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RESUMO

REIS, Dinaiza Abadia Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de
2016. Estudos citogenético-moleculares em espécies do género Hypostomus
(Teleostei, Loricariidae) Orientadora: Karine Frehner Kavalco. Coorientadores:
Rubens Pazza e Mdnica Sonia Rodriguez.

Loricariidae € uma familia encontrada exclusivamente em regido Neotropical e possui
representantes conhecidos como cascudos. E classificada em sete subfamilias, das quais
Hypostominae apresenta o maior numero de estudos citogenéticos. Nas subfamilias, o
cariotipo e o numero diploide apresentam tendéncias evolutivas diferentes, ao contrario
dos fendtipos de RONs, que sdo caracteristicas cromossémicas compartilhadas. O
género Hypostomus é considerado um grupo parafilético, sé diagnosticavel por
simplesiomorfias. H. ancistroides apresenta distribuicdo natural nas bacias do rio Tieté,
do rio Ribeira de Iguape e do Alto rio Parana. H& indicios que o tadxon H. ancistroides
represente um complexo de espécies nesta regido, pois analises morfologicas prévias
revelam diferentes morfotipos em diferentes bacias de sua area de distribuicdo. O
objetivo geral do trabalho foi resgatar as relacbes evolutivas entre populacdes de
Hypostomus spp. distribuidas na bacia do Alto rio RaRara isso, foram definidos os
complementos cromossémicos de cinco populacBes alopéatricas de H. ancistroides
utilizando citogenética classica e molecular e foram inferidas arvores filogenéticas para
algumas espécies de Hypostomus. H. aff. ancistroides de S&o Miguel Arcanjo € uma
nova espécie do complexo de espécies. Esta ideia é corroborada pela reducdo do niumero
diploide apresentado com consequente isolamento reprodutivo, pela existéncia de um
sistema cromossémico sexual e pelo monofiletismo em relacéo as outras populacfes de
H. ancistroides. Populacdes de H. ancistroides apresentam polimorfismos na formula
cariotipica, Ag-RONs e rDNA 58S, reforgando a ideia deste ser um grupo complexo.
Além disso, foi possivel identificar a dispersdo como mecanismo de evolucao para esta
espécie com basem rDNA 5S, que é um potencial marcador populacional. Existem
pelo menos dois grandes grupos dentro do género Hypostomus, corroborados por dados
morfolégicos, cariotipicos e moleculares. As analises filogenéticas realizadas
conseguiram validar as simplesiomorfias cromossomicas encontradas entre as especies.
Assim, por se tratar de um grupo recente e muito diverso, as espécies de Hypostomus

necessitam de mais estudos para compreenséo de sua diversidade e evolugéo.



ABSTRACT
REIS, Dinaiza Abadia Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Frebruary, 2016.
Cytogenetic-molecular studies in the species of genus Hypostomus (Teleostei,
Loricariidae). Adviser: Karine Frehner Kavalco. Co-advisers: Rubens Pazza and
Ménica Sonia Rodriguez.
Loricariidae is a family found exclusively in the Neotropics and has representatives
known as cascudos. Is classified into seven subfamilies, including Hypostominae, which
has the highest number of cytogenetic studies. In the subfamilies, the karyotype and
diploid number have different evolutionary trends, unlike the NOR phenotypes, which
have shared chromosomal characteristics. The Hypostomus genus is considered a
paraphyletic group, and is only diagnosable by symplesiomorphy. H. ancistroides has a
natural distribution in the basins of the Tieté river, Ribeira de Iguape river and the
Upper Parana river. There is evidence that the H. ancistroides taxon represents a species
complex in this region because previous morphological analysis eevddferent
morphotypes in different basins of their range. The objective of this work was to rescue
the evolutionary relationships among populations of Hypostomus spp. distributed in the
basins of the Upper Parand river. For this, chromosomal complements of five allopatric
populations of H. ancistroides were defined using classical and molecular cytogenetics,
and phylogenetic trees were inferred for some species of Hypostomus. The population
of H. aff. ancistroides of the Sdo Miguel Arcanjo is a new species of this complex. This
idea is supported by the reduction of the diploid number presented with consequent
reproductive isolation, the existence of a sex chromosome system and the
monophyletism in relation to other populations téf ancistroides. H. ancistroides
populations showed polymorphisms in the karyotype formula, Ag-NORs and 5S rDNA,
reinforcing the idea of this being a complex group. Moreover, the dispersion was
identified as the mechanism of evolution for this species based on 5S rDNA, which is a
potential population marker. There are at least two larger groups within the genus
Hypostomus, which is supported by morphology, karyotype and molecular data.
Phylogenetic analysis was able to validate the chromosomal symplesiomorphy found
between species. Thus, because it is a recent and very diverse group, species

Hypostomus need more studies to understand their diversity and evolution.



1. INTRODUCAO GERAL

Peixes sdo excelentes modelos para estudos de diversidade e evolugéo, pois além
de representarem 50% de todos os vertebrados (Nelson, 2006), ocupam uma posi¢ao
basal na filogenia dos Vertebrata (Pough et al., 2008). A Regido Neotropical abriga a
maior biodiversidade destes organismos (Lowe-McConnell, 1999hpreendendo
aproximadamente 71 familias e 4.475 espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2016)

caracterizadas por alto grau de endemismo (Reis et al., 2003).

1.1. Bacia do rio Parana

Na América do Sul, o rio Parana é o segundo maior em extensao e o principal da
bacia da Prata. Percorre 3.809 km desde sua nascente, na Serra da Mata da Corda (MG),
até desembocar no rio da Prata (Lowe-McConeell, 1999). Em territorio brasileiro
encontra-se seu trecho Superior (rio Paranaiba), Alto (da confluéncia dos rios Paranaiba
e Grande até as antigas Sete Quedas) e parte do Médio (das antigas Sete Quedas até a
foz do rio Iguacu) (Paiva Filho, 1982).

A bacia do Alto rio Parana (Figura 1) drena aproximadamente 900.000 km?2
incluindo os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso do Sul e Goias
(Souza Filho e Stevaux, 1997). Este sistema abriga grandes tributarios, como 0s rios
Paranaiba, Grande, Tieté e Paranapanema (Castro et al., 2003).

A configuragdo geoldgica atual desta bacia € proveniente de um soerguimento de
terras que resultou na formacao da Serra do Mar, e este acontecimento teria separado 0s
rios das bacias costeiras - cujos cursos drenam diretamente para o Oceano Atlantico -,
dos rios que drenam para o interior do continente (Oyakawa et al., 2006). Dessa forma,
€ observado um evidente endemismo de peixes na bacia do rio Parana (Castro et al.
2005).

Segundo Castro e Menezes (1998) apud Casatti et al. (2001), grande parte da
ictiofauna existente ¢ “composta por espécies de pequeno porte (menos de 15 cm de
comprimento), que habitam pequenos riachos de cabeceiras, apresentando elevado grau
de endemismo, distribuicdo geogréfica restrita, sem valor comercial e dependentes da
vegetacao riparias para alimentacdo, reproducdo e abrigo, havendo ainda muito o que

ser explorado nestes ambientes”. Entretanto, com a intensa degradacdo ambiental ha o



risco da biodiversidade dessa bacia nunca ser corretamente estimada, pois a maioria de

seus ambientes naturais j4 ndo existe (Menezes, 1996).
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Figura 1. Bacia hidrografica do Alto rio Parand demonstrando seus principais

tributarios. Retirado de Lowe-McConnell, 1999.

1.2. Familia Loricariidae: diversidade e classificacéo

A ordem Siluriformes comp®e um grupo diverso, possuindo 39 familias e mais de
5.199 espécies nomeadas, das quais 3.707 sao consideradas validas (Eschmeyer e Fong,
2016).

Segundo Nelson (2006), a familia Loricariidae € a maior dentre os Siluriformes e
uma das maiores dentre todas as familias de peixes do mundo, contabilizando 919

espécies validas (Eschmeyer e Fong, 20Hxta diversidade ocasiona muitos



problemas na identificacdo e novas espécies sao descritas frequentemente (Tan e
Armbruster, 2012; Martins et al., 2013; Roxo et al., 2013, Zawadzki e Hollanda
Carvalho, 2014). Em funcéo disso, € considerada uma das familias de peixes mais
complexas do ponto de vista taxondmico. Seus representantes, conhecidos
popularmente como cascudos, sdo encontrados em regido Neotropical, da Costa Rica a
Argentina (Reis et al., 2003).

Além de sua grande riqueza e diversidade, loricariideos possuem ampla
distribuicdo geografica e exibem tolerancias ecoldgicas (Langeani, 1990; Sabaj et al.
1999), com muitas espécies habitando ambientes extremos, e outras altamente
endémicas ocupando pequenas areas geograficas (Bizerril, 1994; Ribeiro, 2006).

Armbruster (2004) relata em seus estudos que a taxonomia dentro de Loricariidae
ainda ndo é resolvida, o que causa conflito na classificacdo de suas subfamilias. Em
1987, Schaefer reconheceu dentro de Loricariidae seis subfamilias: Lithogeneinae,
Neoplecostominae, Hypoptomatinae, Loricariinae, Ancistrinae e Hypostominae. Em um
amplo estudo acerca dos loricariideos, focado principalmente em Hypostominae e
Ancistrinae, Armbruster (2004) descobriu que esta ultima subfamilia €, na verdade,
parte de Hypostominae e propds sua classificacdo como tribo Ancistrini. Uma sexta
subfamilia, Delturinae, foi descrita por Reis et al. (2006) com apenas dois géneros,
Delturuse Hemipsilichthys.

Chiachio et al. (2008) propbés uma sétima subfamilia, Otothyrinae, a montagem da
antiga tribo Otothyrini, e mantendo Hypoptopomatinae composta apenas por membros
da antiga tribo Hypoptopomatini. Apesar de Cramer et al. (2011) refutar tal tentativa de
elevar este grupo a subfamilia, alegando esta ser parafilética, Roxo et al. (2014) mostra
o monofiletismo de Otothyrinae, além de evidenciar que Neoplecostominae esta mais
relacionada com Otothyrinae do que com Hypoptopomatinae.

Quanto ao caribtipo e ao numero diploide, as subfamilias apresentam tendéncias
evolutivas diferentes, ao contrario dos fenoétipos de Regides Organizadoras de Nucléolo
(RONs), que séo caracteristicas cromossOmicas compartilhadas, podendo indicar
ancestralidade comum ou como sendo um carater homoplasico (Kavalco et al., 2004
2005.



1.3. Subfamilia Hypostominae

A subfamilia Hypostominae é composta por pelo menos 40 géneros (Lujan et al.
2015) e 538 espécies nominais, das quais 464 sado consideradas validas (Eschmeyer e
Fong, 2016). E a subfamilia com maior nimero de estudos citogenéticos, além de ser
considerada um grupo complexo, com numero diploide variando de 2n = 38 em
Ancistrus sp. (Alves et al., 2003) a 2n = 84 em Hypostomus sp. (Cereali et al., 2008).
Armbruster (2004) reconheceu cinco tribos monofiléticas em Hypostominae:
Corymbophanini, Rhinelepini, Pteroplichthyni, Ancistrini e Hypostomini.

As espécies desta subfamilia apresentam grande variacdo na morfologia externa e
coloracdo, sendo relativamente poucos os caracteres diagnésticos (Oyakawa et al.,
2005; Zawadzki et al., 2008a). Esta variacdo morfologica, juntamente com a alta
riqueza de espécies, representa um desafio para os esforcos que visam esclarecer
fronteiras entre as espécies (Zawadzki et al., 2012).

Em Hypostominae, o género Hypostomus Lacépede (1803) é o que apresenta
maior nimero de espécies cariotipadas e, segundo Britski (1972), este é o género de
cascudos mais dominantes nos rios do Brasil. E considerado um grupo parafilético
(Armbruster, 2004) e s6 diagnosticavel por simplesiomorfias (Zawadzki et al., 2012).
Este género compreende cerca de 132 espécies validas (Zawadzki e Hollanda Carvalho,
2014; Zawadzki et al., 2014) e o numero diploide varia de 2n = 52 em H. emarginatus
(Artoni e Bertollo, 2001) a 2n = 84 em Hypostomus sp. 2 do rio Perdido (Cereali et al.,
2008), com 2n = 72 sendo o0 mais comumente encontrado. Artoni e Bertollo (1996,
200]) observaram a relacao inversa entre numero diploide e nimero de cromossomos
com dois bragos, sugerindo que rearranjos cromossémicos, como fissdes céntricas e
inversdes pericéntricas, desempenham um papel importante na evolugéo cariotipica dos
Hypostominae.

As espécies do género Hypostomus ocorrem numa vasta gama de habitats, dos
lagos de varzea a rapidos corregos de montanhas (Burgess, 1989), e exibem estratégias
reprodutivas, como o macho cuidando de ovos e larvas dentro de algum tipo de
cavidade ou ninho (Suzuki et al., 2000). Aléem disso, a sua boca sugadora permite que se
alimentem de algas e detritos, um recurso abundante na regido Neotropical né&o
disponivel para a grande maioria dos peixes (Zawadzki et al., 2012). Sdo ativos
principalmente apds o pér do sol, permanecendo durante o dia sob rochas ou troncos
submersos (Weber, 2003).



Hypostomus ancistroides lhering (1911) (Figura 2) apresenta distribuicdo natural
nas bacias do rio Tieté, do rio Ribeira de Iguape e do Alto rio Parana (Eschmeyer e
Fong, 2016), com localidade tipo no rio Tatuhy, afluente do lado esquerdo do rio
Sorocaba, rio Piracicaba, estado de Sao Paulo (Reis et al., 2003). S&o estritamente
herbivoros, encontrados principalmente em trechos de igarapés (Casatti et al., 2001).

Esta espécie apresenta grande numero de polimorfismos relacionados a formulas
cariotipicas, padrédo de coloracao e forma do corpo (Endo et al., 2012), o que a torna um
potencial complexo de espécies e excelente modelo de organismo para estudos de

diversidade e evolucéo.

Figura 2. Representante de Hypostomus ancistroides (LIRP 2716, 55,2 cm de

comprimento padrao). Retirado de Casatti et al. (2005).

1.4. Cromossomos sexuais em peixes

Oliveira et al. (2015) relatam que apenas em 5,9% das espécies estudadas de
peixes da regido Neotropical foram encontrados cromossomos sexuais. Estes
Cromossomos sexuais encontrados abrangem tanto sistemas simples quanto sistemas
sexuais multiplos.

Segundo Cioffi et al. (2012), cromossomos sexuais e sua diferenciacdo séo alguns
dos temais mais interessantes da genética evolutiva, e este fenbmeno é frequentemente
associado a acumulacdo de heterocromatina nos cromossomos sexuais (Nanda et al.,
2000; Kondo et al., 2004; Marchal et al., 2004; Peichel et al., 2004; Kejnovsky et al.,
2009; Cioffie Bertollo, 201Q apud Cioffi et al., 2012

Em espécies com sistemas cromossomicos sexuais heteromorficos, existe

diferenca cariotipica entre os sexos e o cromossomo especifico para o sexo (W ou Y, de



sistemas simples ZZ/ZW ou XX/XY, por exemplo), normalmente sdo menores,
degenerados e interiramente heterocromaticos (Cioffi et al., 2012) quando comparados
com 0s outros cromossomos do sistema sexual.

A grande diversidade da familia Loricariidae inclui diversos desses sistemas.
Apesar de terem sido considerados eventos isolados no grupo, ja foram observados
sistemas XX/X0, XX/XY, ZZIZW, XXIXY1Y, e Z1Z,1Z,Z,1Z1Z,\WW, (Michelle et al.,

1977; Andreata et al., 1992, 1993; Scavone e Julio Jr., 1995; Artoni et al., 1998; Alves
et al., 2006; de Oliveira et al., 2007, 2010).

1.5. Marcadores cromossdmicos

O uso de marcadores cromossdmicos no estudo de peixes permite caracterizar e
relacionar grupos por meio da comparacdo de padroes de bandas em cromossomos
mitéticos, o que pode fornce informagBes sobre estrutura cromossémica eucaridtica
(Moraes, 2007) e relagfes evolutivas, filogenéticas e taxondmicas entre tais grupos.

A maioria dos estudos em citotaxonomia de peixes tém utilizado técnicas de
citogenética convencional, como coloracdo com Giemsa. A visualizacdo dos
cromossomos mitéticos a partir desta técnica permite a determinagcdo do numero
diploide e da constituicdo cariotipica das espécies, o que possibilita comparacdes intra e
interespecificas.

O bandamento C (ou deteccdo de regibes de heterocromatina constitutiva)
consiste em remover as regides eucromaticas do DNA apos tratamento com acido, base
e solucdo salina, permanecendo praticamente intactas as regides heterocrométicas
(Sumner, 1972). Ao constrario da eucromatina, que é composta pela maioria dos gene
estruturais e sequéncias de DNA de copia Unica, a heterocromatina é caracterizada pela
auséncia de atividade génica, pelo grande grau de condensacdo e pela presenca de
sequéncias altamente repetidas (Guerra, 1988). Embora alguns estudos demonstrem que
regibes de heterocromatina tém papel importante no comportamento cromossémico
(Wallrath, 1998), ainda ndo é bem determinada a funcéo dessas sequéncias.

Outra técnica utilizada é a deteccdo de Regifes Organizadoras de Nucléolo
(RONSs), que pode ser realizada de forma e rapida pela impregnacéo e nitrato de prata
(AgNO3). Esta metodologia € considerada indireta porque o nitrato de prata se liga a
uma proteina ndo-histona acida presente nas RONs ativas durante a interfase, e ndo ao
rDNA propriamente dito (Miller et al., 1976; Nirchio e Oliveira, 2006). Apesar disso, a
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determinacdo destes sitios, que podem ser simples ou multiplos, sdo importantes
marcadores cromossdmicos pois sua localizacdo e numero de sitios podem ser
caracteristicos de populagdes e espétiasrénco et al., 1998

Também sao utilizadas técnicas com fluorocromos base-especificos, como por
exemplo Cromomicina A(CMA;3) e 4’6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que permitem
identificar regides ricas em GC e AT, respectivamente. Grandes quantidades de pares de
bases GC sdo encontradas em espacadores de genes ribossomais (Amemiya e Gold,
1986), 0 que possibilita a utilizacdo de CMpara deteccdo de RONs independente de
sua atividade transcricional (Phillips e Reed, 1996). Apesar disso, ha casos em que este
fluorocromo demonstra sitios adicionais e que ndo estdo associados a rDNA, criando
falsos positivos (Galetti Jr. e Martins, 2004, Phillips e Reed,)1996

Além destas técnicas que sdo consideradas classicas, a citogenética se uniu a
manipulacdo de DNA- citogenética molecular -, permitindo a detec¢do de sequéncias
de DNA especificas nos cromossomos (Artoni et al., 2000). A Hibridacdo Fluorescente
in situ (FISH) é uma técnica refinada que permite a localizacao fisica nos cromossomos
de sequéncias de DNA conhecidas. Consiste na inser¢cdo de sondas de DNA ou RNA no
DNA da espécie estudada, que possui uma sequéncia complementar de nucleotideos
desta sonda utilizada, e que sera visualizada posteriormente com corante fluorescente
(Guerra, 2004). Algumas das sondas mais usadas nos estudos sao constituidas de DNA
ribossomais (rDNA), tornando-se importantes ferramentas no mapeamento fisico

cromossomico (Sczepanski, 2008

1.6. DNA mitocondrial

A andlise da similaridade de sequéncias nucleotidicas pode ser utilizada em
estudos genéticos da biologia de populacbes e em estudos de real¢des evolutivas. Os
dados obtidos a partir de sequenciamento de genes mitocondriais ou nucleares permitem
a visualizacao de diferencas moleculares com alta resolugcao (Avise, 2004) e podem ser
aplicados em diversos tipos de analises, a depender do tdxon estudado.

O DNA mitocondrial (mtDNA) codifica praticamente as mesmas proteinas, apesar
de possui organizacOes génicas distintas, de organismos como a levedura até animais
como os mamiferos (Boore, 1999). O mtDNA apresenta-se como uma molécula
circular, fechada e com conteido génico conservado (Billington e Hebert, £991).
pequena, com cerca de 14.000 a 26.000 pares de bases e apresenta regides interagéncias
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pequenas ou ausentes, e auséncia de introns, pseudogenes e elementos transponiveis
(Moritz et al., 1987)

Algumas vantagens tornam o genoma mitocondrial instrumento para estudos
genéticos e evolutivos, como: heranca predominantemente materna, genoma compacto
com estrutura e organizacao simples, alta taxa de evolucdo e auséncia de recombinacéo
(Lewin, 1994). Uma outra vantagem sobre o genoma nuclear € o grande numero de
copias de moléculas por célula 31® 1d), o que facilita a técnica de isolamento e

extracao (Pereira, 2000

1.7. Citogenética e biologia molecular

Os primeiros trabalhos citogenéticos tinham por interesse descobrir quais genes
gque os cromossomos continham (White, 1954). Atualmente, o interesse estd nas
relacdes evolutivas, filogenéticas e taxonémicas dos grupos, isso porque em quase todas
as populagbes naturais ocorre polimorfismo cromossomico, sendo este adaptativo ao
permitir que a populagéo responda geneticamente de forma mais eficiente as mudancgas
ambientais (White, 1973; John e Lewis, 1979; Pazza, 2005).

A associacao entre as abordagens consideradas classicas e moleculares, € a mais
usada nos estudos cromossémicos atuais. I1sso é possivel pois sondas obtidas a partir de
uma espécie podem ser hibridizadas nos cromossomos de outras espécies, permitindo a
deteccédo de regides homedlogas (cross-FISH) e conservadas entre as espécies. Além de
trabalhos abordando aspectos morfolégicos e citogenéticos, estudos moleculares usando
DNA mitocondrial (mtDNA) estdo sendo cada vez mais utilizados para identificar
espécies e auxiliar na determinacdo das relacdes filogenéticas entre membros deste
grupo (Zawadzki et al., 2008b).

A genética de populagBes juntamente com a filogeografia tém sido muito
utilizadas em estudos que buscam correlacionar historia evolutiva e padrbes
biogeograficos (Hickerson et al., 2010), o que pode auxiliar na taxonomia de varias
espécies associadas (Hollanda Carvalho et al., 2015). A citogenética também pode
contribuir para identificacdo e relacdo de espécies, como apresentado em Hoplias
malabaricus (Bertollo etla 1986). Em Siluriformes, Garcia (2009) com base em
estudos cariotipicos demonstra que a espécie Rhamdia quelen trata-se na verdade de um

complexo de espécies nao diagnosticavel com dados morfologicos.



Assim, a citotaxonomia aliada aos avancos da biologia molecular sao
potencialmente muito Uteis na identificacdo de peixes e nos estudos evolutivos de
espécies e de populacdes, constituindo ferramentas importantes em genética e biologia

animal.



1.8. Objetivos

O objetivo geral do trabalho foi resgatar as relacdes evolutivas entre populacdes
de Hypostomus spp. distribuidas nas bacias dos rios Paranaiba, Grande, Tieté e
Paranapanema, através do estudo de sua organizacgédo cariotipica e do sequenciamento de
parte de seu genoma mitocondrial. Para isso, foram definidos os complementos
cromossomicos, utilizando técnicas citogenéticas classicas e moleculares, de cinco
populacdes do complexo de espécies Hypostomus ancistroides: Sdo Miguel Arcanjo
(Capitulo 1), Araras, Botucatu, Indaiatuba e Terra Roxa (Capitulo 2), pertencentes as
bacias dos ri® Grande, Tieté e Paranapanema. Além disso, foi feita a correlacdo de
dados citogenéticos e da filogenia molecular, a fim de compreender um pouco mais

sobre a histéria evolutiva deste grupo (Capitulo 3).
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2. METODOLOGIAS E PROTOCOLOS

2.1. Técnica alternativa para preparacdes cromossomicas em peixes (HANKS)(Gold
et al., 1990)

1.

Retirar o rim e coloca-lo em uma cuba de vidro contendo 8mL de solucdo
modificada de Hanks (ou meio 1640 ou TC199, com ou sem soro fetal bovino).
Dissociar o material, com auxilio de uma pinca de dissec¢édo e de uma seringa de
vidro desprovida de agulha.

Adicionar uma ou quatro gotas de colchicina a 0,0125%.

Incubar em estufa a 3B7°C por cerca de 25 minutos.

Ressuspender o material, utilizando uma pipeta Pasteur, e centrifuga-lo, por 10
minutos, a 900 rpm.

Remover o sobrenadante, com uma pipeta Pasteur, e acrescentar solu¢ao hipotonica
de KCl a 0,075M (10-12 mL).

Ressuspender o material e incuba-lo, por aproximadamente 25 minutos, em estufa a
36-370 C.

A partir deste passo, o material é trabalhado segundo os procedimentos de fixacdo

da técnica de “air-drying”.

HANK'S:
Solugéao A

e 8gde NaCl

e 0,4 gde KCI

e 0,047 g de NAHPO, ou

e 0,0898 g de Na2HPLYH,O ou
e 0,12 g de NgHPO,.12H,0

e 0,06 g de KHPOy

e 100 mL de 4gua destilada.

Solugéo B:

e 0,14 g de CaGl
e 0,2 gde MgSQ7H,0
e 100 mL de agua destilada.
11



Solucéo de Vermelho Fenol:
e 0,14 g de vermelho fenol
e 0,2gdeNaOHO,1N
e 100 mL de agua destilada

Misturar as solucdes A e B juntamente, com 0,35 g de bicarbonato de sodio, 1 g de
dextrose e 2 mL de vermelho fenol. Completar com agua bidestilada até 1 litro. Deve
ficar com uma coloracdo vermelha. Armazenar em frasco ambarG @OBS: a

solucéo de vermelho fenol deve ser armazenada no freezer).

2.2. Deteccéao da heterocromatina constitutiva (Banda-C) (Sumner, 1972)

1. Tratar o material preparado, segundo a técnica descrita para Cromossomos
mitéticos, com HCI 0,2N a temperatura ambiente durante 15 minutos.

2. Lavar alamina em agua corrente e deixar secar ao ar.

Colocar a lamina em solucdo aquosa de hidroxido de béario (Ba(OHR2S%o,
recém-preparada e filtrada, 8@2durante 1,5 minutos.

4. Para interromper a acao da solucdo de hidroxido de bario e evitar precipitacao,
submergir rapidamente a lamina em solucédo de HCI 0,2N, lavar em agua corrente e
deixar secar ao ar.

5. Colocar a lamina em solucéo salina 2xSSC°& éluirante 25 minutos.

6. Lavar alamina em agua corrente e secar ao ar.

7. Corar com solucédo de Giemsa diluida a 5% em tampéao fosfato (pH=6,8), durante 5

minutos.

Acido Cloridrico - HCI 0,2 N:
e 16,6 mL de HCI

e (.S.p. 1 litro de 4gua destilada
Colocar 900 mL de agua destilada em uma proveta ou Erlenmeyer e deixar o acido

escorrer lentamente pela parede do frasco. Completar para 1 litro. OBS: nunca diluir a

agua no acido.

12



Hidroxido De Bario (5%)
e 2,59de Ba(OH) 8H,0O
e (.S.p. 50 mL de agua destilada

Diluir o hidréxido de bario em um frasco e filtrar. A solucdo sera supersaturada. Deixar

em banho-maria a 42° C.

Solucéo de 2xSSC
e 17,53 g de NaCl
e 8,82 g de NglsHs07.2H,0 (citrato de sddio cristalino)
e (.S.p. 800 mL de &gua destilada

Dissolver tudo e acertar o pH 7,0 com NaOH 10 N (se estiver acido) ou com HCI 1 N
(se estiver basico). Completar com agua destilada para um volume de 1000mL. Guardar

em frasco ambar.

2.3.Ag-RONs de micoondas (Kavalco e Pazza, 2004)

1. Pingar em duas regides centrais de uma lamina, preparada anteriormente conforme
a técnica adotada para cromossomos mitéticos, 4 gotas de solucdo aquosa de
gelatina a 1% (acrescida de acido formico na proporcdo de 1mL para cada 100mL
de solucdo) mantida em frasco escuro e em geladeira. Pode-se utilizar gelatina
comercial sem sabor e incolor.

2. Adicionar, sobre as gotas anteriores, 2 gotas de solugcdo aquosa de nitrato de prata a
25% mantida em frasco escuro e em geladeira. Cobrir com uma laminula.

3. Incubar em microondas dentro de um suporte (duas placas de petri, suspendendo a
lamina), por um periodo de aproximadamente 5 a 8 segundos, até se escutar um
estalo da laminula.

4. Lavar em agua destilada, possibilitando que a laminula seja retirada pela propria
agua. Corar com Giemsa a 5% diluido em tampé&o fosfato (pH=6,8), durante 20 a 30

segundos, e lavar em agua corrente.

Gelatina 1%
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e 0,5 g de gelatina em pé sem sabor
e 50 mL de agua destilada

e 0,5 mL de acido formico

Levar a gelatina e dgua ao microondas e aquecer até completa dissolvicdo. Esperar
chegar a temperatura ambiente e acrescentar o acido férmico. Guardar em frasco ambar
afcC.

Nitrato de Prata 25%
e 0,25 gde AgN®@

e 1 mL de 4gua destilada

Diluir o nitrato de prata e filtrar com papel filtro. Guardar em um frasco envolto em

papel aluminio e guardar 4@.

2.4. Dupla coloragcdo CMA/DAPI (Sola et al., 1982, com modificacdes)

1. Adicionar em uma cubeta de plastico 50 mL de tampdo Mcllvaine + 150 pL de
DAPI (cubeta 1).
Adicionar em outra cubeta de plastico 50 mL de tampéao Mcllvaine (cubeta 2).

3. Lavar as laminas em tampao Mcllvaine (cubeta 2) por 15 minutos. Deixar secar ao
ar.

4. Adicionar 100 pL de CMA em cada lamina e cobrir com laminula. Levar em
camara escura por 60 minutos 37°C.

5. Lavar as laminas em tampdo + DAPI (cubeta 1) apenas para retirar laminulas.
Posteriormente lavar em jato de agua.

6. Lavar as laminas em tampé&o (cubeta 2) por 10 minutos. Deixar secar ao ar.

7. Lavar as laminas em tampéo + DAPI (cubeta 1) por 30 minutos.

8. Retirar as laminas e rapidamente lava-las em tampao (cubeta 2) por 5 minutos.
Deixar secar ao ar.

9. Montar cada lamina com 25 pL de antifade e cobrir com laminula.

10. Armazenar as laminas em local escuro a 4°C.
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2.5. Hibridac&o Fluorescente in situ (Pinkel et al., 1985; Hamkalo e Elgin, 1991)

Marcacao da Sonda de DNA: Preparo de 8 a 10 lamina;

Com Biotina (Kit Bionick Labeling SystemInvitrogen):

1.

© © N O

Pipetar em um tubo de 1,5 mL no gelo (caso use termociclador, use tubo de 0,2
mL):

e Adicionar 5 pL de dNTP mix 10x.

e Adicionar L (1 ng) de DNA.

e Adicionar ___ uL de 4gua destilada (g.s.p. 45 uL).

e Adicionar 5 pL de Enzima mix 10x.

Fechar o tubo e centrifugar rapidamente (spin 15000g).

Incubar a 16°C por uma hora (para sondas pequenas, o tempo de incubacao pode ser
de até duas horas).

Adicionar 5 pL de Stop Buffer;

Precipitar o DNA com acetato de sodio 3M (5 pL) e etanol absoluto gelado (110
pL). Misturar invertendo o tubo. Levar a freezer -20°C por duas horas ou overnight.
Centrifugar a 150009 por 10 minutos.

Cuidadosamente, remover o sobrenadante e secar o pellet.

Ressuspender o pellet em 50 puL de agua destilada;

Repetir os passos 5 e 6.

. Ressuspender em 80 pL de TE (10 mM Tris-HCI (pH #3) mM EDTA) e

armazenar a -20°C. Caso a sonda seja utilizada no mesmo dia, pode-se usar agua

destilada (do proprio kit).

Preparacao das laminas

Tratamento com RNAse

1.

2.
3.

Todas as lavragens devem ser feitas sob agita

Incubar as laminas em 90 pL de RNAse 0,4% p®plucdo de RNAse para
laminas:
2xXSSC, por uma hora, em camara umida a 37°C]|

~ . ¢ 3,2 pL RNAse 10mg/mL
Lavar trés vezes em 2xSSC por 5 minutos cada. | , 7968 L 2xSSC

Lavar durante 5 minutos em PBS 1x, em temperatura ambiente.
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Solucdo de 20xSSC:

e 175,3 g de cloreto de sédio (NaCl);

882 g de ccitrato de @ sodif
(Na3C6H507.2H20)

e agua destilada gsp 800 mL;

Dissolver os sais e acertar o pH 7,

Completar com agua destilada para 1
volume de 1000 mL.

Tampao PBS 10x:

¢ 8 g de cloreto de sédio (NaCl);

0,2 g de cloreto de potassio (KCI);

e 1,15 g de fosfato de sédio (MPO,) ou
2,17 g de NgHP O,.7H,0;

0,2 g de KHPOy;

agua

destilada gqsf@00 mL;

P

1.

2.

3.

P

1.

2.

3.

Fixar em formaldeido 1% em PBS 1x/50nM de cloreto de magnésio durante 10

Solucdo pés-fixagdo para cubeta
rn1OOmL:

e 100 mL de formaldeido.
e 10 mL de PBS 10x.

de 5 mL de MgC} 1M.

e 84 mL de &gua destilada.

os-fixacao
minutos, em temperatura ambiente.
Lavar durante 5 minutos em PBS 1x, €
temperatura ambiente.
Desidratar o material em série alcodlica
etanol 70% (sob agitacéo), 85% e 100%, por
5 minutos cada.

ré-hibridacao

minutos cada.
Deixar secar ao ar,

solucéo de hibridagéo.

Solugéo de Hibridacao

Desnaturar o DNA das laminas em formamig
70% em 2xSSC por 5 minutos a 70°C.

Desidratar o material em série alcodlica de

enquanto preparagsq

Solucé@o formamida para cubeta
50mL:

? 35 mL de formamida pura.
e 15 mL de 2xSSC

etanol 70%, 85% e 100%, por 5

O etanol 70% deve estar gelad
numa cuba com gelo, para dar
choque térmico.

1. Adicionar aos 80 pL de sonda marcada:

2. 200 pL de formamida pura;

3. 80 pL de sulfato dextrano 50% (concentragao final 10%).
4. 40 pL de 20xSSC.

Hibridacao

1.

imediatamente depois.

Levar a solucdo de hibridacdo ao banho fervente por 10 minutos e levar ao gelo
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2. Colocar 40 pL da solucao de hibridacdo sobre uma laminula e inverter a lamina
seca sobre a laminula.

3. Deixar as laminas com material voltado para baixo em camara umida a 37°C
overnight.

Lavagens

1. Lavar as laminas em 2xSSC a temperatura ambiente por 5 minutos, apenas para
soltar as laminulas.

2. Lavar duas vezes em formamida 20% em 0,1xSSC a 42°C, durante 5 minutos cada.
Lavar duas vezes em 0,1xSSC a 42°C durante 5 minutos cada.
Lavar uma vez em 2xSSC a 42°C durantg¢ Solucdo de Tween20/20xSSC:
minutos. e 200 mL de 20xSSC;

5. Lavar em Tween 20/20xSSC durante |5 ° zr?)l'(f&/;mugéo estoque de Tue
minutos, em temperatura ambiente. * Agua destilada gsp 1000 mL;

As lavagens devem ser feitas sempre sob agitacdo, e as lamindsvedn ser deixadas secando
montagem para amplificacdo deve ser feita escorrendo a lamina, por&mgeida das lavagen
anteriores.

Deteccédo do Sinal
1.

© © N O

o 5 Tamp&o NFDM (non fat dry milk):
Incubar as laminas em tampao NFDM por L5

e 20 mL de 2xSSC;
e 80 mL de agua destilada;

Lavar duas vezes em Tween 20/20xSSC p@res® g ‘1‘3)‘8“9 em po desnatado (Molid
a

minutos.

minutos cada, em temperatura ambiente.
Incubar as laminas com 90 pL de solugcéo de FITC-avidina (preparada 30 minutos
antes), durante 30 minutos em camara umida e escura, em temperatura ambiente.

Lavar 3 vezes em Tween 20/20xSSC por 5 minutos cada, em temperatura ambiente.
Incubar as laminas com 90 pL de solugcdo de anti-avidina conjugada com biotina

(preparada 30 minutos antes), durante 30 minutos em camara umida escura, em

temperatura ambiente. - —
Solucdo de FITGndina:

Repetir passo 4 (lavagem).
_ o e 1 uL FITC-avidina (250 pg/100 pL);
Repetir passo 3 (FITC-avidina). e 1000 pL de NFDM;

Repetir passo 4 (lavagem).

Solucéo de anti-avidina (conjugada com bioting

Repetir passo 5 (anti-avidina)
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10. Repetir passo 4 (lavagem).

11. Repetir passo 3 (FITC-avidina).

12. Repetir passo 4 (lavagem).

13. Desidratar as laminas em série alcodlica de etanol 70% (sob agitacdo), 85% e

100%, por 5 minutos cada, e deixar secar ao ar.

Montagem das laminas

1. Monte as laminas com solucdo de iodeto de propidio e antifade, na proporcdo de
200 pL de antifade para 8 uL de Pl a 50 ug/mL, com laminula longa (60 x 24 mm).

2. Caso use Vectashield Mounting Mediwmith PI (1,5 pL/mL) da marca Vector,
acrescentar mais Pl, para melhor contraste:

e 200 pL de antifade com PI.
e 2uLdePI (50 uL/mL).

3. Alternativamente pode ser usado DAPI com antifade, ou Vectashield Mounting
Mediumwith DAPI ;

4. Guardar as laminas montadas numa caixa escura, em geladeira, por pelo menos um
dia antes da analise em microscopio de epifluorescéncia. As laminas, se
conservadas adequadamente podem ser analisadas a qualquer tempo. N&o € preciso
escorrer o 6leo de imersdo (que deve ser préprio para fluorescéncia) das laminas

durante as analises.

Nao usar a versdo Hard-set do Vectashield Mounting Médiunediry pois este ndo espalha bem p
lamina, deixando bolhas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor compreenséo, a secao Resultados e Discussao foi organizada na

forma de trés capitulos.
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CAPITULO |

Evidéncia de nova espécie com sistema cromossdmico sexual XX/XY pertencente
ao complexo de espécids. ancistroides (Loricariidae)
Dinaiza Abadia Rocha Reis, Karina de Oliveira Brand&o, Lurdes Foresti de Almeida

Toledo, Rubens Pazza, Karine Frehner Kavalco

RESUMO - O género Hypostomus apresenta ampla distribuicdo em rios brasileiros. A
existéncia de diversos morfotipos em bacias diferentes sugere que H. aneistroide
represente um complexo de espécies na regido do Alto rio Parana. O objetivo deste
trabalho € apresentar os subsidios citogenéticos e moleculares necessarios para a
caracterizacdo de uma nova espécie pertencente ao complexo de espécies H. aff.
ancistroides. Todos os exemplares apresentaram 66 cromossomos, exceto por um
macho que revelou 2n = 67. O acréscimo deste cromossomo ao complemento o
caracterizou como supranumérico. Exceto por uma descri¢do para a bacia do rio Tibagi,
todas as populacbes descritas . ancistroides apresentam 2n = 68. Houve
heteromorfismo de sexo, caracterizando um sistema sexual do tipo XX/XY, onde o
macho é o sexo heterogamético. O cromossomo X é um acrocéntrico pequenoe o Y € o
maior metacéntrico do complemento. Blocos de heterocromatina foram observados em
regides pericentroméricas e terminais de diversos pares. Ag-RONs mostraram 2-5 sitios
em regido terminal de subtelocéntricos/acrocéntricos, incluindo o cromossomo Y.
Regides AT-ricas ndo foram evidenciadas, enquanto que GC-ricas foi evidenciada em
apenas um homodlogo do par e coincidente com Ag-RONs. FISH com rDNA 18S
marcou quatro sitios em fémeas e cinco sitios em machos, todos em regido terminal. A
variacdo € devida a presengca de um sitio no cromossomo Y. FISH com rDNA 5S
evidenciou dois sitios em regido terminal dos cromossomos para ambos 0S Sexos.
Andlise filogenética demonstrou que esta populacdo forma um grupo monofilético em
relacdo a outras populacdes de H. ancistroides. A redugdo do numero diploide com
consequente isolamento reprodutivo, a existéncia de um sistema cromossdmico sexual e
o monofiletismo apresentado evidenciam que esta populacdo € uma nova espécie do

complexo H. ancistroides.

Palavras-chave:Complexo de espécies, Alto Parand, Diversidade cariotipica.
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CHAPTER |

Evidence of new species with sex chromosome system XX / XY belonging to the
species comple¥. ancistroides (Loricariidae)

Dinaiza Abadia Rocha Reis, Karina de Oliveira Brand&o, Lurdes Foresti de Almeida
Toledo, Rubens Pazza, Karine Frehner Kavalco

ABSTRACT - Fish of the Hypostomus genus are widely distributed in Brazilian rivers.
The existence of several morphotypes in different basins suggests that H. ancistroides
represents a complex of species in the Upper Parana River region. The objective of this
work is to present the cytogenetic and molecular subsidies necessary for the
characterization of a new species belonging to the species cobhpddix ancistroides

All specimens showed 66 chromosomes, except for one male who showed 2n = 67. The
addition of this chromosome to the complement characterized it as supernumerary.
Except for a description of specimens from the Tibagi river basin, all populations
described in H. ancistroides have 2n = 68. There was heteromorphic sex, featuring a
sexual system type XX/XY, where the male is the heterogametic sex. The X
chromosome is a small acrocentric and the Y is the largest metacentric complement.
Heterochromatin blocks were observed at pericentromeric regions and several pairs of
terminals. Ag-NOR staining showed 2-5 sites in the terminal region of
subtelomeric/acrocentric chromosomes, including the Y chromosome. AT-rich regions
were not evidenced, while GC-rich regions were evidenced in only one pair of the
homolog and coincides positive with Ag-NORs. Fish with 18S rDNA scored four sites
in females and five sites in males, all in the terminal area. The variation is due to the
presence of a site on chromosome Y. Fish with 5S rDNA revealed two sites in the
terminal region of the chromosomes in both sexes. Phylogenetic analysis shows that this
population forms a monophyletic group in relation to other populations of H.
ancistroides. The reduction of the diploid number with consequent reproductive
isolation, the existence of a sexual chromosome monophyletism system and the
characteristics presented show that this population is a new species of the complex H.

ancistroides.

Key words: Karyotype diversity, Species complex, Upper Parana.

21



INTRODUCAO

A subfamilia Hypostominae é composta por 464 espécies validas (Eschmeyer e
Fong, 2016), com o género Hypostomus Lacépede (1803) sendo dominante nos rios
brasileiros (Britski, 1972). Devido a grande variabilidade de morfologia e coloragéo e a
auséncia de revisdes taxondmicas recentes, é problematica a identificagdo ao nivel de
espécies neste grupo (Maurutto, 2010).

O padréao de distribuicdo e alto desempenho adaptativo dos Hypostominae pode
levar a grupos distintos, sem aparentes barreiras geogréficas, o que torna Uteis os
estudos de citogenética molecular para a identificacdo de espécies cripticas (Alves et al.,
2005; Bickfford et al., 2007).

Apesar de estudos citogenéticos revelarem que a maioria dos Loricariidae nao
apresenta diferenciacdo cromossO6mica sexual (Artoni e Bertollo 2001; Alves et al.
2005; Kavalco et al., 2005), ja foram descritos alguns casos. Em Hypostominae, foram
relatados alguns sistemas cromossOmicos sexuais, como, por exemplo, ZZ/ZW em
Hypostomus sp. (Artoni et al., 1998), Hemiancistrus spilomma (de Oliveira et al., 2006)

e H. cf. plecostomus (Oliveira et al., 2015), XX/X0 em Ancistrus n. sp.1 (Alves,et al.
2006), XX/XY em Ancistrus cf. dubius (Mariotto e Miyazawa, 2006). H4 ainda uma
possivel descricdo do sistema XX/XY para Hypostomus ancistroides por Michelli et al.
(1977).

Cromossomos B, ou supranuméricos, sao adicionais e ndo homdlogos ao
complemento A, possuem evolucdo independente e sdo considerados dispensaveis para
o desenvolvimento dos organismos (Camacho, 1993). Cerca de metade das espécies de
peixes neotropicais com cromossomos B sdo Characiformes, seguido de 35% de
Siluriformes, que apresenta relatos em apenas cinco familias: Callichthyidae,
Heptapteridae, Pimelodidae, Trichomycteridae e Loricariidae (Carvalho et al., 2008).

A regido do Alto rio Parana, abriga cerca de 25 espécies do género Hypostomus
(Weber, 2003), o que revela que existe nesta regido uma complexa histéria evolutiva
para o género. Ha indicios que o taxon H. ancistroides nesta regido represente um
complexo de espécies, pois analises morfologicas prévias revelam diferentes morfotipos
em diferentes bacias de sua area de distribuicdo. Cré-se que esses diferentes morfotipos
sejam potencialmente diferentes espécies que necessitam ser descritas (Hollanda
Carvalho, 2011

22



O objetivo deste trabalho é apresentar os subsidios citogenéticos e moleculares
necessarios para a caracterizagcdo de uma nova espeécie pertencente ao canplexo d
espécies H. aff. ancistroides.

MATERIAL E METODOS

Local de coleta e identificacdo do material

A coleta dos exemplares ocorreu nas proximidades da cidade de S&o Miguel
Arcanjo, estado de S&o Paulo, na regido pertencente a bacia do Alto Paranapanema
(23°54°14.30S; 47°5546.75°0). Foram capturados 27 individuos, 11 machos e 16
fémeas.

Os espécimes foram levados ao Laboratério de Ictiologia da Universidade de Séo
Paulo (LIUSP) para processamento, sendo posteriormente fixados em formol e
armazenados em etanol 70%. Em seguida, foram levados ao Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo (MUZUSP) para identificacdo, onde foram considerados
integrantes de uma nova espécie, semelhante morfologicamente a H. ancistroides
Assim, foram descritos como H. aff. ancistroides. Atualmente, estes exemplares fazem
parte da colecdo ictiolégica do Laboratério de Genética Ecolégica e Evolutiva
(LaGEEvo) da Universidade Federal de Vigesaampus Rio Paranaiba.

Preparacdes cromossémicas e técnicas de bandamento

As preparacdes para obtencdo de cromossémicos mitéticos a partir de suspenséao
de células do rim anterior seguiram o protocolo de Gold et al. (1990). Além de
coloracdo convencional com Giemsa, outras técnicas de bandamentos cromossdémicos
foram realizadas.

A deteccdo de heterocromatina constitutiva foi realizada segundo protocolo de
Summer (1972). Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) foram detectadas por
impregnacgéao de nitrato de prata de acordo com Kavalco e Pazza (2004). A g&aaliza
de regibes GC-ricas e AT-ricas foi realizada com CromomicindCMA3) e 4°6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), respectivamente, seguindo Sola et al. (1982), com

algumas modificacoes.
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Foram analisadas 12 células de cada individuo da populacdo em microscépio
optico e as imagens capturadas em microscopio OLIMPUS BX 41, utilizando camera
acoplada, com 3 MP de definicdo, pelo do software QCapture Pro 6.0. As imagens
foram editadas com o software GIMP 2.6. A classificacdo dos tipos cromossémicos

procedeu segundo Levan et al. (1964), levando em consideracdo a razédo de bracos (RB).

Hibridacdo Fluorescente in situ (FISH)

A técnica de Hibridacdo Fluorescente in situ (FISH) foi realizada segundo os
protocolos de Pinkel et al. (1986) e Hamkalo e Elgin (1991), modificados conforme
Pazza et al. (2006), utilizando sondas de rDNA 18S e rDNA 5S obtidas,
respectivamente, a partir do genoma de Prochilodus lineatus (Hatanaka e Galetti Jr.,
2004) e Leporinus elongatus (Martins e Galetti Jr., 1999).

A hibridagéo foi detectada com avidina e FITC para sondas de rDNA 18S e Cy3
para sondas de rDNA 5S. A montagem das laminas foi realizada com antifade e iodeto
de propideo, e antifade e DAPI para sondas de rDNA 18S e rDNA 58S, respectivamente.

As analises foram feitas em microscépio 6tico acoplado com fonte de
epifluorescéncia. As imagens foram capturadas com microscopio OLIMPUS BX 41,
com camera acoplada de 3 MP, utilizando o software QCapture Pro 6.0. As imagens

foram editadas com o software GIMP 2.6.

Analises filogenéticas

Foram inferidas as relacdes filogenéticas entre algumas populacées do complexo
H. ancistroides com base nos genes mitocondriais Citocromo Oxidase Subunidade |
(COl) e Citocromo b (Cyt b) utilizando o método de Maxima Verossimilhancga.

O Apéndice A apresenta os dados referentes as populacdes analiadas e seus
respectivos pontos de coleta.

Os primers de mtDNA  COl utilizados  foram Fish F1
(5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGC-3”) e Fish R1
(5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGA -3’). Para amplificagdo dos segmentos de Cyt
b foram utilizados os primers Cyt Fc e Cyt Rc, como descrito em Lujan et al. (2015).

A analise de Maxima Verossimilhanca (MV) foi conduzida em PAUP 4.0, com
escolha do melhor modelo de substituicdo de nucleotideos por Akaike Information
Criterion (AIC) como implementado em Modeltest 2.3 (Nylander, 2004). Para COI o

24



melhor modelo foi HKY e para Cyt b foi selecionado TVM, ambos com distribuicéo

gamma, com 1000 replicacdes de bootstrap.

RESULTADOS

Representantes de H. aff. ancistroides apresentaram 66 cromossomos para ambos
os sexos (Fig, 3A e 3B), exceto por um macho da populagédo que apresentou 2n = 67
(Figura 3C). Este acréscimo de um cromossomo no complemento, neste caso um
acrocéntrico, caracteriza-o como um cromossomo supranumérico (Figurac&ixa
inferior).

As formulas cariotipicas obtidas foram 16M + 12SM + 12ST + 26A para fémeas
(Figura 3A); 17M + 12SM + 12ST + 25A para machos (Figura 3B); e 17M + 12SM +
12ST + 26A para o macho com cromossomo B (Figura 3C).

Uma anadlise comparativa dos cariotipos de machos e fémeas da populacdo
evidenciou um heteromorfismo relacionado ao sexo, onde o macho representa 0 sexo
heterogamético, representando um sistema cromossdmico sexual XX/XY (Figura 3). O
cromossomo X é representado por um par de acrocéntricos nas fémeas (Figura 3A -
caixa) e um unico cromossomo deste tipo nos machos. O cromossomo Y € representado
pelo maior cromossdémico metacéntrico do complemento que ndo apresenta homologo,
visualizado apenas nos machos (Figura 3B - caixa).

As analises por impregnacédo de nitrato de prata evidenciaram variacdes de 2 a 5
sitios de RONs (Figuras 4 e 7), todas em regides terminais, tanto em cromossomos
subtelocéntricos e acrocéntricos, quanto no cromossomo Y (FigurgpdAta de seta).

Foi observada uma metafase onde houve associacdo entre o0s sitios de dois
cromossomos de pares diferentes (Figura-4Aterisco).

Blocos de heterocromatina constitutiva foram evidenciados na regiao
pericentromérica dos pares 2, 6 e 7 e na regido terminal do par 15 e nos dois
cromossomos X nas fémeas. Destaque para apenas um homélogo do par 5 com bandas
distais (Figura 5A). Nos machos, ocorreram menos blocos conspicuos de
heterocromatina, onde apenas o par 6 apresentou marcagfes pericentromeéricas, um
homodlogo do par 5 com blocos distais e 0 cromossomo X com blocos terminais (Figura
5B). O cromossomo supranumeérico do individuo macho ja mencionado apresentou-se

totalmente heterocromatico (Figura 5C - circulo).
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Figura 3. Fdrmulas cariotipicas para a populacéo de H. aff. ancistroides. Em A,
caribtipo para fémeas, em B para machos, em C macho com cromossomo

supranumérico. Cromossomos sexuais e supranumeérico destacados nas caixas.
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Regides GC-ricas foram detectadas em apenas um dos Cromossomos
subtelocéntricos do par 15 pela técnica de GNAguras 6 e 7), que por sua vez foi
sobreposto por Ag-RONs. N&o foram observados sitios AT-ricos pela coloracdo com
DAPI (dados néo apresentados).

A FISH com sonda de rDNA 18S evidenciou quatro sitios em fémeas e cinco
sitios em machos, em cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos coincidentes com
Ag-RONs (Figuras 6 e 7). O quinto sitio nem sempre foi visivel, provavelmente por ser
muito pequeno. A variagdo no numero de sitios entre machos e fémeas é devido a
presenca de um cistron ribossomal conspicuo no cromossomo Y (Figuras.6 e 7)
Utilizando sondas de rDNA 5S, foram identificados dois sitios em regido terminal dos
cromossomos para ambos os sexos (Figurag.6 e 7
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Figura 4. Metafases de machos (A) e fémeas (B) ap6s deteccao de RONs (sitios). Em
A, sitio encontrado no cromossomo Y evidenciado pela ponta de seta e associacao de

RONSs entre cromossomos diferentes marcada com asterisco.

A analise filogenética evidenciou a formacédo de um grupo mofilético composto
apenas pela populacdo de H. aff. ancistroides de Sdo Miguel Arcanjo, tanto com
MtDNA COI quanto com Cyt B (Figurase®, respectivamente).

DISCUSSAO

As espécies do género Hypostomus exibem grande diversidade cariotipica, a
comecar pelo numero diploide, que varia de 52 (Artoni e Bertollo, 2001) a 84
cromossomos (Cereali et al., 2008). Todas as populacbes de H. ancistroides ja descritas
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apresentaram 68 cromossomos, com excec¢ao de uma populacdo coletada no rio Tibagi
em Ponta Grossa/PR (Maurutto et al., 2012) e o presente estudo (Figura 3A e 3B), onde
0 numero dipléide encontrado foi 66 cromossomos. Como rearranjos Robertsonianos
sdo muito importantes e fazem parte da histéria evolutiva de Hypostominae (Artoni e
Bertollo, 2001), assim como fissbes céntricas, poderiam ocorrer fusdes que
consequentemente diminuiriam o namero diploide encontrado.

N&o foram encontrados hibridos entre populacdes de 66 e 68 cromossomos. Caso
fossem encontrados, devido a reducdo do numero diploide poderia acontecer néo-
balanceamento de cromossomos na divisdo celular, invibilizando a prole. Isso sugere
que esta populacdo encontra-se isolada reprodutivamente de H. ancistroides que
possuem 68 cromossomos.

Apesar de certa manutencdo do numero diploide, todas as populacdes de H.
ancistroides apresentam formula cariotipica diferente (Tabela 1). Este fato reforca a
importancia dos rearranjos cromossomicos, que sdao mais facilmente fixados em
espécies com vagilidade reduzida, uma vez que popula¢gbes isoladas sdo mais
comumente envolvidas em processos de endogamia (Almeida-Toledo et al., 2000).
Moreira Filho e Bertollo (1991), Maistro et al. (2000) e Alves e Martins Santos (2002)
relatam fenGnemo semelhante em Astyanax scabripinnis.

A primeira descricdo da existéncia de um cromossomo B em peixes telosteos
ocorreu em Prochilodus lineatus, onde foram descritos pequenos Cromossomos
fortemente heterocromaticos (Fenocchio e Bertollo, 1990). Outros casos foram
observados em Astyanax eigenmannioliorres-Mariano, 2001), no género Rhamdia
(Centofante, 2003; Fenocchio e Bertollo, 1990), em Harttia longipinna (Blanco et al.,
2012) e o grande cromossomo B metacéntrico em Astyanax scabripinnis (Mestriner et
al., 2000, por exemplo).

Cromossomos B sdo considerados adicionais, podendo se originar de
cromossomos A, mas possuem evolucdo independente destes (Camacho et al., 2000).
Além disso sao constituidos praticamente por heterocromatina, possuindo assim,
replicacédo tardia (Volobujev, 1981). Segundo Jones e Rees (1982), a terminologia
“cromossomo B” s6 deverd ser utilizada quando hé certa frequéncia deste entre os
individuos da populacgéo, tratando-se assim de um polimorfismo e ndo apenas variagao.
Neste trabalho pode-se observar entdo a ocorréncia de um cromossomo supranumerico

em um individuo (Figura 3C), o qual representa apenas uma variagdo populacional.
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Figura 5. Distribuicdo da heterocromatina constitutiva em fémeas (A) e machos (B).
Em C, metafase que demonstra a constituicdo heterocromatica do cromossomo

supranumeérico (circulo).
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Segundo Foresti et al. (1981), polimorfismos numérico e de tamanho de Ag-
RONs sdo comuns em peixes neotropicais de agua doce. A presenca de RONs simples
(apenas um par de sitios) é considerada uma condicdo comum em Loricariidae,
entretanto, o género Hypostomus apresenta RONs multiplas (Artoni e Bertollo 2001;
Kavalco et al., 2005; Alves et al., 2006; Martinez et al., 2011; Rubert et al.,, 2011)
incluindo H. ancistroides (Tabela 1). Os resultados das Ag-RONs deste trabalho
reforcam tal padrdo j& observado, onde foram evidenciados 2 a 5 sitios (Figuras 4 e 7).
A respeito da posicdo, todas as Ag-RONs aqui encontradas estavam localizadas em
regido terminal dos cromossomos, uma caracteristica que parece estar conservada no
grupo (Artoni e Bertollo 1996; Artoni e Bertollo 2001; Kavalco et al., 2005; Alves et
al., 2006; Cereali et al., 2008; Martinez et al., 2011; Rubert et al., 2011, Endo et al.,
2012; Traldi et al., 2013, entre outros).

Machos Fémeas CMA,
rt &6 -
5 15 15

agRONs (@) ¢ Blm @0 | onass

Figura 6. Fendtipos encontrados para bandamento C, Ag-RONs, CMA3 e FISH com
rDNA 18S e 5S
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Para a deteccao de Ag-RONSs, admite-se a necessidade de atividade transcricional
dos genes ribossomais durante a interfase anterior (Howell, 1977; Hubbel, 1985), pois a
prata se liga a proteinas nucleolares e ndo ao rDNA (Miller et al., 1976). Este fato pode
explicar a variagdo de sitios de RONs em cromossomos homélogos, assim como a
associagdo de sitios de cromossomos de pares diferentes, como demonstrada na Figu
4A.

De acordo com Mariotto et al. (2009), loricariideos geralmente apresentam pouca

heterocromatina constitutiva. Neste trabalho, assim como descrito para H. ancistroides
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por Artoni e Bertollo (1996), Rubert et al. (2011) e Traldi et al. (2013), os blocos de
heterocromatina se localizaram em regido pericentromérica e terminal (Figuras 5 e 7).
Houve correspondéncia de Ag-RONs com blocos de heterocromatina em fémeas nos
pares 5 e 15, como mostrado nas Figuras 6 e 7. Essas sobreposi¢cdes sao frequentes em
peixes neotropicais, 0 que possibilita a dispersdo de RONs ao longo do genoma
(Moreira-Filho et al., 1984, Vicari et al., 2008).
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Figura 7: Ideogramas de fémeas (A) e machos (B) de H. aff. ancistroides,

demosntrando as marcac@smossomicas presentes nos individuos.

Regides ricas em GC ja foram observadas em algumas espécies de Hypostomus
(Kavalco et al.,, 2004a; Rubert et al., 2008; 2011; Bitencourt et al.,),201d40
comumente associadas a RONs, tornando a coloracdo com fluorocromos GC-
especificos uma técnica utilizada de forma indireta para deteccéo de sitios ribossémicos
(Mayr et al., 1985; Schimid e Guttenbach, 1988). Foi observado apenas um sitio em um
homélogo do par (Figuras 6 e 7), provavelmente devido a trocas desiguais durante a
interfase, que apresentou corresponéncia AgriRONs (maior par subtelocéntrico em

ambos os sexos Figuras 6 e 7). Entretanto, esta sobreposicdo pode nem sempre
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acontecer, demonstrando que outras heterocromatinas podem respondes aoGMA
observado por Artoni et al. (1999) para Liposarcus anisitsi. Pela coloracdo com DAPI,
nao foram observadas marcacdes positivas, visto que regides AT-ricas sdo raras em
peixes. Mas este fato ja foi relatado em algumas espécies do género Hypostomus
(Kavalcoet al., 2004a; Rubert et al., 2011; Rocha Reis et al., 2013), de peixes zebra
(Gornung et al., 1997; Phillips e Reed, 2000) e de gobies (Canapa et al., 2002).

Tabela 1.Dados citogenéticos disponiveis para Hypostomus ancistroides. Adaptado de
Lorscheider et al. (2015).

. Baci i a
Espécie . .ac,lé 2n Foérmula NOR Referéncia
Hidrigréfica
Hypostomus  Bacia do Rio - Artoni e Bertollo
o . 68 16m + 18sm + 34st/ Multipl
ancistroides Piracicaba m sm sva ditipia (1996)
H. ancistroides Bac_lre;ec:g Rio 68 18m + 10sm + 12st + 28¢ Mdltipla  Alves et al. (2006)
H. ancistroides Baug d.o. Rio 68 14m + 14sm + 8st + 32a Mudiltipla Bueno et al. (2011,
Piquiri 2013)
. Baci Ri -
H. ancistroides acia do Rio 68 10m + 26sm + 32st /a Multipla  Rubert et al. (2011)
Paranapanemi
. Baci Ri -
H. ancistroides a(;i:;é 10 68 14m + 12sm + 18st + 24¢ Mdltipla Endo et al. (2012)
L Bacia do Rio -
H. ancistroides Pirapé 68 16m + 12sm + 18st + 22¢ Mdltipla Endo et al. (2012)
L Bacia do Rio -
H. ancistroides vai 68 8m + 10sm + 18st + 32a Mdltipla Endo et al. (2012)
L Bacia do Rio -
H. ancistroides . 68 16m + 4sm + 16st + 32a Mdltipla  Alves et al. (2012)
Corumbatai
H. ancistroides Ba(':l'liatl)ggi Rio 66 12m + 16sm + 10st + 28¢ Mdltipla Maurutto et al. (2012)
H. ancistroides Bacia do Rio 68 10m + 20sm + 10st + 28¢ Mdltipla Pansonato-Alves et al
Paranapanemi (2013)
H. ancistroides Bacia dO.RIO 68 14m + 16sm + 22st + 16¢ Mdltipla  Traldi et al. (2013)
Passa Cinco

Os dados referentes a localizacdo de RONs no complemento de espécies de
Hypostomus revelam que enquanto a maioria foram obtidos por impregnacao de nitrato
de prata (Artoni e Bertollo 1996; Artoni e Bertollo, 2001; Kavalco et al., 2005; Alves et
al., 2006; Cereali et al., 2008; Milhomem et al., 2010; Bitencourt et al., 2011; Martinez
et al., 2011, entre outros), aqueles mais robustos e eficazes que mostram a localizacéo
fisica do rDNA 18S e que ndo dependem da atividade transcricional do gene (Miller et
al., 1976), apesar de crescentes, ainda sdo escassos em relacdo ao numero de espécies
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existentes (Kavalco et al., 2005; Mendes-Neto et al., 2011; Rubert et al., 2011; Traldi et
al., 2013; Maurutto et al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013, Bueno et al., 2014).

FISH com sondas de rDNA 18S evidenciou quatro sitios em fémeas e cinco sitios
em machos, coincidentes com as RGNs observadas (Figuras 6 e 7). Isso demonstra
gue a maioria dos sitios estavam ativos em interfases anteriores, devido ao fato da
variagdo de 2-5 sitios Ag-RONs. Em um trabalho sobre as tendéncias evolutivas de
sitios ribossomais em Hypostomus, Bueno et al. (2014) destaca que espécies com
namero diploide de 68 a 72 cromossomos apresentam multiplos sitios de rDNA 18S,

corroborando com ao dados aqui apresentados.
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Figura 8: Arvore de Maxima Verossimilhanca para H. ancistroides do Alto Paranéa obtida

COl. Os numeros representam os valores de bootstrap encontrados.

Informacdes acerca da exata localizacdo de rDNA 5S também s&o escassas, 0 que
dificulta a identificacdo de padrbes de ditribuicdo destas sequéncias. Kavalco et al.
(2004b) observaram sitios de DNAr 5S em oito cromossomos de H. affinis do rio
Paraiba do Sul. Em Bueno et al. (2014), a maioria das espécies de Hypostomus com 2n
= 68 — 72 cromossomos apresentaram multiplos sitios de rDNA 5S, exceto por H.
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ancistroides H. regani, que apresentaram apenas um par de cromossomos marcados,
como visto nas Figuras 6 e 7. Entretanto, Traldi et al. (2013) encontraram sitios
multiplos de rDNA 5S para H. ancistroides do Coérrego Lapa (bacia do rio Parand),
demonstrando que ha variacbes no numero e posicdo dos sitios em populacdes
diferentes da mesma espécie. Esta variacdo evidencia que o rDNA 5S seja um excelente

marcador populacional (Kavalco et al., 2004b).
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Figura 9: Arvore de Maxima Verossimilhanca para H. ancistroides do Alto Parana

obtida com Cyt b. Os nimeros representam os valores de bootstrap encontrados.

A Serra de Paranapiacaba, local onde nasce o rio Paranapanema, constitui o
divisor de aguas das bacias pequenas voltadas para a costa, do Ribeira de Iguape, do
Paraiba do Sul e do Parana (Castro et al., 2003). A presenca de H. ancis&oides
relatada tanto em pequenas bacias localizadas mais acima do estado de S&o Paulo, como
as dos rios Tieté e Grande, como em Ribeira de Iguapé (Oyakawa et al., 2005; Weber,
2003); porém, a presencga de H. aff. ancistroides foi detectada apenas na regido do alto
Paranapanema (dados de coleta do LIUSP), confirmando a hipétese de um complexo de

egeécies existente na regidao da bacia do alto Parana.
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Até o momento ndo foram descritos sistema cromossomicos sexuais de H.
ancistroides, a excecdo de um possivel XX/XY relatado por Michelle et al. (1977) que
carece de reanalises para confirmacédo. O fatsgécie aqui analisada possuir sistema
cromossOmico sexual, numero diploide diferente das outras populacdes e viver
proximamente a area de distribuicdo de H. ancistroides € mais um fator que reforca a
ideia da existéncia do complexo de espécies nesta regido.

A grande maioria, se ndo totalidade dos surgimentos e evolugdo de sistemas
cromossOmicos sexuais simples envolvem o acumulo de heterocromatina, podendo
ocorrer 0 aumento ou diminui¢cdo do tamanho do cromossomo sexo-especifico (Cioffi et
al., 2012). Neste trabalho, o cromossomo X apresenta blocos heterocromaticos na
porcdo terminal do braco longo, enquanto o cromossomo Y é totalmente eucromético
(Figuras 5 e 7). Este padrao também foi encontrado para Hoplias malabaricus do
Parque Florestal do Rio Doce, que possui sistema sexual XX/XY (Born e Bertollo,
2000).

Os dados disponiveis de bandamento C para H. ancisttroides evidenciam um par
de cromossomos acrocéntricos com blocos heterocromaticos na regiao terminal (Rubert
et al., 2011; Maurutto et al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013; Traldi et al., 2013),
sendo este par um possivel representante da ancestralidade do cromossomo X presente
na populacdo analisada.

A diminuicdo do numero diploide nesta populagdo juntamente com a natureza
eucromatica do cromossomo (Figura 5B) podem revelar a presenca de rearranjos
cromossOmicos no surgimento deste sistema sexual. Em uma populagdo de H.
malabaricus do Baixo Paranapanema com sistema sexual multlX X /X 1X,Y,
foi demonstrado que os cromossomos Y séo resultantes da fusae de (Bertollo et
al.,1997; Bertollo e Mestriner, 1998). Sendo assim, uma teoria para o surgimento do
cromossomo Y na populacdo de H. aff. ancistroides de S&do Miguel Arcanjo seria a
fusdo de um par de cromossomos acrocéntricos eucromaticos do complemento de H.
ancistroides. E evidente que sd0 necessarios mais estudos com técnicas refinadas para a
compreensao do surgimento deste sistema sexual, possuindo como ponto inicial a
presenca de rearranjos cromossémicos.

N&o € rara a ocorréncia de sistemas cromossdmicos sexuais em peixes. Isso pode
acontecer em espécies de uma mesma familia, como Erythrinidae (Bertollo et al., 1979,
1983) e Parodontidae (Moreira-Filho et al., 1993); em espécies de um mesmo género,
como o caso de Eigenmannia (Almeida-Toledo et al., 1984; Sene, 2011); ou ainda em
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individuos de uma mesma espécie, como Hoplias malabaricus (Bertollo et al., 1979;
Born e Bertollo, 2000, 2006).

A subfamilia Hypostominae também apresenta representantes com alguns
sistemas sexuaif tipo ZZ/ZW ja foi relatado em Hypostomus sp. do rio Araguaia/MT
(Artoni et al., 1998F H. cf. plecostomus da bacia do rio Tapajés (Oliveira et al., 2015).
Este sistema também é descrito para Hemiancistrus spilomma do Lago Quatro
Bocas/MT (de Oliveira et al.,, 2006), para Ancistrus dubius do rio Paraguai/MT
(Mariotto et al., 2004e Ancistrus taunayi do Cérrego Cascalho/SC (Konerat et al.
2015). Alves et al. (2006) descreve o sistema sexual XX/X0 em Ancistrus n. sp. 1 e
Mariotto e Miyazawa (2006) relatam XX/XY para Ancistrus cf. dubius.

J& sdo conhecidos alguns exemplos de rDNA 18S em cromossomos sexuais de
peixes, como mostrado nas Figuras 6 e 7. Born e Bertollo (2000) observaram a
ocorréncia de sistema cromossémico sexual XX/XY em Hoplias malabaricus, onde as
fémeas apresentam os dois cromossomos X subtelocéntricos marcados por sondas de
rDNA 18S. Reed e Phillips (1997) relataram variagdo de numero, tamanho e posi¢do do
l6cus de rDNA 18S no cromossomo sexual de Salvelinus alpinus. Howell e Black
(1979) encontraram Ag-RONs nos cromossomos X e Y de Fundulus diaphanusis
Apesar desta diversidade de sistemas sexuais e da variacdo na localizacdo dos sitios de
rDNA 18S em cromossomos sexuais, ainda ndo ha descricdo deste fato para a
subfamilia Hypostominae. Assim, o presente trabalho constitui o primeiro relato de
sitios de rDNA 18S em cromossomos sexuais para o género Hypostomus.

Apesar da existéncia de varias politomias, H. aff. ancistroides constitui um grupo
mofilético em ambas as arvores (Figuras ®, com altos valores de bootstrap. Esta é
mais uma evidéncia da distancia genética existente entre esta populacdo e as demais
populacdes de H. ancistroides, reforcando a ideia de ser uma nova espécie do complexo.

Com o aumento dos estudos citogenéticos na bacia do rio Parana, que apresenta
um grande numero de espécies de Hypostomus, nota-se que ha frequentes variacdes
cariotipicas, principalmente entre populacbes de uma mesma espécie, com
polimorfimos estruturais e/ou numéricos. Considerando entdo Hypostomus como um
género derivado em Loricariidae e que esta em intensa irradiagdo, esta regido torna-se
alvo de grandes estudos devido a diversidade de espécies existentes.

A reducdo do numero diploide com consequente isolamento reprodutivo, a
existéncia de um sistema cromossOmico sexual e o monofiletismo apresentado por H.

aff. ancistroides evidenciam que esta populacdo de Sao Miguel Arcanjo é diferente de
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todas as outras ja descritas, ndo apenas como polimorfismos interpopulacionais, mas
como um téxon diferente. Assim, sugeeegsie seja uma provavel nova espécie cuja
descricdo possui grande importancia para estudos posteriores que busquem o

entendimento da histéria evolutiva do complexo de espécies H. aff. ancistroides.
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CAPITULO Il

Andlise cariotipica e evolucdo de quatro populac¢des alopatricas do complexo de
espécies Hypostomus ancistroides (Siluriformes, Loricariidae)
Dinaiza Abadia Rocha Reis, Karina de Oliveira Brandao, Lurdes Foresti de Almeida

Toledo, Rubens Pazza, Karine Frehner Kavalco

RESUMO - Hypostominae é a subfamilia que apresenta mais estudos cariotipicos e o
género Hypostomus apresenta o maior numero de espécies cariotipadas. O sistema de
drenagens do Alto Parand abriga o potencial complexo de espécies Hypostomus
ancistroides. Seus representantes apresentam grande numero de polimorfismos
relacionados a formulas cariotipicas, forma do corpo e padrédo de coloracao. O objetivo
deste estudo foi analisar quatro populacdes alopatricas de H. ancistroides, buscando
entender os padrées cromossémicos encontrados e propor mecanismos de evolucao para
possiveis marcadores populacionais. Todos os exemplares das quatro populacdes
apresentaram 68 cromossomos, sem diferengca entre 0s sexos. Blocos de
heterocromatina constitutiva foram observados em regides pericentroméricas e
terminais de varios cromossomos, com ocorréncia de polimorfismos de tamanho. Foram
observados 2-4 sitios de Ag-RONs em regido terminal de cromossomos metacéntricos e
acrocéntricos, correspondentes ao bandamento C. FISH com rDNA 5S evidenciou dois
sitios terminais em todos os individuos. Entretanto, estes sitios exibem polimorfismo de
localizac&o, pois estdo em cromossomos diferentes nas populacdes: metacéntricos em
espécimes de Araras e Indaiatuba e acrocéntricos em individuos de Botucatu e Terra
Roxa, evidenciando a ocorréncia de uma inversao pericéntrica. Através da analise de
FISH 5S é possivel identificar que a disperséo foi o mecanismo de evolugdo em H.
ancistroides e que o rDNA 5S pode ser um potencial marcador populacional. Todos
estes fatores contribuem para a formacdo de complexos de espécies, como o caso de H.

ancistroides.

Palavras-chave:Hypostominae, Polimorfismos cromossémicos, rDNA 5S
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CHAPTER II

Karyotype analysis and evolution of four allopatric populations of species complex
Hypostomus ancistroides (Siluriformes, Loricariidae)
Dinaiza Abadia Rocha Reis, Karina de Oliveira Brandao, Lurdes Foresti de Almeida

Toledo, Rubens Pazza, Karine Frehner Kavalco

ABSTRACT - A substantial number of karyotypic studies exists for Hypostominae, a
subfamily of the Hypostomus genus that itself presents the highest number of
karyotyped species. The Alto Parana drainage system houses a complex body of
Hypostomus ancistroides species, which exhibit a large number of polymorphisms
related to karyotypic formulas, body shape, and staining pattern. The aim of this study
was to analyze four allopatric populations of H. ancistroides and dbeesponding
chromosomal patterns and to decipher possible mechanisms of evolution for population
markers. All specimens of the four populations had 68 chromosomes and there was no
difference based on sex. Constitutive heterochromatin blocks were observed at
pericentromeric regions and various chromoabterminals, along with occurrence
length polymorphisms. The blocks were observed at two, three, oAfpaucleolus
organizer regions (NORs) on the terminal sites of metacentric and acrocentric
chromosomes, corresponding to C-banding. Fluorescence in situ hybridization (FISH)
carried out with rDNA 5S revealed two terminal sites in all specimens. However, these
sites also exhibited polymorphism because they were found on different chromosomes
depending on the population. In particular, metacentric sites were found in specimens
from Araras and Indaiatuba while acrocentric sites were found for individuals from
Botucatu and Terra Roxa, thus evidencing the occurrence of a pericentric inversion.
Through 5S FISH analysis it was possible to identify dispersion as the mechanism of
evolution for H. Ancistroides, and 5S rDNA was identified as a potential population
marker. All these factors contributed to the development of complex species such as H

ancistroides.

Key-words: Chromosome polymorphisms, Hypostominae, rDNA 5S
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INTRODUCAO

A familia Loricaridae pertence a ordem Siluriformes e aprasent
aproximadamente 919 espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2016). Estes peixes
conhecidos como cascudos estdo distribuidos da Costa Rica a Argentina (Reis et al.,
2003). Sua taxonomia ainda ndo € bem resolvida, mas s@o reconhecidas atualmente sete
subfamilias (Lithogeneinae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae,
Hypostominae, Delturinae e Otothyrinae) (Schaefer, 1987; Armbruster, 2004; Reis et
al., 2006; Chiachio et al., 2008; Roxo et al., 2014).

A subfamilia Hypostominae apresenta-se muito diversa e complexa, com 40
géneros (Lujan et al., 2015), 464 espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2016), grande
variacdo na coloracdo e morfologia externa (Oyakawa et al., 2005; Zawadzki et al.,
2008a). Em Loricariidae, Hypostominae é a subfamilia mais estudada citogeneticamente
com o género Hypostomus Lacépede (1803) apresentando o maior numero de espécies
cariotipadas.

Estes peixes apresentam ampla distribuicdo geogréfica, pouca vagilidade e alto
desempenho adaptativo, o que favorece a formacéo de populacdes isoladas mesmo sem
barreiras fisicas, tornando-os Uteis em estudos de citogenética molecular e identificacao
de espécies cripticas (Alves et al., 2005; Bickford et al., 2007).

A particdo de uma populacdo amplamente distribuida em popula¢cdes separadas e
isoladas por barreiras que limitam a dispersao dos individuos, impedira que haja o fluxo
génico livre entre elas (De Queiroz, 1998). Este isolamento por si s6 ndo repaesenta
formacao de novas espécies, porém essas populacdes isoladas geograficamente estarédo
evoluindo independentemente e genes diferentes poderéo ser fixados em cada uma delas
(Mayr, 1942, 1963; Orr e Smith, 1998; Ritchie, 2007), podendo desta forma se
diferenciar a nivel de espécie. Como o processo de espedaqanda certo tempo
evolutivo, a analise de populacdes alopatricas representa entdo um cenario ideal para
observar as possiveis diferengas existentes nas populacdes.

Assim, o objetivo deste estudo foi analisar quatro populagfes alopatricas de H.
ancistroides, buscando entender os padcé@mossomicos encontrados e se possivel,

propor mecanismos de evolucdo para possiveis marcadores populacionais.
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MATERIAL E METODOS

Locais de coleta e identificacdo do material

Foram realizados quatro pontos de coleta em locais pertencentes as bacias dos rios
Tieté, Paranapanema e Grande, todos no estado de S&o Paulo. Os dados das coletas
estdo detalhados na Tabela 2 e Figura 9. As coordenadas dos pontos estdo no Apéndice
A.

Tabela 2.Total de individuos coletados em cada localidade.

Cidade préxima Exemplares coletados

Machos Fémeas Total

Araras 7 9 16
Botucatu 4 5 9
Indaiatuba 6 4 10
Terra Roxa 2 3 5

Total 19 21 40

Os individuos vivos foram levados ao laboratdrio para processamento, fixacdo e
armazenamento apropriados. Em seguida, foram levados ao Museu de Zoologia da
Universidade de S&o Paulo (MUZUSP) para identificagdo, sendo todos reconhecidos
como H. ancistroides. Atualmente, estes exemplares fazem parte da colecéo ictiolégica
do Laboratério de Genética Ecoldgica e Evolutiva (LaGEEvo) da Universidade Federal

de Vigosa- Campus Rio Paranaiba.
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Figura 10: Pontos de coleta das populacdes de H. ancistroides analisadas.
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Preparacdes cromossémicas e técnicas de bandamento

A obtencdo de cromossomos mitéticos foi realizada de acordo com Gold et al.
(1990) a partir de suspensao celular do rim anterior dos exemplares. Além da coloracdo
convencional com Giemsa, foram realizados bandamento C para deteccdo de
heterocromatina constitutiva segundo Summer (1972) e deteccdo de Regides
Organizadoras de Nucléolo (RONs) de acordo com Kavalco e Pazza (2004).

As andlises dos materiais foram feitas em microscopio Optico e as imagens
capturadas em microscopio OLIMPUS BX 41, utilizando camera acoplada, com 3 MP
de definicdo, pelo do software QCapture Pro 6.0, posteriormente editadas com o
software GIMP 2.6.

A classificagdo dos cromossomicos agrupou tipos cromossomicos semelhantes
para facilitar a identificéip. Assim, o0os cromossomos foram classificados em

metacéntricos/submetacéntricos (M/SM) e subtelocéntricos/acrocéntricos (ST/A).
Hibridacdo Fluorescente in situ (FISH)

A Hibridac&o Fluorescente in situ (FISH) foi realizada segundo os protocolos de
Pinkel et al. (1986) e Hamkalo e Elgin (1991), modificados conforme Pazza et al.
(2006), utilizando sondas de rDNA 5S obtidas a partir da amplificacdo desta sequéncia
em exemplares de H. ancistroides. Os primetisizados foram 5S A (5’-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3) e 58 B (5°-
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGGAATCAS’) (Pendaset al., 1994).

As laminas foram incubadas em 90 uL de RNAse 0,4% em camara umida a 37°C
durante uma hora. A desnaturacdo cromossémica foi realizada com formamida 70% em
2XSSC a 70°C por cinco minutos, seguido de choque térmico em etanol 70% gelado
Apos desnaturacdo das sondas em banho fervente, foram adicionados 40 uL de solugao
de hibridacdo em cada lamina e a preparacdo foi deixada em repouso overnight em
camara umida a 37°C. Posteriormente as lavagens, a hibridacéo foi detectada eom Cy3
a montagem & laminas foi realizada com antifade e 4’6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI).

O material foi analisado em microscépio Otico acoplado com fonte de
epifluorescéncia. As imagens foram capturadas com microscépio OLIMPUS BX 41,
com camera acoplada de 3 MP, utilizando o software QCapture Pro 6.0 e editadas com
o software GIMP 2.6.
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RESULTADOS

Todos o0s exemplares analisados apresamtanimero diploide igual a 68
cromossomos e nao ocorreram heteromorfismos relacionados ao sexo (Figura 11).

H. ancistroides de Araras apresentaram formula cariotipica 12M + 12SHH 16
+ 28A (Fig 11A). Marcacdes pericentroméricas conspicuas de heterocromatina foram
observadas nos pares 2 e 7, e marcacdes terminais nos pares 4, 18, 27 e 33 (Riguras 12
e 14). Destaque para o polimorfismo de tamanho ocorrente entre os cromossomos do
par 27. Foram observados 2 a 4 sitios de Ag-RONSs (Figurp tdAegiao terminal dos
cromossomos dos pares 21 e 27, este ultimo coincidente com o bandamento C. A FISH
identificou dois sitios de rDNA 5S presentes na regido terminal do braco curto dos

cromossomos do par 6 (Figuras 13A e 14A
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Figura 11: Cari6tipos encontrados para as populacfes de H. ancistroides. A: Araras, B:

Botucatu, C: Indaiatuba, D: Terra Roxa.

H. ancistroides de Botucatu apresentaram mesma férmula cariotipica 12M
+10SM + 16ST + 30A (Figura 11B). A heterocromatina constitutiva evidenciou blocos

em regido percientromérica do par 4, em regido terminal dos pares 7 e 27 e no braco

43



curto do par 20 (Figuras 12B e 14B). RONs foram observadas no braco longo dos
cromossomos do par 3 e nos cromossomos do par 27, ambas em regiao terminal e esta
ltima, coincidente com o bandamento C, evidenciando 4 sitios (Figura 14B). FISH
com rDNA 5S apresentou sitios nos cromossomos do par 31, em regido terminal
(Figuras 13B e 14B

H. ancistroides de Indaiatuba apresentaram formula cariotipica 12M6M 10
14ST + 32A (Figura 11C). O bandamento C evidenciou marca¢des conspicuas nos pares
1, 4 e 10 em regido pericentromérica e nos pares 7, 13 e 25 em regido terminal (Figuras
12C e 14C). Foram encontrados 2 a 4 sitios de Ag-RONSs, presentes na regido terminal
dos cromossomos do par 32 e no bragco curto dos cromossomosdo par 7, estes
coincidentes com a banda C (Figura 14C). FISH evidenciou também dois sitios de

rDNA 5S, presentes no braco curto dos cromossomos do par 3 (Figuras 13C e 14C

st d] f) i | | é IR 5 ST

7 2 2 30 3 2 3 ] 27 2 2 30 31 2 33 34

Figura 12: Distribuicdo da heterocromatina constitutiva. A: Araras, B: Botucatu, C:

Indaiatuba, D: Terra Roxa.

H. ancistroides de Terra Roxa apresentaram formula cariotipica 1288

16ST + 32A (Figura 11D). Blocos de heterocromatina constitutiva estavam presentes na
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regido pericentromérica do par 4 e em regido terminal dos pares 7, 27 e 32. Além disso,
um grande bloco estava presente no braco longo de apenas um homologo do par 21
(Figuras 12D e 14D). Também foram observados 2 a 4 sitios de Ag-RONs nesta
populacao, representados por marcacées no braco curto dos cromossomos do par 13 e
em um dos homologos do par 18, todos em regido terminal (Figura 14D). Sitios de
rDNA 5S foram evidenciados em regido terminal dos cromossomos do par 27 (Figuras
13D e 14D.

Figura 13: FISH com sonda de rDNA 5S. A: Araras, B: Botucatu, C: Indaiatuba; D:

Terra Roxa.

DISCUSSAO

Britski (1972) relata que Hypostomus € o género de cascudos dominantes no
Brasil, ocorrendo em grande variedade de ecossistemas de agua doce (Oyakawa et al.
2005). Apesar de ser o género mais estudado do ponto de vista citogenético, a grande
diversidade deste grupo ainda permanece quase inexplorada (Rubert et al., 2011).
Exibem grande variacdo -cariotipica, com espécies apresentando desde 52 (H.
emarginatus- Artoni e Bertollo, 2001) até 84 cromossomos (Hypostomus sp. 2
Cereali et al., 2008). Artoni e Bertollo (1996) consideram este grupo como nao

conservado acerca da macroestrutura cariotipica.
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A ampla distribuicdo de Hypostomus associada a grande diversidade encontrada
favorece o aparecimento de morfotipos diferentes em bacias diferentes, caracterizando
um complexo de espécies. Este € 0 caso de H. ancistroides que possivelmente tem uma

complexa histéria evolutiva na bacia do Alto rio Parana.
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Figura 14: Ideogramas das populagdes de H. ancistroides analisadas. A: Araras, B:
Botucatu, C: Indaiatuba, D: Terra Roxa.

Exceto por Maurutto et al. (2012) e os dados descritos no Capitulo I, todo o
restante das populacdes de H. ancistroides apresentam 2n = 68 cromossomos (Artoni e
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Bertollo, 1996; Alves et al., 2006; Bueno et al., 2012; Rubert et al., 2011; Endo et al.,
2012; Alves et al., 2012; Maurutto et al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013; Traldi et
al., 2013), assim como as quatro populacdes aqui descritas (Figura 11). Diferencas nas
férmulas cariotipicas, apesar de existirem, foram muito sutis. Isso pode ser explicado
devido a presenca de rearranjos Robertsonianos, como fissées céntricas e inversdes
pericéntricas, que desempenham papel importante na evolucdo de Hypostominae
(Artoni e Bertollo, 2001). A fixacdo destes rearranjos nas populacdes é facilitada pelo
habitat destes animais, pois como sao organismos nao-migratérios, formam populacdes
isoladas que estdo mais propicias a endogamia (Almeida-Toledo et al., 2000).

Variacbes em Hypostomus ndo estdo restritas apenas a formulas cariotipicas,
ocorrem também em numero e localizacdo de sitios de RONs e padrées de
heterocromatina observados.

Regides organizadoras de nucléolo simples e em posicdo terminal séo
consideradas um carater basal em Loricariidae (Artoni e Bertollo, 1996; Oliveira e
Gosztonyi, 2000). Entretanto, o fenétipo mais observado em Hypostomus é a presenca
de RONs multiplas (Artoni e Bertollo 2001; Kavalco et al., 2005; Alves et al., 2006;
Martinez et al., 2011; Rubert et al., 2011; presente estlklgura 13), sugerindo que
Hypostomus seja um grupo derivado dentro da familia. Outra caracteristica conservada
neste género é a presenca de RONs terminais (Artoni e Bertollo 1996; Artoni e Bertollo
2001; Kavalco et al., 2005; Alves et al., 2006; Cereali et al., 2008; Martinez et al.,
2011; Rubert et al.,, 2011, Endo et al.,, 2012; Traldi et al., 2013, entre outros),
corroborada pelos resultados deste trabalho (Figuras 13 e 14).

N&do foram encontradas metafases que mostravam ao mesmo tempo os dois pares
de cromossomos com Ag-RONs nas populagcdes de Araras e Botucatu. Este
polimorsfismo esta relacionado com a atividade do cistron, que pode estar ativo ou néo,
dependendo das pressdes seletivas do ambiente ou apenas por acaso.

Os blocos de heterocromatina constitutiva estavam presentes em regides
pericentroméricas e terminais dos cromossomos (Figura 12), assim como também
descrito para H. ancistroides por Artoni e Bertollo (1996), Rubert et al. (2011), Traldi et
al. (2013), tornando-se um padrdo comum nesta espécie. A correspondéncia de sitios
ribossomais com blocos de heterocromatina constitutiva € comum em peixes
Neotropicais (Traldi et al., 2013), pois tais sequéncias estdo adjacentes ou intercaladas
entre si, o que facilita a dispersdo de RONs pelo genoma (Moreira-Filho et al., 1984,
Vicari et al., 2008).
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H. ancistroides de Terra Roxa apresentaram polimorfismos relacionados a
distribuicdo de heterocromatina. A auséncia de blocos em um dos homologos (Figura
12D), revelam a ocorréncia de trocas desiguais durante o periodo de divisdg celular
onde uma parte ou o bloco inteiro de heterocromatina foi translocado para outro
Cromossomo.

A presenca de um par de sitios de rDNA 18S e rDNA 5S é considerada
plesiomérfica para Loricariidae, dado que esta caracteristica esta presente no grupo
externo (Trichomycteridae) e em alguns géneros considerados basais por analise
morfologica: Neoplecostomus, Kronichthys, Isbrueckerichthgs Parotocinclus
(Armbruster, 2004; Ziemniczak et al., 2012). Artoni e Bertollo (1996) consideram
RONs simples como basal em Loricariidae e Bueno et al. (2014) acreditam que este
fendtipo seja basal em Hypostomus, pois também aparecem nas tribos Pterygoplichthini
e Ancistrini, pertencentes a Hypostominae.

Os exemplares analisados seguiram esta tendéncia, pois todos apresentaram dois
sitios de rDNA 5S, entretanto, estes sitios exibem polimorfismo dedpogm
exemplares de Araras e Indaiatuba, os sitios estdo localizados no braco curto de
cromossomos metacéntricos (Figuras 13 e 14), enquanto que em individuos de Botucatu
e Terra Roxa, os sitios estdo localizados no braco longo de cromossomos acrocéntricos
(Figuras 13 e 14). Esta variacdo entre numero e/ou localizagdo de rDNA em individuos
de uma mesma espécie sugere a existéncia de mecanismos para dispersdo destas
sequéncias (Bueno et al., 2014). Neste caso, ocorreu inversao pericéntrica, pois houve
mudanca do tipo cromossémico.

A existéncia destes dois fenotipos de rDNA 5S nas bacias dos rios Tieté e Grande
pode ser explicada por dispersdo da espécie. Uma metapopulagcdo ancestral apresentava
os dois fenétipos observados, que surgiram por inversdo pericéntrica. Com 0 aumento
do nivel dos rios em eras interglaciais, esta metapopulacdo conseguiu dispersar-se pela
regido entre as bacias, formando populacfes isoladas em cabeceiras de rios apds a
diminuicdo das &aguas. Foi observado apenas um fendtipo de rDNA 5S em cada
populacdo, sendo consequéncia de efeito fundador ou talvez presséo seletiva. Porém,
sdo observados os dois fenétipos em pontos de coleta préximos, sem correspondéncia
de fendtipo e geografia. Isso evidencia evolugcao por dispersao, que € corroborada pelas
arvores filogenéticas apresentadas para a espécie deste trabalho (Figuéas- 8
Capitulo 1), além de demonstrar que o rDNA 5S pode ser um potencial marcador

populacional.
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CAPITULO Il

Filogeografia de espécies do género Hypostomus: padrées na variagao cariotipica e
molecular
Dinaiza Abadia Rocha Reis, Karina de Oliveria Brandao, Lurdes Foresti de Almeida

Toledo, Monica Sonia Rodriguez, Rubens Pazza, Karine Frehner Kavalco

RESUMO - A tribo Hypostomini € composta apenas pelo género Hypostomus e a
possibilidade deste este género ser composto por alguns grupos monofiléticos por
apresentar € sugerida pela presenca de variacdo morfologica significativa e diversos
nameros diploides e formulas cariotipicas. O objetivo deste trabalho foi tracar a
filogeografia de espécies de Hypostomus e analisar a diversidade genética de algumas
populacdes de Hypostomus ancistroides, com posterior identificacdo da relacéo
existente entre variagcbes cromossdmicas e moleculares presentes neste grupo. Rede de
haplétipos foi construida para espécimes de H. ancistroides, utilizando o método
Median Joining. Arvores filogenéticas foram inferidas utilizando Maxima
Verossimilhanca e Analise Bayesiana. A analise de rede mostrou 18 hapl6tipos e a
formacao de dois haplogrupos: um composto por haplétipos da bacia do rio Paranaiba e
outro composto por haplétipos de todas as outras bacias estudadas, Tieté, Paranapanema
e Grande. Os resultados das arvores filogenéticas aliados aos dados cromossdémicos
disponiveis para o género evidenciaram a formacao de trés haplogrupos pela Analise
Bayesiana. O haplogrupo 1 foi formado por H. ancistroides pertencentes as bacias dos
rios Tieté e Paranapanema e praticamente todos os individuos apresentam 68
cromossomos. O haplogrupo 2 foi formado por diversas espécies provenientes dos rios
Paranaiba e Grande e todos possuem 72, 74 ou 76 cromossomos, a depender da espécie.
O haplogrupo 3 foi formado apenas por H. faveobasn 2n = 64. A presenca de altos
nameros diploides, grande numero de cromossomos subtelocéntricos/acrocéntricos em
relacdo ao complemento e RONs mudltiplas sugerem que Hypostomus seja um género
derivado em Loricariidae. As analises filogenéticas realizadas conseguiram validar as
simplesiomorfias cromossémicas encontradas entre as espécies. Os dados apresentados
reforcam a existéncia de pelo menos dois grupos dentro do género Hyppstomus

formados através de dados morfoldgicos, cariotipicos e moleculares.

Palavras-chave:Bayesiana, Maxima Verossimilhanca, Rede de haploétipos.
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CHAPTER 1lI

Phylogeography of species of the genus Hypostomus: standards in the karyotype
and molecular variation
Dinaiza Abadia Rocha Reis, Karina de Oliveira Brandao, Lurdes Foresti de Almeida

Toledo, Monica Sonia Rodriguez, Rubens Pazza, Karine Frehner Kavalco

ABSTRACT - The Hypostomini tribe is composed of the genus Hypostomus, and the
possibility that this geus consists of some monophyletic groups is suggested from the
presence of significant morphological variation and several diploid numbers and
karyotypes formulas. The objective of this waras to trace the phylogeography of
various Hypostomus species and analyze the genetic diversity of several populations of
Hypostomus ancistroides, with subsequent identification of the relationship between
chromosomal and molecular variations present in this group. Phylogenetic trees for all
species were inferred using Maximum Likelihood and Bayesian analysis, while a
haplotype network was built for thepecies H. ancistroides using the Median Joining
method. Network analysis revealed 18 haplotypes and the formation of two haplogroups
for H. ancistroides, the first deriving from the Paranaiba river basin and the second
from all other basins investigated, namely Tieté, Paranapanema and Grande.
Phylogenetic trees combined with the available gendered chromosomal data showed the
formation of three haplogroups by Bayesian analysis for all species considered. Here,
the first group was formed by H. ancistroides belonging to the the Tieté and
Paranapanema river basins, and virtually all individuals exhibited 68 chromosomes. The
second group was formed by various species from the Paranaiba and Grande rivers,
which exhibited 72, 74, or 76 chromosomes. The third haplogroup was formed only by
H. faveolus with 64 chromosomes. The presence of high diploid numbers as well as a
large number of subtelocentric and acrocentric chromosomes relative to complement
and multiple nucleolus organizer regions (NORs) suggesiat Hypostomus derives

from the family Loricariidae. Phylogenetic analyses also confirmed chromosomal
symplesiomorphy between Hypostomus species, while morphological, molecular, and
karyotypic data supported the existence of at least two groups within the genus

Hypostomus.

Key-words: Bayesian, Haplotype network, Maximum Likelihood.
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INTRODUCAO

A subfamilia Hypostominae compreende 40 géneros (Lujan et al., 2015) e 464
espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2016), e grande variagdo na coloracdo e
morfologia externa (Oyakawa et al., 2005; Zawadzki et al., 2008a). Armbruster (2004)
dividiu esta subfamilia em cinco tribos: Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini,
Ancistrini e Pterygoplichthini. A tribo Hypostomini possui 0 maior nimero de estudos
citogenéticos, sendo composta apenas pelo género Hypostomus Lacépede, 1803 (Reis et
al., 2003).

A possibilidade deste género ser composto por alguns grupos monofiléticos foi
sugerida com base na grande variacdo morfolégica existente (Muller e Weber, 1992;
Montoya-Burgos, 2003; Armbruster, 2004; Zawadzki et al., 2004; Alves et al., 2006)
aliada a identificacdo de diversos numeros diploides e férmulas cariotipicas (Artoni e
Bertollo, 1996; Alves et al., 2006).

Hypostomus ancistroides |hering (1911) apresenta polimorfismos de férmula
cariotipica, forma do corpo e coloracao (Endo et al., 2012). Sua ocorréncia em diversas
bacias do Alto rio Parana com diferentes morfotipos sugere que represente um
complexo de espécies e gue nesta regido exista uma complexa historia evolutiva para o
grupo.

Estes peixes apresentam ampla distribuicdo geografica, comportamento néo-
migratorio e alto desempenho adaptativo, favorecendo a formacédo de populacdes
isoladas sem a necessidade de barreiras fisicas (Alves et al., 2005; Bickfford et al.,
2007). Desta forma, estudos de populacbes de Hypostomus integrando ferramentas
citogenéticas e moleculares podem fornecer informacdes valiosas sobre filogeografia e
processos microevolutivos.

O objetivo deste trabalho foi tracar as relacdes filogenéticas e evolutivas de
algumas espécies de Hypostomus e analisar a diversidade genética de algumas
populacdes de H. ancistroides, com posterior identificagdo da relacdo existente entre

variagcdes cromossémicas e moleculares presentes neste grupo.
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MATERIAL E METODOS

Exemplares de Hypostomus foram coletados na bacia do rio Paranaiba, Grande,
Tieté e Paranapanema, totalizando 61 individuos pertencentes as espécies H. faveolus,
H. ancistroides, H. cf. tietensis, H. paulinus, H. regani, H. strigaticeps, H. margatritifer,
Hypostomus spe Hypostomus sp. 2 (Apéndice A). No Apéndice B sao apresentados os
dados citogenéticos disponiveis para estas espécies.

Amostras de tecidos de figado e coracdo dos exemplares foram utilizadas para
obtencdo do DNA gendmico. As extracdes foram realizadas com kit apropriado,
seguindo protocolo do fabricante.

Foram amplificadas sequéncias de dois genes mitocondriais, Citocromo Oxidase
Subunidade | (COI) e Citocromo b (Cyt b), e dois genes nucleares, RAG 1 e RAG 2. Os
primers utilizados para COI foram Fish BITCAACCAACCACAAAGACATTGGC-

3”) e Fish R1 (5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGA3’). Para Cyt b foram utilizados
CytbFc e CytbFc; para RAG 1, RAG1lFa e RAG1R1186; e para RAG 2, RAG2Fc e
RAG2R196, como descrito em Lujan et al. (2015).

A PCR foi conduzida com ciclos de 95°C por 2 min, seguidos por 35 ciclos de
94°C por 30 s, X°C por 30 s (a depender dos pares de primers), 72°C por 1 min, como
extensdo final de 72°C por 10 min. Apos o término da reacao foi realizada checagem
dos fragmentos amplificados por eletroforese em gel de agarose 1%, e caso fossem
positivos, foram enviados para sequenciamento realizado por empresa terceirizada.

As sequéncias obtidas foram editadas através do programa Chromas Lite v2.01,
verificadas no GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov) atravésmdgrpma “Blastn”, e
alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW v1.6 (Thompson et al., 1994) pelo software
MEGA v6 (Tamura et al., 2013).

Rede de haplétipos para populagbes de H. ancistroides foi inferida com 0 mtDNA
COl utilizando o método Median Joining (MJ) como implementado em Network 4.5.0.2
(Fluxus Technology Ltd). Foi realizado Teste D de Tajima (Tajima, 1989) para testar a
neutralidade da evolugédo do mtDNA COI.

Andlises de Maxima Verossimilhanca (MV) foram conduzidas com o software
PAUP 4.0, e a escolha do melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi estimada
usando Akaike Information Criterion (AIC) como implementado Modeltest 2.3
(Nylander, 2004).
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Andlise Bayesiana (ABjoi conduzida usando Beast v1.8.2 (Drummond et al.,
2012) com modelo HKY. Apos a corrida de 50 milhdes de MCMC, o comprimento da
cadeia de amostragem a cada mil geracdes foi avaliado com Tracer v.1.6 para verificar o
tamanho efetivo da amostra (ESS) e a convergéncia da cadeia. Com o software Tree
Annotator v.1.8 descartou-se as 25% primeiras arvores como burn-in. A observacao de

ambas as arvores obtidas (MV e AB) foram realizadas em FigTree v.1.4.2.

RESULTADOS

21 sequéncias de H. ancistroides foram encontradas, com 623 pb e 18 hapl6tipos.
A rede de haplétipos (Figura 14) mostrou um grande numero de passos mutacionais
entre os haplétipos. Trés haplotipos, H1, H4 e H5, foram os mais comuns, todos
compostos por dois espécimes e o restante dos haplotipos constituiram singletons. H1 e
H5 foram formados por individuos do Alto Paranapanema, dois de Sao Miguel Arcanjo
e dois de Botucatu, respectivamente. H4 apresentou espécimes do Grande e Tieté, um
de Colina e um de Araras. O maior niumero de passos mutacionais observados ocorreu
entre haplotipos da bacia do rio Paranaiba e o restante da rede, evidenciando a
existéncia de dois haplogrupos. Apesar disso, dois haplétipos desta bacia (H13 e H14)
ficaram distantes deste grupo. Detalhe para H14 que além de distante, surge a partir de
H4.

O teste de neutralidade revelou D negativo (D: -1,85669) e significante (p < 0,05),

0 que indica a ocorréncia de um excesso de polimorfismos de baixa frequéncia, dado
comprovado pelo grande nimero de singletons existentes na rede de haplétipos.

Arvores obtidas pelos genes Cyt b, RAG 1 e RAG 2 apresentam muitas politomias
e auséncia de formacdo de grupos (dados ndo apresentados), ndo sendo informativas
para a filogeografia do género Hypostomus.

Entretanto, as arvores filogenéticas obtidas pela COI com os métodos MV e AB
evidenciaram a presenca de duas linhagens em Hypostomus (Figura 15 e 16,
respectivamente). A primeira linhagem (nomeada por haplogrupo 1) é composta por H.
ancistroides oriundos praticamente apenas das bacias dos rios Tieté e Paranapanema,
acrescidos de H. cf. tietensis da bacia do rio Paranaiba. A segunda linhagem
(haplogrupo 2) é composta por espécies provenientes das bacias dos rios Paranaiba e
Grande. A andlise bayesiana ainda evidencia uma terceira linhagem (haplogrupo 3)
composta apenas por H. faveolus (Figura 16
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DISCUSSAO

Pela Teoria do Coalescente haplétipos que localizam-se no centro da rede séo
considerados ancestrais, enquanto que haplotipos nas extremidades indicam origem
mais recente (Posada e Crandall, 2001). Diante disso, H5 entéo seria o haplétipo mais
ancestral, considerado centro de diversidade da espécie (Figura 14). O grande ndamero
de passos mutacionais na rede separa dois haplogrupesfoAnado apenas por
haplétipos da bacia do rio Paranaiba; e Bormado por todos os outros haplétipos.
Entretanto, ha ocorréncia de haploétipos da bacia do rio Paranaiba juntamente ao restante
da rede (H13 e H14). Essa condi¢cdo pode ser apenas uma convergéncia de sequéncias,
ocasionada por homoplasia, porém pode se tratar de algo mais complexo. Como H5 é o
centro de diversidade, a partir dele pode ter ocorrido a dispersao dos haplétipos para
outras regides. Na bacia do rio Paranaiba, este hapl6tipo pode ter acumulado mudancas
e originado outros, sem que ele desaparecesse. Assim, H13 e H14 podem compartilhar
mais semelhancas com o haplétipo ancestral do que os outros haplétipos da bacia a que
pertencem, agrupando-se proximo ao haplétipo ancentral.

A relacdo existente entre H7 e H9 formou um circulo na rede de haplétipos
(Figura 14). A formacéo deste circulo indica eventos de homoplasia, similaridades nas
sequéncias que ndo séo resultado de ancestralidade. Elas aparecem por convergéncia
paralela ou por mutacdes reversas (Posada e Crandall, 2001).

Mesmo dentro de um haplogrupo, a maioria dos haplétipos esta separada por
muitos passos mutacionais. Isso pode estar relacionado ao modo de habitat destes
animais, pois peixes ndo migratérios formam populacdes isoladas que facilitam a
fixacdo de mudancas pela endogamia (Almeida-Toledo et al., 2000). Assim, mesmo
habitando a mesma bacia hidrografica, podem acumular muitas mutacbes nas
sequéncias e se diferenciarem.

A ocorréncia de grande numero de polimorfismos de baixa frequéncia
singletons- na rede de haplétipos (Figura 14) pode ser interpretada como uma expansao
populacional (Simonsen et al., 1995). O aumento da populagdo juntamente com o
aumento da area de distribuicdo possibilita o aparecimento de novas mutacdes que
possuem baixa frequéncia. Isso explica porque cerca de 80% dos haplétipos (15 em 18)
estdo representados apenas por um individuo. Uma alternativa para este cenario é a
presenca de selecao purificadora, que ndo permite a presenca de novos polimorfismos,
ou seja, mutagdes raras s sdo observadas em sitios silenciosos (Simonsen et al., 1995).
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O género Hypostomus apresenta grande diversidade cariotipica, com numeros
diploides variando de 52 em H. emarginatus (Artoni e Bertollo, 2001) a 84
cromossomos em Hypostomus sp. 2 (Cereali et al., 2008).

Apesar de ndo ser considerado um grupo conservado (Artoni e Bertollo, 1996), as
arvores filogenéticas obtidas neste trabalho (Figura 15 e 16), principalmente por analise
Bayesiana (Figura 16), demonstram a formacdo de grupos que podem ser associados
com dados citogenéticos.

Pela andlise Bayesiana, o haplogrupo 1 € formado por exemplares de H.
ancistroides pertencentes as bacias dos rios Tieté e Paranapanema e todos os individuos
apresentam 68 cromossomos (Artoni e Bertollo, 1996; Alves et al., 2006; Bueno et al.
2012; Rubert et al., 2011; Endo et al., 2012; Maurutto et al., 2012; Alves et al., 2012;
Pansonato-Alves et al., 2013; Traldi et al., 2013), exceto a populacdo de Sdo Miguel
Arcanjo que apresenta 66, como demonstrado no Capitulo I. Trés individuos da bacia do
rio Paranaiba ainda fazem parte deste grupo (2 exemplares de H. ancistroides e 1
individuo de H. cf. tietensis), reafirmando a tendéncia dos agrupamentos por namero
cromossomico, pois todos apresentam 68 cromossomos. O haplogrupo 2 é formado por
diversas espécies provenientes dos rios Paranaiba e Grande e todos possuem 72, 74 ou
76 cromossomos, a depender da espécie. Um exemplar de H. ancistroides do rio
Paranaiba faz parte deste haplogrupo, e apesar de ndo existir dados citogenéticos
confirmando seu namero diploide acima de 70 cromossomos, pode-se sugerir equivoco
na identificacdo devido ao ramo que pertence. O haplogrupo 3 formado apenas por H.
faveolus reforca a separacdo deste ramo do restante, visto que descricbes para H.
faveolus demonstram 2n = 64 cromossomos (Bueno et al., 2013).

Em Hypostomini, Muller e Weber (1992) sugerem a divisdo de Hypostomus em
dois grupos com base em morfologia e coloragdo do corpo: um grupo chamado
plecostomus e outro grupo chamado regani. Os dados apresentados pelas arvores
filogenéticas (Figuras 15 e 16) confirmam a existéncia de pelo menos dois grandes
grupos dentro de Hypostomus (Haplogrupos 1 e 2), validando as simplesiomorfias
cromossOmicas encontradas nas espécies.

H. faveolus constitui o haplogrupo 3 (Fig. 16) na analise Bayesiana, porém, sao
necessarias mais sequéncias desta espécie e mais amostragens ao longo da bacia para
caracterizar esta espécie como pertencente a um grupo distinto dos demais.

Apesar da formacdo de grupos, as arvores ainda apresentam muitas relacées néo

resolvidas dentro destes grupos. As arvores obtidas por Cyt b, RAG 1 e RAG 2
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evidenciaram ainda mais estas relacdes nao resolvidas, portanto foram consideradas néo
informativas para o género. Isto pode ter ocorrido pelas taxas de mutagdo dos genes
utilizados. As arvores de RAG 1 e RAG 2 apresentaram o maior numero de politomias,
devido ao fato que genes nucleares apresentam baixa taxa de evolucdo quando
comparados com genes mitocondriais (Avise et al., 1987). Apesar de ser mitocondrial,
Cyt b é mais conservado, sendo utilizado na maioria das vezes em estudos de taxons
acima do nivel de espécies (Pereira, 2000). Sendo assim, COI foi o melhor gene
utlizado para resgatar as relacdes filogenéticas existentes entre as espécies.

Em Loricariidae, 54 cromossomos sdo considerados condicdo basal (Artoni e
Bertollo, 2001), relatados também em espécies de Hypoptopomatinae (Andreata et al.,
1993, 1994), Loricarinae (Scavone e Julio Jr., 1995), e no grupo externo
Trichomycteridae (Lima e Galetti Jr., 1990). Em Hypostominae, Rhinelepini (Artoni e
Bertollo 2001) e Corymbophanini (Alves et al., 2005) apresentam espécies com 54
cromossomos; Pterygoplichthyini e Ancistrini, consideradas irmés (Armbruster, 2004),
apresentam 2n = 52 cromossomos (Artoni e Bertollo, 1996; 2001). A reducao do
namero diploide pode ter ocorrido por fusbes céntricas, pois a maioria dos
cromossomos das espécies destas tribos sdo do tipo metacéntricos/submetacéntricos
(Alves et al., 2006).

Montoya-Burgos (2003) identificou com dados moleculares uma relagdo mais
préxima de H. emarginatus com outros Hypostominae do que com Hypostomus, e por
possuir baixo numero diploide (comumente encontrado em outras tribos de
Hypostominae), € provavel que esta espécie ndo pertenca a Hypostomini (Alves et al.,
2006). Caso H. emarginatus ndo pertenca de fato a tribo Hypostomini, H. plecostomus
apresentaria o menor diploide, com 2n = 54 cromossomos (Muramotto et al., 1968).

Artoni e Bertollo (1996) sugerem que rearranjos Robertsonianos, como fissdes
céntricas e inversdes pericéntricas desempenham papel importante na evolucdo dos
Hypostominae. Ainda segundo estes autores, ha uma relacéo inversa entre o aumento do
namero diploide e a propor¢gdo de cromossomos com dois bracos. Essa tendéncia é
confirmada nas espécies presentes neste trabalho, onde ocorreu aumento de
cromossomos subtelocéntricos/acrocéntricos com o aumento do numero diploide
(Apéndice B).

Quanto ao fendtipo de Regides Organizadoras de Nucléolo (RONS), sitios simples
e em posi¢do terminal sdo plesiomorficas em Loricariidae (Artoni e Bertollo, 1996;
Oliveira e Gosztonyi, 2000). Quanto a posicdo, RONs terminais sdo consideradas
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conservadas no género Hypostomus, contando com diversas descricdes (Artoni e
Bertollo 1996; Artoni e Bertollo 2001; Kavalco et al., 2005; Alves et al., 2006; Cereali

et al., 2008; Martinez et al., 2011; Rubert et al., 2011, Etdd, 2012; Traldi et al.,

2013). Em relacdo ao numero de sitios, sdo observados em Hypostomus RONs simples
(Endo et al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013) e multiplas, embora este ultimo
fendtipo seja mais observado no género (Artoni e Bertollo 2001; Kavalco et al., 2005;
Alves et al., 2006; Martinez et al., 2011; Rubert et al., 2011; Alves et al., 2012; Bueno
et al., 2013; entre outros).

A presenca de altos numeros diploides, grande numero de cromossomos
subtelocéntricos/acrocéntricos em relacdo ao complemento e RONs multiplas sugerem
entdo que Hypostomus seja um género derivado em Loricariidae. Os dados apresentados
reforcam a existéncia de pelo menos dois grupos dentro do género Hyppstomus

formados através de dados morfologicos, cariotipicos e moleculares.

@ Tieté
@ Paranapanema

@ Grande
H12

@ Paranaiba

@ Hapldtipo faltante

Haplogrupo A
Tieté— Paranapanema - Granc

Haplogrupo B
Paranaiba

Figura 15: Rede de hapl6tipos encontrada para H. ancistroides, com formacéo de dois

haplogrupos.
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Figura 16: Arvore de Maxima Verossimilhanca obtida para espécies de Hypostomus analisadas. Os nimeros representam os valores de

bootstrap.
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Figura 17: Arvore Bayesiana obtida para espécies de Hypostomus analisadas. Os valores de probabilidade posterior superiores a 70% s&o

demonstrados por circulos pretos nos nés.
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Apéndice A

Tabela 3.Detalhes dos exemplares coletados e utilizados no estudo.

NUmero Registro
da de Espécie Ponto de Coleta Coordenadas Bacia hidrografica
amostra laboratorio
2 1702 H. aff. ancistroides Sao Miguel Arcanjo 23°54°14.30°S 47°55’°46.75”0O  Rio Paranapanema
3 1705 H. aff. ancistroides S&o Miguel Arcanjo 23°54°14.30”S 47°55’46.75”0O  Rio Paranapanema
4 1726 H. ancistroides Araras 22°22°59.64”S  47°25°49.50”0 Rio Tieté
5 1744 H. aff. ancistroides Sao Miguel Arcanjo 23°54°44.58’S 47°57°40.50°0C  Rio Paranapanema
6 1748 H. regani Terra Roxa 20°43°34.00”S 48°19°15.80”0 Rio Grande
7 1749 H. regani Terra Roxa 20°43°34.00”S 48°19°15.80”0 Rio Grande
8 1750 H. regani Terra Roxa 20°43°34.00”S 48°19°15.80”0 Rio Grande
9 1751 H. margaritifer Terra Roxa 20°43°34.00”S 48°19°15.80”0 Rio Grande
12 1762 H. regani Campina do Monte 23°32°59.04”S 48°30’44.58”’0  Rio Paranapanema
Alegre
13 1801 H. aff. ancistroides Colina 20°68°48.2)”S 48°53°14.20°0 Rio Grande
16 1901 H. ancistroides Araras 22°22°59.64”S 47°55°46.75°0 Rio Tieté
17 1903 H. ancistroides Botucatu 22°52°29.15°S 48°22°27.50°0 Rio Tieté
18 1907 H. strigaticeps Botucatu 22°52°29.15°’S 48°22°27.50°0 Rio Tieté
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Apéndice A- Tabela 3. Cotinuagéo.

19
20
21
22
23
25
27
28
29
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31
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33
34
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38
39
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1922
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I T T T T T =T
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H. regani
H. regani
H. cf. tietensis
H. strigaticeps
H. faveolus
H. paulinus
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Hypostomus sp. 2

Hypostomus sp.

Botucatu
Conchas
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Indaiatuba
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Conchas
Terra Roxa
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Rio Paranaiba P2
Rio Paranaiba P3
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Rio Meia Ponte
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Rio Meia Ponte
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23°05°39.12°S
23°0003.00S
20°43°34.00°S
20°43°34.00’S
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18°40°40.37”S
19°04°32.08”S
18°40°0051”’S
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17°44°13.15”S
17°44°13.15”S
17°44°13.15”S
17°44°13.15”S
17°44°13.15”S
17°44°13.15”S

48°22°27.50°0
48°00°00.00”0
48°0000.0”0
47°15°38.16”0
47°15°38.16°0
48°0000.0”0
48°19°15.8070
48°19°15.80°0
48°30°23.44”0
48°30°23.44”0
46°24°33.07°0
46°31°13.1270
48°30°23.44”0
49°25°52.24”0
49°25°52.24”0
49°25°52.24”0
49°25°52.24”0
49°25°52.24”0
49°25°52.24”0

Rio Tieté
Rio Tieté
Rio Tieté
Rio Tieté
Rio Tieté
Rio Tieté
Rio Grande
Rio Grande
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba

Rio Paranaiba
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Apéndice A- Tabela 3. Continuagéo.

40
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Hypostomus sp.
Hypostomus sp.

H. ancistroides

Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.
Hypostomus sp.

Hypostomus sp.

Rio Meia Ponte
Rio Uberabinha
Rio Uberabinha
Rio Paranaiba P1
Rio Uberabinha
Rio Paranaiba P1
Rio Paranaiba P2
Rio Paranaiba P2
Rio Paranaiba P2
Rio Paranaiba P2
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Rio Paranaiba P3
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Olhos d’Agua
Rio S&o Joao
Rio S&o Joao
Rio S&o Joéo

Rio Paranaiba P4

17°44°13.15”S
18°40°40.37”S
18°40°40.37”S
19°10°56.23”S
18°40°40.37”S
19°10°56.23”S
19°04°32.08”S
19°04°32.08”S
19°04°32.08”S
19°04°32.08”S
18°40°00.51”S
18°40°00.51”S
18°40°00.51”S
19°13°49.31”S
19°13°49.30°S
19°18°29.72”S
19°18°29.72”S
19°18°29.72”S
19°07°52.57’S

49°25°52.24”0
48°30°23.44”0
48°30°23.44”0
46°19°58.06”0
48°30°23.44”0
46°19°58.06”0
46°24°33.07°0
46°24°33.07°0
46°24°33.07°0
46°24°33.07°0
46°31°13.1270
46°31°13.12”70
46°31°13.1270
46°12°20.70”0
46°12°20.70”0
46°23°49.62”0
46°23°49.62”0
46°23°49.62”0
46°23°30.42”0

Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba

Rio Paranaiba
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Apéndice A- Tabela 3. Continuagéo.

59
61
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63
64
65
66
67
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69
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3112
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3128
3140
3184
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Hypostomus sp.

Hypostomus sp.

H. regani

Hypostomus sp.

H. strigaticeps
H. regani
H. regani

H. regani

Hypostomus sp.

H. regani

Rio Paranaiba P4
Rio Paranaiba P1
Rio Paranaiba P3
Rio Paranaiba P5
Rio Paranaiba P5
Rio Paranaiba P5
Rio Paranaiba P5
Rio Paranaiba P5
Rio Paranaiba P5

Rio Paranaiba P1

19°07°52.57”S
19°10°56.23”S
18°40°00.51°S
18°55°0426”S
18°55°0426”S
18°55°0426S
18°55°0426S
18°55°0426”S
18°55°0426”S
19°10°56.23”S

46°23°30.42”0
46°19°58.06”0
46°31°13.1270
46°30°20.68”0
46°30°20.68”0
46°30°20.68”0
46°30°20.68”0
46°30°20.68”0
46°30°20.68”0
46°1958.0670

Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba
Rio Paranaiba

Rio Paranaiba
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Apéndice B

Tabela 4.Dados citogenéticos disponiveis para espécies de Hypostomus utilizadas neste estudo. Adaptado de Lorscheider et al. (2015).

Espécie Bacia Hidrigrafica  2n Formula NOR Referéncia
H. faveolus Rio Araguaia 64 18M + 20SM + 48ST/A Multiplas Rubert et al. (2008)
H. ancistroides Rio Piracicaba 68 16M+ 18SM + 34ST/A Multiplas Artoni e Bertollo (1996)
H. ancistroides Rio Tieté 68 18M + 10SM + 12ST + 28A Mdltiplas Alves et al. (2006)
H. ancistroides Rio Piquiri 68 14M + 14SM + 8ST + 32A  Mdltiplas Bueno et al. (2011, 2013)
H. ancistroides  Rio Paranapanema 68 10M + 26SM + 32ST /A Multiplas Rubert et al. (2011)
H. ancistroides Rio Pirapé 68 14M + 12SM + 18ST + 24A Mdltiplas Endo et al. (2012)
H. ancistroides Rio Pirapé 68 16M + 12SM + 18ST + 22A Mdltiplas Endo et al. (2012)
H. ancistroides Rio Ivai 68 8M + 10SM + 18ST + 32A  Mudltiplas Endo et al. (2012)
H. ancistroides Rio Corumbatai 68  16M + 4SM + 16ST + 32A  Mdltiplas Alves et al. (2012)
H. ancistroides Rio Tibagi 66 12M + 16SM + 10ST + 28A Mdltiplas Maurutto et al. (2012)
H. ancistroides Rio Paranapanema 68 10M + 20SM + 10ST + 28A Mdltiplas Pansonato-Alves et al. (201
H. ancistroides Rio Passa Cinco 68 14M + 16SM + 22ST + 16A Mudltiplas Traldi et al. (2013)
H. tietensis Rio Paranapanema 68 14M + 12SM + 42ST/A - Oliveira e Foresti (1993)
H. paulinus Rio Mogi-Guagu 72 10M + 18SM + 44 ST/A Multiplas Artoni e Bertollo (1996)
H. paulinus Rio Mogi-Guagu 72 14M + 20SM + 38ST/A Multiplas Artoni e Bertollo (1996)
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Apéndice B- Tabela 4. Continuacao.

H. paulinus
H. aff. paulinus
H. prope paulinus

H. regani

H. regani
regani
regani

regani

r £ T T

regani

H. regani

. strigaticeps
. Strigaticeps
. Strigaticeps
. strigaticeps
. strigaticeps

. Strigaticeps

I T T T T T T

. margaritifer

Rio Piquiri
Rio Corumbatai
Rio Mogi-Guacu
Rio Tieté
Rio Mogi-Guacu
Rio Piumhi
Rio Paranapanema
Rio Ivai
Rio Piquiri
Rio Mogi-Guacu
Rio Paranapanema
Rio Ivai
Rio Corumbatai
Rio Piquiri
Rio Paranapanema
Rio Tieté

Rio Paranapanema 76

6M + 6SM + 54ST/A
10M + 12SM + 32 A
6M + 18SM + 12ST + 40A
10M + 20SM + 42ST/A
12M + 18SM + 26ST + 16A
6M + 6SM + 32ST + 28A
8M + 16SM + 48ST/A
10M + 18SM + 44ST/A
12M + 14SM + 18ST + 30A
12M + 8SM + 10ST + 42A
12M + 18SM+ 42ST/A
10M + 16SM+ 46ST/A
10M + 14SM+ 18ST+ 30A
10M + 14SM+ 14ST+ 36A
12M + 12SM+ 18ST+ 30A
10M + 18SM+ 18ST+ 26A
30M/SM + 42ST/A

Simples
Simples
Simples
Multiplas
Multiplas
Multiplas
Multiplas
Multiplas
Multiplas
Simples
Multiplas
Multiplas
Multiplas
Multiplas
Simples
Multiplas

Rubert et al. (2011)
Bueno et al. (2013)
Alves et al. (2012)
Artoni e Bertollo (1996)
Alves et al. (2006)
Martinez et al. (2011)
Mendes-Neto et al. (2011)
Rubert et al. (2011)
Endo et al. (2012)
Bueno et al. (2013)
Artoni e Bertollo (1996)
Rubert et al. (2011)
Endo et al. (2012)
Alves et al. (2012)
Bueno et al. (2013)
Pansonato-Alves et al. (201
Rocha Reis et al. (2013)
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4. CONCLUSAO GERAL

Hypostomus aff. ancistroides de Sao Miguel Arcanjo € uma nova espécie do
complexo de espécies. Esta ideia € corroborada pela reducdo do numero diploide
apresentado com consequente isolamento reprodutivo, pela existéncia de um sistema
cromossbmico sexual e pelo monofiletismo em relagcdo as outras populacbes de H.
ancistroides.

A analise de populacdes alopatricas de H. ancistroides mostrou a existéncia de
polimorfismos na férmula cariotipica, AgQ-RONs e rDNA 5S. Além disso, foi possivel
identificar a dispersdo como mecanismo de evolugdo para esta espécie com base nos
resultados de rDNA 5S, evidenciando que este pode ser um potencial marcador
populacional.

Os dados moleculares obtidos por COIl e Cyt b, juntamente com informacdes da
literatura, permitiram a identificacdo de pelo menos dois grandes grupos dentro do
género Hypostomus, corroborados por dados morfolégicos, cariotipicos e moleculares.
Além disso, as andlises filogenéticas realizadas conseguiram validar as
simplesiomorfias cromossémicas encontradas entre as espécies.

O género Hypostomus é um grupo muito diverso, seja no aspecto morfolégico,
cariotipico ou molecular. Devido ao seu grande numero de espécies e recente
diversificacdo, sdo necessarios mais estudos para que possa se compreender a historia

evolutiva deste grupo.
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