alinhadas manualmente através do bloco de notas
com o programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.1. Para serem analisadas utilizaremos o programa
MEGA 10. As diversidades intraespecificas serdo alcancadas pela média dentre todos os individuos da espécie
estudada, comparada com os bancos de dados genéticos disponiveis para outras espécies de Cambeva.

As arvores filogenéticas serdo construidas pelo algoritmo neighbor-joining (NJ) com suporte de 10.000
bootstrap. O padrao utilizado serd o mesmo proposto por Hebert et al. (2003), ou seja, metodologia padronizada
para analise de DNA barcoding, fundamentada no pressuposto de que o modelo evolutivo € satisfatorio quando
distancias genéticas sdo baixas e o algoritmo é conveniente e rapido em analises de espécies em larga escala
(NEI; KUMAR, 2000).

3  RESULTADOS

Na busca por resultados satisfatorios, diversas tentativas de padronizagdo da PCR foram feitas com varias
variaveis consideraveis, como por exemplo, primers e temperatura de anelamento. Apds diversas tentativas as
condigdes ideais para amplificagdo do material genético com os primers ITS -5
GTAGGTGAACCTGCAGAAGG 3’ e o IM5 -5 TACCGGCCTCACACCGTCC 3’ e para regido D-loop
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H8331 - 5-AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC-3 e L9236 5’- GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC-3’
(Figura 1).

Figura 1- Resultado de PCR
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Fonte: autoria propria (2021)

A figura 1 mostra a amplificagdo do DNA pela PCR, onde o gene ITS apresentou em torno de 400 a
500 pb enquanto o gene D-loop em torno de 900 a 1000 pb. Posteriomente, espera-se realizar a extragdo e PCR
dos 113 individuos coletados, a fim diferenciar geneticamente as espécies do género Cambeva através de
analises moleculares e de uma quantidade significativa de individuos a ponto de separar as espécies de
Cambeva presentes no rio Jirau Alto e em rios da regido de Cascavel, todos afluentes do rio Iguagu.

4 CONCLUSAO

Tendo em vista os aspectos analisados, para obtermos conclugdes mais significativas, ¢ necessario realizar
o sequénciamento das amostras, com o objetivo de identificar esses animais através do uso de marcadores
moleculares e assim contribuir para a manutengdo da vida nesses ambientes aquaticos, visto que € por meio
dela que mantem-se ativa as interagdes entre os seres vivos.

Através da continuidade dessa pesquisa, também sera possivel analisar se a estrutura geomorfologica do
ambiente em que esses individuos se encontram, contribuem para a diferenciacdo genética e o surgimento de
uma alta taxa de endemismo evidenciada nesse estudo.
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