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1. APRESENTACAO E OBJETIVOS

Hypostomusé o género mais especioso da subfamilia Hypostmmioom 130
espécies nominais. O elevado numero de espéciess qmara 0 género que ainda néo
foram propriamente descritas e a grande variagéaespecifica na morfologia e padrdes
de coloracao dificultam a identificacdo das espgécféonsequentemente, um grande
namero de estudos € realizado com espécies nadifickefas impedindo analises
comparativas amplas sobre o género. Este cenamdéta € valido para estudos
citogenéticos, que consistem principalmente emra@&s citogenéticas de espécies novas
ou nao identificadas.

Embora os estudos citogenéticos ldgpostomugenham iniciado em 1968, com a
descricdo deH. plecostomus os conhecimentos sobre a evolucdo e diferenciacao
cromossOmica do género ainda sdo vagos. Os numliptégles variam amplamente entre
as espécies, de 54 cromossomogkplecostomus 84 cromossomos efypostomusp.

2, sendo o numero dipldide de 54 cromossomos oem&ld ancestral para 0s
Hypostominae. Acredita-se que espécies com nunupb&Edes maiores apresentem uma
maior proporcao de cromossomos subtelocéntricosr@é@ntricos, 0 que sugere que a
evolugdo cromossOmica neste género tenha ocortiduéa de fissdes. A existéncia de
variacdes estruturais entre cariotipos de espérss 0 mesmo numero diploide indica
ainda a ocorréncia de diferenciagdo cromossdmitta es espécies através de alteracdes
cromossOmicas estruturais, como inversdes pericasir

Poucos estudos foram realizados sobre marcaddoggemméticos entlypostomus.
As regifes organizadoras de nucléolos parecemrvemiasideravelmente e o pequeno
namero de estudos com hibridizagéocsitu de sitios de DNA ribossomal ndo permite a

verificacdo de alguma tendéncia para o género.dimgdo aos padrdes de distribuicdo de



heterocromatina, a presenca de blocos heterocrmyeatentromeéricos e teloméricos esta
correlacionada a espécies com numeros dipléidesme®r a presenca adicional de blocos
intersticiais a espécies com numeros dipldides adles, sugerindo a ocorréncia de
dispersao de heterocromatina entre cromossomolsamiologos.

Tendo em vista o numero baixo de descricOes citigas de espécies nominais
de Hypostomusprincipalmente em relacéo a descricdo da hetmrmtina e mapeamento
de DNA ribossomal, e a necessidade de estudos cativos amplos e atualizados, o
presente trabalho prop6s realizar as analisesecitdigas das espécies Hgpostomus
principalmentedo rio Piquiri (Parana). Os dados obtidos foramlisam@os em conjunto
com os presentes na literatura, buscando posséreléncias evolutivas ou caracteristicas
de subgrupos dentro do género e fornecendo subsidgistematica e filogenética deste

complexo grupo de peixes.



2. INTRODUCAO

2.1 Bacia do rio Tocantins-Araguaia

A Diviséao Hidrografica Nacional foi instituida pel@onselho Nacional de Recursos
Hidricos a partir da Resolucéo n°. 32, de 15 debwatde 2003, que estabeleceu doze
regides hidrogréaficas que orientariam o Plano Nadide Recursos Hidricos. Esta divisao
foi baseada na localizacdo e caracteristicas nstsaciais e econdmicas das regides,
tendo em vista que seria utilizada para o planejone gerenciamento de recursos. As
regides consistem na regido hidrografica Amazoénica,Tocantins-Araguaia, Atlantico
Nordeste Ocidental, do Parnaiba, Atlantico Nord€xtental, Sdo Francisco, Atlantico
Leste, Atlantico Sudeste, do Parana, do Urugudgnéico Sul e do Paraguai (CNRH,
2003).

A regido hidrogréafica do Tocantins-Araguaia aprésema superficie de 918.273
km?, cobrindo cerca de 10% do territorio nacionalatiimdo cinco estados brasileiros e o
Distrito Federal. O clima da regi&o é tropical, cooims periodos climaticos (chuvas e seca)
bem definidos. O rio Tocantins é formado pelo ras dAlmas e Maranhdo, e tem uma
extensdo de aproximadamente 1.960 km. Seu prineibaénte € o rio Araguaia, com
2.600 km de extensao (MMA, 2006a).

Um levantamento de espécies de peixes realizaganmme estadual do Cantéo, no
estado do Tocantins, permitiu a identificacdo d& @3pécies de peixes, sendo as ordens
mais representativas os Characiformes (52,4%) ®ilogformes (26,9%). A ictiofauna é
composta por uma mistura de espécies do rio Amazaus escudos do Brasil Central e
das Guianas, além de espécies tipicas do rio Tinsaf parque onde o levantamento foi

realizado apresenta aproximadamente 896, kma &rea pequena considerando a area



total da bacia, o que sugere a existéncia de uwsasitiade de espécies muito maior na

totalidade da bacia (Ferreieaal, 2011).

2.2 Bacia do rio Parana

O rio Parana é formado pela confluéncia dos ricen@ e Paranaiba, drenando
uma area de 2.800.000 km percorrendo cerca de 3.800 km, sendo 810 knegitotio
brasileiro. E um rio de planalto, caracterizado ypmia grande quantidade de corredeiras e
quedas d’agua (Godoy, 1986; Stevaal, 1997). A bacia do rio Parana apresenta trés
tipos de clima: tropical quente, temperado e spited Gmido. A precipitacdo meédia anual
mantém-se em torno de 1.500 mm, com 0s maioresegabfrorrendo na regido da bacia
do rio Iguacu e as mais baixas nas regides dod?acsnapanema e Tieté (Godoy, 1986).
Os principais conflitos pelo uso de agua na redi@bografica do Paranad envolvem
consumo excessivo na irrigagdo e problemas causpdts poluicdo, gerada pela
suinocultura intensiva e aglomeracdes urbanas (MBO8GbL). A Regido Hidrografica do
Parand apresenta seis unidades hidrogréaficas: éa@arGrande, Tieté, Paranapanema,
Parana e Iguacu (MMA, 2006c).

A unidade hidrogréfica do Iguacu representa 7,5%retfdo hidrografica do
Parana, com uma &rea de 65.55&8 .kih uma das unidades menos populosas da regido
hidrografica do Parana, porém recebe cargas dé;folde origem doméstica e industrial
significativas da regido metropolitana de Curitidacia do Iguacu apresenta um elevado
grau de endemismo. Sao descritas 86 espécies parEaa sendo 29 endémicas (Ingenito
et al, 2004; IAP, 2008).

Considerado parte da unidade hidrografica do Pacarié Piquiri € um importante

afluente do rio Parana. Suas nascentes estdozladasi na divisa dos municipios Turvo e



Guarapuava. Drena uma area de 24.158 gercorrendo cerca de 560 km até desaguar no
rio Parana (IAP, 2008). Apresenta aguas rapidasckvilade de 2,2 m/km (Agostinted

al., 1997). A ictiofauna do rio Piquiri € compostangipalmente por mais de 60 espécies,
sendo as ordens mais representativas os Silurifgromen 29 espécies, e Characiformes,
com 26 espécies (Gubiagt al, 2006). As espécies encontradas variam entrem®$ do
proprio rio e em relagédo ao rio Parana, com diweespécies consideradas raras em outros

ambientes (Pavanelli, 2006).

2.3 Consideracdes sobre HypostominaeHypostomus

A ordem dos Siluriformes é diversa e amplamentgiblisda, ocorrendo em todos
0s continentes e compreendendo cerca de 3.000 iesp@eerraris, 2007). Habitam
principalmente aguas doces, com representanteshmarpertencentes principalmente as
familias Ariidae e Plotosidae (de Pinna, 1988). $amcterizados pelo corpo nu ou
coberto por placas dérmicas, apresentando grandgssidiade na forma, tamanho e
habitats (Reis, 1998).

A maior parte dos Siluriformes possui habito naturNuitos apresentam olhos
pequenos, utilizando barbilhbes na busca por atonenexploragdo do ambiente. Um
grande numero de espécies possui 0s raios anteri@a® nadadeiras peitorais e dorsal
convertidos em um aculeo forte e afiado que o paiaatém ereto quando alarmado. O
aculeo € mantido ereto através de um sistema de @ friccdo. As superficies asperas
necessdrias a esse sistema sdo utilizadas paradac@o de sons por alguns peixes,
provavelmente servindo como alerta a predadoredl@illc 1981).

Loricariidae é a maior familia da ordem dos Sitmfes, com cerca de 960

espécies (Froese & Pauly, 2012). Esta distribuéda @osta Rica, Panama e América do



Sul, sendo encontrados em altitudes de até 3.00@sn@elson, 2006). Sete subfamilias
sdo aceitas em Loricaridae até o ano de 2011: uisdie, Hypoptomatinae,
Hypostominae, Lithogeneinae, Loricariinae, Neopstaminae e Otothyrinae (Armbruster,
2004; Reiset al, 2006; Chiachiceet al, 2008). Em 2011, Cramet al. (2011) publicam a
filogenia molecular de Neoplecostominae e Hypoptegtinae, invalidando a subfamilia
Otothhyrinae.

A subfamilia Hypostominae contém cinco tribos: @uoopphanini, Rhinelepini,
Hypostomini, Pterygoplichthini e Ancistrini (Armister, 2004). A maior parte das
espécies é restrita a ambientes de agua doce, aoaica diversidade de espécies nas
drenagens costais do leste e sudeste brasileirggeséntam uma variabilidade
intraespecifica consideravel na morfologia e pagrdle coloracdo, dificultando a
delimitacdo da variabilidade dos taxons, além degtemde numero de espécies ainda nao
descritas. Gracas a estas caracteristicas, existgrande numero de espécies de carater
taxond6mico incerto na subfamilia, principalmentegg@aeraHypostomugWeber, 2003).

O géneroHypostomuspertence a tribo Hypostomini, contendo cerca de 130
espécies (Froese & Pauly, 2012). Segundo Armbr(@6£4), € o unico género valido da
tribo, considerand@phanotorulus Cochliodon Isorineloricaria, Squaliformae Watwata
como sindénimos delypostomusEmbora ndo tenham sido realizadas pesquisasiposse
sobre as relacdes filogenéticas em Hypostomingaaiméo existe consenso em relacdo a
guais géneros devem ser sinonimizados e alguralhieposteriores (e.g. Ferraris, 2007)
ndo adotaram esta proposta. As relacbes entrepésies do género também nado estédo
bem definidas. O elevado nimero de espécies nmndificulta a elaboracdo de uma
filogenia completa para o género. As propostasigadds até o momento incluem um
namero relativamente baixo de espécies nominaisefr@o total existente no género, além

de algumas espécies novas ou ndo identificadagald®orma que a sobreposicédo e



comparacao entre as propostas sdo inviaveis (AstésrL2003; Montoya-Burgos, 2003;
Armbruster, 2004; Martinez, 2009).

N&o existem muitos subgrupos definidos gpostomusUma das excecdes é o
grupo Hypostomus cochliodgrcom espécies encontradas principalmente nassbdoia
norte da América do Sul que formam um grupo moétdid (Armbruster, 2003). Também
sdo comentados os grupdgpostomus emarginatiesHypostomus unicolona literatura
(Armbruster, 2004), porém estes grupos contém espéoertencentes aos géneros
Squaliformae Aphanotorulus respectivamente, sendo validos somente se e8tes03
forem considerados sinbnimos thypostomus Além destes, Muller e Weber (1992)
propuseram 0s grupoklypostomus regane Hypostomus plecostomusom base no
namero de dentes e padrdo de coloracdo. Esta aigidéequentemente utilizada como
referéncia e reflete parcialmente os resultadosdabt nas analises filogenéticas
moleculares propostas por Montoya-Burgos (2003) artivez (2009), que também
separanHypostomugm dois grandes subgrupos.

A Unica andlise biogeografica dtypostomudoi realizada por Montoya-Burgos
(2003). Através da analise ddloop do DNA mitocondrial e regides de ITS do DNA
nuclear, o autor elaborou uma proposta filogenétjoa foi correlacionada com os pontos
de coleta dos espécimes para testar a hipotesddgoba de que as mudancgas nos padrdes
dos rios teriam agido como forcas de diversificagds espécies de peixes. Os resultados
indicam que mudancas hidrolégicas provavelmenténat®n originado as principais

cladogéneses observadas no género.



2.4 Citogenética déHypostomus

As andlises citogenéticas d@fypostomusomecaram em 1968, com a analise de
Hypostomus plecostomiiluramotoet al, 1968). Estudos posteriores foram realizados
somente em 1977, com analises etypostomus paulinysHypostomus ancistroides
Hypostomus macropsHypostomus strigaticeg®lichele et al, 1977). Estas publicacbes
trouxeram os primeiros dados sobre os numeros idgdde formulas cariotipicas do
género. A partir de 1996, andlises citogenéticaslgpostomugpassaram a ser publicadas
com maior frequéncia, e novas técnicas foram ajdi€as analises, com a localizacdo das
Regides Organizadoras de Nucléolos (RONSs) atrav@mpregnacao por nitrato de prata e
determinacao dos padrdes de bandamento C (e.qui&tBertollo, 1996; 1999; 2001). A
primeira analise molecular foi realizada somente2€&®4, com o mapeamento do DNAr
5S emHypostomus affinigKavalcoet al, 2004a).

O numero de espécies ddypostomuscitogeneticamente analisadas ainda é
relativamente baixo, levando em consideracédo o nutatal de espécies descritas para o
género. Uma parte significativa das analises addealizada em espécies novas ou nao
identificadas, e estes dados frequentemente sdicgulds somente como “grey literature”,
dificultando o acesso a essas informagOes (Buwtnal, 2012). Embora as descrigdes
citogenéticas de espécies novas e ndo identificadadiem no entendimento geral do
grupo, podem gerar dados duplicados e dificultacomparacdo com outros dados
existentes na literatura.

Dentre as espécies citogeneticamente analisadelymisstomusa maior parte foi
coletada na bacia do rio Parana, com algumas espée bacias costeiras, rio Sao
Francisco, bacia do rio Araguaia, rio Xingu e badmario Paraguai (Milhomemet al,

2010; Buencet al, 2012; Martinezt al, 2011; Mendes-Netet al, 2011). Considerando a



ampla distribuicdo do género, verifica-se a ausédeianalises principalmente de espécies
do norte da América do Sul. Os dados existentesodsitam a existéncia de uma
diversidade cromossdmica consideravel no génenm, momeros dipldides variando de
2n=54 cromossomos eh. plecostomugMuramotoet al, 1968) a 2n=84 cromossomos
emHypostomusp. 2 (Cerealet al, 2008).

Além da extensa variagdo nos numeros diploidedydame verificada variacdo na
formula cariotipica entre espécies com o0 mesmo mminipldide, inclusive entre
populacdes da mesma espécie, corfypostomus ancistroidegjue apresenta 2n=68
Cromossomos e ao menos oito férmulas cariotipistsths descritas (Buerat al, 2012).
Foram verificadas duas espécies com sistema deossmmos sexuaidilypostomus
macrops com um provavel sistema do tipo XX/XY Hypostomusp., com um sistema do
tipo ZZ/ZW (Michele et al, 1977; Artoniet al, 1998). Duas espécies apresentaram
Cromossomos supranumerariblypostomusp. 3, da bacia do rio Paraguakypostomus
sp. Xingu-3, do rio Xingu (Cereatt al, 2008; Milhomenet al, 2010).

Os estudos relacionados a evolugédo cariotipicaHgmostomusconcentram-se
principalmente em esclarecer a ampla variagcdo whdar nos numeros dipldides e
férmulas cariotipicas. O namero dipléide de 54 avesomos é considerado basal para
Loricariidae, indicando que numeros dipldides mia@ixos sejam plesiomorficos para
HypostomugArtoni & Bertollo, 2001). O aumento no numero diple e variabilidade de
férmulas cariotipicas teriam sido originados fiesdes céntricas, que causaram 0 aumento
do numero dipldide, e rearranjos do tipo inversfies originaram diversidade de formulas
cromossOmicas entre espécies com 0 mesmo numédadipMicheleet al, 1977; Artoni
& Bertollo; 2001; Alveset al, 2005; Kavalceet al, 2005; Buenet al, 2012).

Artoni e Bertollo (1996) consideram a presenca @R simples, em posicéo

terminal do brago longo de um cromossomo metacéntincestral para Loricariidae.
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Kavalco et al (2005) também verificaram esta caracteristica Hemipsilichthyssp.,
provavelmente Hemipsilichthys gobio(citado como Upsilodus sp.), pertencente a
subfamilia Delturinae, que € o grupo consideradmipyo para todos os loricariideos
exceto Lithogeneinae (Kaval@at al, 2005; Reis, 2006). Emdypostomusdo observadas
tanto RONs simples quanto multiplas, com varia¢gdesisive entre populacdes da mesma
espécie (Artoni & Bertollo, 1996; 2001; Mendes-Netal, 2011).

Diferentes padrdes de distribuicdo de heterocrormatsdo observados em
Hypostomus. Algumas espécies, comadypostomus affinjs apresentam blocos
heterocromaticos conspicuos somente nas regioeR@Bs e pouca heterocromatina em
outras regides, de composicéo principalmente G&eiauséncia de heterocromatina AT-
rica (Kavalcoet al, 2004b).Hypostomussp. E, em contrapartida, apresenta um grande
namero de blocos heterocromaticos intersticiaislecpis, predominantemente AT-ricos,
com regides GC-ricas nas RONs (Artoni & Bertoll®9%). Além destes padrbes, existem
espécies, comblypostomus paulinysque apresentam uma quantidade intermediaria de
heterocromatina, com regides GC e AT-ricas (Ruberal, 2011). Segundo Artoni e
Bertollo (1999), espécies com numeros dipléidessnedvados apresentam uma maior
guantidade de heterocromatina.

As andlises citogenéticas publicadas até o monsdd@rincipalmente descritivas
ou buscam esclarecer tendéncias evolutivas derdgrdHypostominae e Loricariidae.
Estudos visando o entendimento dos processos e@emifacdo cromossOmica ainda sao
escassos e incluem poucas espécies, tornandoesnébisnparativas relevantes para a

continuidade dos estudos sobre o género.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material e locais de coleta

Foram coletados exemplares de dez espécidsygestomugprovenientes do rio
Piquiri, municipios de Nova Laranjeiras e Formosadgste — PR, rio lguagu, municipio
de Foz do Iguagu — PR, e rio Taquaralzinho, muitidde Barra do Gargcas — MT (Figura
1). Além destes, exemplares degalancistrus parananus Pterygoplichthys anisitsi
foram obtidos do rio Piquiri (Nova Laranjeiras —)P& do rio Parana (Guaira - PR),
respectivamente. Os animais foram sacrificadosoperdosede 6leo de cravo (Griffiths,
2000) (conforme Comité de Etica na Experimentacgéional e Aulas Praticas da Unioeste:
Protocolo 13/09 — CEEAAP/Unioeste, licenga numedd2R-3 IBAMA - SISBIO). O
namero de individuos e o local de coleta de capadss estdo demonstrados na Tabela 1.

Fotos de exemplares de cada espécie podem sevatesenas Figuras 2, 3 e 4.

Tabela 1Locais de coleta e niimero de individuos coletado®ppécie e por sexo.

Espécie Machos Fémeas Localidade
Hypostomus albopunctatus 3 3 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomus ancistroides 4 11 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomus cochliodon 4 1 Rio Iguagu, Foz do Iguagu, PR
Hypostomus commersoni 0 1 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus commersoni 1 1 Rio Iguagu, Foz do Iguagu, PR
Hypostomus faveolus 7 2 Rio Taquaralzinho, Barra do Garcas, MT
Hypostomus hermanni 5 4 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus regani 4 2 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus regani 1 4 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomusff. paulinus 6 7 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus strigaticeps 8 7 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus topavae 9 6 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Megalancistrus parananus 2 0 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Pterygoplichtys anisitsi 0 1 Rio Parana, Guaira, PR
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Figura 1 Localizacdo dos pontos de coleta das espéciblyplestomus

Figura 2 Exemplares de (&Jypostomustrigaticeps(250 mm) e (bHypostomusopavae(155 mm).
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Figura 3 Exemplares de (djlypostomusalbopunctatug220 mm), (b)Hypostomusancistroides(255 mm),
(c) Hypostomugochliodon(180 mm) e (dHypostomugsommerson{270 mm).
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Figura 4 Exemplares de (aflypostomusfaveolus(100 mm), (b)Hypostomushermanni(150 mm), (c)
Hypostomuff. paulinus(160 mm) e (dHypostomusegani (250 mm).



15

3.2 Preparacédo de cromossomos mitoticos (Bertolébal., 1978)

O ¢6rgéo utilizado para a obtencdo de metafasegicasofoi a porcdo anterior do
rim.

1. Foi injetada colchicina 0,025% na cavidade abdomirepropor¢cédo 1 mL/100
g de peso animal durante 30-40 minutos, apés ofquahcrificado o animal e retirada a
porcao anterior do rim.

2. O material, previamente lavado em solucédo hipo&rici colocado em uma
cuba de vidro contendo 7-10 mL de solucao hipotdde KCI 0,075M.

3. O material foi dissociado com pincas de dissecaizfia separar as ceélulas,
processo completado com o auxilio de uma seringad@rmica.

4. O material foi incubado em uma estufa a 37°C derabt30 minutos.

5. Foram pingadas de 5 a 10 gotas de fixador metad-&acético (3:1) no
material, que foi posteriormente ressuspendidongriitegado durante 10 minutos a 900
rpm.

6. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, foi retiradosabrenadante e
acrescentado 7-10 mL de fixador. O material fosuependido e centrifugado durante 10
minutos.

7. O passo numero 6 foi repetido mais duas vezes.

8. Apoés a ultima centrifugacdo e eliminacdo do soldante, foi adicionado de 1
a 2 mL de fixador, dependendo da quantidade derialate

9. O material foi novamente ressuspendido e acondidiorem tubos de plastico

tipo Eppendorf sendo guardado no refrigerador.
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3.3 Preparo de laminas

1. Foram pingadas 1-3 gotas de suspenséao celular golarédmina limpa, que foi
seca ao ar.

2. A lamina foi corada com Giemsa 5%, diluida em tamfuifato (KHPO, +
NaoHPO, x 12H0), pH=6,8, por 7 minutos, ou tratada segundo @sdas de bandas-C,

impregnacao por prata ou hibridizagaaitu por fluorescéncia.

3.4 Deteccao de regides organizadoras de nuclégBONS) através da impregnacao

por prata (Howell & Black, 1980)

1. Foram colocadas sobre uma lamina previamente @@pate 2 a 3 gotas de
solucdo aquosa de gelatina (1 g de gelatina incols® mL de HO +0,5 mL de acido
férmico).

2. Sobre cada gota de gelatina foram adicionadas 4 d@tHO e 2 gotas de
AgNO;

3. Alamina foi coberta com uma laminula e colocadaestufa a 60°C durante 3-
6 minutos.

4. A laminula foi removida debaixo de agua corrente

5. Alamina foi seca ao ar e observada ao microscopio.

3.5 Determinacao de heterocromatina (Sumner, 1972pm modificacbes propostas

por Lui etal. (2009)
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Para a determinacdo da localizacdo das regifesobetmaticas foi utilizado o
bandamento C com hidroxido de bario.

1. Por 12 minutos, a lamina foi tratada com HCI 0,2422C.

2. A lamina foi lavada em agua corrente e seca ao ar.

3. Durante 1 minuto e 20 segundos a lamina foi colaead solucdo aquosa de
Ba(OH).8H,0 5% a 42°C.

4. A lamina foi mergulhada trés vezes em HCI 0,2Nativem agua corrente e
seca ao ar.

5. A lamina foi colocada em solucéo salina 2xSSC fomgutos.

6. A lamina foi lavada em agua corrente, seca ao eoradas com iodeto de

propideo.

3.6 Estudos cariotipicos (Levaret al., 1964)

As preparagfes foram analisadas em microscopiedpibmum. As contagens
cromossOmicas e observacdes mais detalhadas fer@® ¢om a objetiva de imersdo. As
melhores metafases foram capturadas com a cangitia 8iP 71 acoplada ao microscépio
de epifluorescéncia BX 61, e os homodlogos pareadoslispostos em grupos
(metacéntricos-submetacéntricos, subtelocéntricoszantricos).

A classificacdo cromossomica adotada foi a propostd.evanet al. (1964) onde o

limite de relacé@o de bracos (RB), brago maior/bragoor, estabelecido é o seguinte:

RB=1,00-1,70 , metacéntrico (m);
RB=1,71-3,00 , submetacéntrico (sm);

RB= 3,01-7,00 , subtelocéntrico (st);
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RB= maior que 7,00 , acrocéntrico (a)

RB= maior que 7,00 , acrocéntrico (a)

3.7 Dupla coloracdo CMA/DAPI (Schweizer, 1980)

1. 50 pL de solucdo de cromomicina foram colocadosesoada lamina, que foli,
em seguida, coberta com uma laminula e deixadaaw@por 1 hora;
2. Alaminula foi removida e a lamina lavada em agtergao Mcllvaine;

3. Depois de seca, a lamina foi montada com 30 pLARIAntifading

3.8 Hibridizacdoin situ com sondas fluorescentes (Pinket al., 1986; Margarido &

Moreira-Filho, 2008)

Primeiro dia (tarde)
Preparacao da sonda:

1. Sonda (a quantidade necessaria parg & 1,2ug de DNA sonda).

no

H.O mili-Q autoclavada (para completar ospl6de solucao total).

3. 4uL de mix de reacéo (Kit).

4. 20uL (volume total da reacéo).

5. A solucao foi homogeneizada com uma micropipetavada ao banho-maria
(isopor) por 2 horas a 15-16°C.

6. Adicionar JuL de EDTA 0,5 M, pH=8,0, e aquecer a 65°C por 10utds para
finalizar a reacéo.

7. O DNA foi precipitado com acetato de sddio 3M (1di@volume total) mais

etanol 100% gelado (2 vezes o volume), de prefa@vernight
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Segundo dia

Sonda (manha):

1. O material foi centrifugado em velocidade maxima @& minutos e o
sobrenadante descartado vertendo o tubo para baixo.

2. O material foi lavado com 1@0de etanol 70% gelado.

3. Por 15 minutos, o material foi centrifugado em valade maxima, sendo o
sobrenadante descartado em seguida. O matersg¢doiem estufa a 37°C até o comeco da
tarde.

4. As laminas foram pingadas e deixadas em estuf@@ &# o comeco da tarde

para secar.

Preparacao das Laminas (tarde):

1. As laminas foram incubadas em @0Dde RNAse (0,4% RNAse/2xSSC), sob
laminula, a 37C por uma hora em camara mida com agua e 2xSSC;

2. Lavadas 2 vezes por 5 minutos em 2xSSC com agjtacao

3. Incubadas em 2xSSC a 72,5°C por 45 minutos;

4. Desidratadas em série de 70% etanol e 100% ponbtosi cada, a temperatura
ambiente, secando ao ar;

5. Denaturadas em 0,05N NaOH/2xSSC por 3 minutos gxato

6. Desidratadas em série de etanol 70% e 100% pondtosi cada, a temperatura

ambiente, secando ao ar.
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Hibridizacao:

1. Foram adicionados ao tubql6 de cada sonda em TE l6 de 20xSSC +
30uL de formamida + 1)2L de sulfato dextrano 50% por lamina.

2. A solucéo de hibridagado foi colocada no banho-mard®0C por 10 minutos
para desnaturar a sonda.

3. A solucéo de hibridacao foi retirada do banho-mar@locada imediatamente
no gelo.

4. Foi colocado 5@l de solucédo de hibridacdo em laminula para cadamé& As
laminas foram arrumadas em camara Umida e inculm8#®C por 12 horasayernighj.

A camara Umida foi preparada com 2xSSG@.H

Terceiro dia
1. As laminas foram lavadas em 1xSSC por 5 minuto®@ 8om agitacao;
2. Lavadas em 1xSSC por 5 minutos a temperatura ateliem agitacao;

3. Lavadas em Tween 0,05%/4xSSC 2 vezes por 5 micattescom agitagao.

Deteccgéo e amplificagcédo do Sinal:

1. As laminas foram incubadas em tampaoMFOM/4xSSC por 15 minutos;

2. Lavadas 2 vezes por 5 minutos cdmween 0,05%/4xSSC, a temperatura
ambiente (sob agitacdo);

3. Incubadas com 8f8L de Rodamina+FITC (0,pL de Rodamina + O,AL de
FITC + 90 pL 5% NFDM/4XSSC por lamina) durante 60 minutos em camaralairai

escura, a temperatura ambiente;
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4. Lavadas uma vez com tampao B¥DM/4xSSC a temperatura ambiente por 5
minutos, sem agitacao;

5. Lavadas 2 vezes por 5 minutos cdmmeen 0,05%/4xSSC, ambiente (sob
agitacao);

6. Lavadas com 4xSSC, em temperatura ambiente pon&tosi (sob agitacéao);

7. Deixadas em 1xSSC por 5 minutos, e secas ao ar.

Montagem da Lamina:
1. Foram misturados 2QGL de antifadinge JuL de DAPI (0,2 mg/ mL).
2. 25pL da mistura foram colocados sobre cada laminafajumberta com uma

laminula e guardada no escuro.
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Resumo

As relacgOes filogenéticas e identificacdo de egsédd génerblypostomusinda ndo séo
claras. Considerando isto, a citogenética tem-setradp uma ferramenta Gtil no
entendimento da sistematica do género. Revisdellygrmastomusndicam que o nimero
dipléide varia de 54 a 84 cromossomos e o aumemtoUdhero diploide foi associado a
porcentagens maiores de cromossomos subtelocé&ngriaorocéntricos. Embora exista um
namero grande de espécies no género, existemvestetnte poucos artigos relacionados a
citogenética dedypostomuse a maior parte dos dados € publicada em conudi@sade
simpdsios. Com o objetivo de entender a evolucamaessdmica do género (correlagédo
entre niumero dipldide x tipos cromossémicét)ancistroidese H. topavaedo rio Piquiri,
bacia do Alto Parana, foram citogeneticamente saddis, sendo observados os numeros
dipldides de 68 e 80 cromossomos respectivamerdadodP adicionais sobre o nimero
cromossOdmico e férmula cariotipica foram compiladies 27 analises publicadas em
artigos e 77 de resumos. Nossa analise ndo mostootelacdo entre nameros
cromossOmicos e porcentagens de cromossomos udrtiloos e acrocéntricos na maior
parte das espécies, ja que existe variacdo coasaleentre estas porcentagens mesmo
entre espécies com o mesmo numero dipléide, indacajue a proporcdo entre tipos

cromossOmicos nao esta sempre associada ao nuipleéidel

Palavras-Chave:Hypostomusancistroides Hypostomugopavae diversidade cariotipica;

citogenética de peixes.
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Abstract

Phylogenetic relationships and identification oéaps of the genullypostomuss still
unclear. Considering this, cytogenetics may proteelfi as an important tool in
understanding the systematic of this genus. Reviewslypostomusindicate that the
diploid number ranges from 54 to 84 chromosomed tha increase in diploid number has
been associated to higher percentages of subtétimcemd acrocentric chromosomes.
Although there is a high number of species in thrug, there are relatively few papers
concerningHypostomugytogenetics, and most of the data is publishegreg literature.
With the aim to understand the chromosomal evalutiothe genus (correlation between
diploid number x chromosomes typeBbl, ancistroidesand H. topavaefrom the Piquiri
River, Upper Parana River Basin, were cytogendyiaatalyzed, and the diploid number
observed was 68 and 80 chromosomes, respectivdtitidnal data on the diploid number
and chromosome formulae was compiled from 27 arsafysm papers and 77 from grey
literature. Our analysis shows no correlation betwechromosome numbers and
percentages of subtelocentric and acrocentric chsomes for most of the species, since
there is considerable variation between these ptages even between species with the
same diploid number, indicating that the proportadnchromosome types is not always

associated to diploid numbers.

Keywords: Hypostomusancistroides Hypostomustopavae karyotypic diversity; fish

cytogenetics.
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Introducao

A familia Loricariidae é um dos taxons mais espsmsoentre os Siluriformes, com
cerca de 700 espécies agrupadas em sete subfanbiidisirinae, Hypoptomatinae,
Hypostominae, Lithogeneine, Loricariinae, Neopléowsnae e Otothyrinae (Reis et al.
2006; Ferraris 2007; Chiachio et al. 2008). As g&s filogenéticas entre o0s
Hypostominae ndo sao muito claras, especialmengeneroHypostomusO estudo mais
recente sobre os relacionamentos entre os Hypasdenioi publicado por Armbruster
(2004). O autor apresentou uma analise detalhdute ss relacdes dentro de Loricariidae,
e sinonimizou 0s géneros originalmente contidogrib® Hypostomini Aphanotorulus
Cochliodon Isorineloricaria, Squaliformae Watawatd como Hypostomus Montoya-
Burgos (2003), através de andlises de sequénzibmp, encontrouAphanotorulus
Isorineloricaria e Hypostomus emarginatuera do clado principal délypostomus O
autor reconheceu os géneryshanotoruluse Isorineloricaria, e considerouHypostomus
como um grupo polifilético, devido a nao inclusdHi/postomus emarginatuiesmo
com estes estudos, uma revisdo mais ampla do géinel@ é necessaria.

Dados citogenéticos acumulados podem ser utilizatmsestabelecimento de
tendéncias evolutivas, identificacdo de espéciemni@ distincdo de espécies cripticas
(Artoni et al. 2000; Bellafronte et al. 2010; Blanet al. 2010; Perazzo et al. 2010).
Considerando as dificuldades na identificacdo eerdas espécies dtypostomuse sua
filogenia obscura, a citogenética pode provar-sea ufarramenta importante no
entendimento da sistematica do género.

Revisbes sobre os dados citogenéticos existentea kdgpostomus foram
apresentados por Artoni e Bertollo (1999; 2011)yd{eo et al. (2005) e Alves et al.

(2006). Os numeros dipldides dilypostomusariam de 54 cromossomos étgpostomus
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plecostomugMuramoto et al. 2968) a 84 cromossomos Hypostomusp. 2 (Cereali et
al. 2008). Artoni e Bertollo (2001) consideram amaiio diploide de 54 cromossomos
basal para Hypostominae, usando Trichomycteridamocmutgroup Os autores
observaram uma propor¢cdo maior de cromossomosl@cénéricos e acrocéntricos em
espécies com numeros diploides mais elevados, isdgeue a evolucdo cromossdémica
em Hypostomugenha ocorrido através de fissdes céntricas. Al&sod uma variacado
estrutural consideravel entre espécies que corfzartio mesmo nuamero diploide foi
observada, indicando diferenciacdo cariotipicavagade mudancas estruturais como
rearranjos robertsonianos e inversdes pericéntfiGaglco et al. 2005).

A maior parte dos dados sobre a citogenétichlyfgostomugparece ser publicada
como “grey literature”, provavelmente por causa daasnplicacdes envolvidas na
identificacdo de espécies, o numero substanciaiad@s espécies e a grande variacao
citogenética entre populacdes. A publicacdo de slado eventos e o elevado numero de
espécies nao identificadas ou supostamente novasapaéncia dificulta a compilacéo e
analise dos dados, impedindo uma andlise mais adwp@énero. Portanto, uma revisao
extensa dos dados citogenéticos disponiveis sHgmostomus incluindo também os
resumos publicados nos principais eventos de cittge®, permitiria uma visdo mais

precisa sobre os resultados obtidos para este .grupo

Material e Métodos

Duas espécies do génerblypostomus (Fig. 1) do rio Piquiri foram
citogeneticamente analisadds: ancistroides(4 machos e 11 fémeas) de Formosa do
Oeste (Parand, Brasil)H: topavae(9 machos e 6 fémeas), de Nova Laranjeiras (Parana

Brasil). Os individuos foram sacrificados com owseal por 6leo de cravo (Griffiths,
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2000). Espécimes testemunho foram depositadas tegdodolctiologica do Nucleo de
Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquiculturdlepélia — Universidade Estadual de
Maringa, Brazil (NUP 3902 -H. ancistroidese NUP 11430 -H. topavag. Células
metafasicas foram obtidas a partir do rim (Bert@ftaal. 1978). Os cromossomos foram
classificados como metacéntricos)( submetacéntricossif), subtelocéntricossf) e
acrocéntricosd), de acordo com Levan et al. (1964).

A revisdo dos dados citogenéticos disponiveis péypostomusincluiu dados
publicados em revistas cientificas e em resumogsaptados nos Simpoésios de
Citogenética e Genética de Peixes, desde sua pairegicdo, em 1986, até a ultima, em
2009. Dados repetidos ou inconsistentes ndo foratnidos e analises de populacdes
diferentes de uma mesma espécie foram levadas esidecacdo quando estes dados
estavam disponiveis. A regressdo linear e anaksevatiancia com um fator foram
conduzidas utilizando oftware Statistica 7, utilizando os analises disponivess n
Tabelas 1 e 2 que continham informacdo sobre aul@rmromossémica. A andlise de
variancia foi realizada considerando o nimero digl@omo fator de agrupamento, e cada
namero dipléide foi considerado como um grupo imtlial. As analises foram realizadas
(1) considerando somente os dados publicados astageientificas e (2) considerando os

dados publicados tanto em revistas cientificas ceqm@&ventos.

Resultados

Hypostomus ancistroidesgpresentou 2n = 68 cromossomos Ifi4 14sm+ 8 st +
32 a) para ambos os sexos (Fig. 2d&Jypostomus topavaepresentou 2n = 80
cromossomos (1 + 10sm+ 26st + 30a) para ambos os sexos (Fig. 2b). As tabelas 1 e

2 foram feitas considerando 27 analises compila@agevistas cientificas e 77 andlises
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provenientes de trabalhos apresentados em evepgmectivamente. A regressao linear
para 0 numero cromossdmico e a porcentagem de ssomo@s subtelocéntricos e
acrocéntricos mostraram valores de correlacado de0,648,P = 0,0008, considerando
somente os dados publicados (Fig. 3}, = 0,3215,P = 0,002, considerando os dados
publicados tanto em revistas cientificas quantceeemtos (Fig. 4). A analise de variancia
mostrou que a diferenca na porcentagem de cromasssuaibtelocéntricos e acrocéntricos
nao é significativa entre populagcdes com niumerp®ides diferentes, cod = 0,05343,
considerando somente os dados publicad®s:€®,16714, considerando ambas as classes

de dados.

Discussao

Considerando o elevado numero de espéciesHgpostomus mais de 120 de
acordo com Zawadzki et al. (2010), existe relatigate poucos dados citogenéticos
disponiveis na literatura (Tabela 1), e a maiotegpdos dados disponiveis para o género é
apresentada em publicacdes de eventos (Tabelar2uigto aqui apresentada mostra que
o numero dipldide enHypostomusvaria de 54 a 84 cromossomos. Algumas revisdes
anteriores consideram 2n=52 cromossomodigpostomus emarginatwsmenor nimero
diploide para o género (Artoni e Bertollo 2001; édvet al. 2006). Emboiaqualiforma
tenha sido considerado sinénimo ldgpostomugpor Armbruster (2004), suas conclusfes
ndo sao consensuais e existe um numero de puldEgc@ considera®qualiformacomo
género valido (e.g. Weber 2003; Nelson 2006; Fer2007; Froese e Pauly 2010). Os
dados citogenéticos aqui apresentados sustentdtima Goncluséo, ja qus. emarginata

possui um numero dipléide reduzido comparada as®espécies ddypostomus
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Artoni e Bertollo (1996; 2001) observaram que emgcom numeros diploides
mais elevados também apresentaram uma maior pé&gporge Cromossomos
subtelocéntricos e acrocéntricos, quando comparadaspécies com numeros dipléides
proximos de 54 cromossomos. Os autores analisanagressao linear entre os nimeros
diploides e porcentagem de cromossomos subtelom@nte acrocéntricos, encontrando
uma correlacdo significativa = 0,8122,P < 0,0001), propondo que fissdes céntricas
teriam sido importantes na evolucédo do género. ®ssds estudos, ndo foram realizadas
novas analises sobre esta correlacdo. Nossa anddigsiderando somente dados
publicados inclui uma quantidade relativamente pegude dados novos comparada a
analise de Artoni e Bertollo (2001), mesmo assimnovos dados fazem o coeficiente de
correlacéo diminuir para= 0,6048P = 0,0008. A analise realizada considerando também
os dados publicados em eventos revela um coefcidatcorrelacdo ainda menar X
03215,P = 0,002), sugerindo que ndo € possivel associaurmento do numero de
Cromossomos a maiores porcentagens de cromossarbtedoséntricos e acrocéntricos
para a maior parte das espécies. A restricdo aresajpropor¢cdes de cromossomos
subtelocéntricos e acrocéntricos parece ser caistata ao grupo de espécies com 2n = 80
cromossomos ou mais (incluindd. topavag, onde cromossomos subtelocéntricos e
acrocéntricos representam de 70,00 a 82,50% détipari(Fig. 4), enquanto 0s grupos
com numeros dipldides mais baixos apresentam umadgrvariagdo nesta proporcao.
Além disso, a analise de variancia realizada sebtres dados mostra que estas diferencas
nao sao significativas em nenhuma das situaco@se(de com os dados publicados em
revistas cientificas ou com todos os dados obtjdiedlcando que a porcentagem de tipos
cromossOmicos e nameros dipléides ndo estdo seaspoeiadosR-valor igual a 0,05343

e 0,16714, respectivamente).
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Entre as espécies com numeros dipldides mais hax@®rcentagem meédia de
cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos € elea cde 61,00%, porém esta
porcentagem varia consideravelmente mesmo entériespque compartiiham o mesmo
namero dipldide, ndo sendo possivel correlacionar ndmeros dipldides com a
predominancia de determinados tipos cromossémias g maior parte das espécies (Fig.
4). A espécie com o menor namero dipléide do géngto plecostomuscom 54
cromossomos) possui 55,56% de cromossomos subtgico8 e acrocéntricos, um
namero maior do que o observado em algumas espéEsiesHypostomusp. G (40,63%),
Hypostomus ancistroid€d4,12%) eHypostomusp. D1 (50,00%) com numeros diploides
mais elevados (64, 68 e 72 cromossomos, respeditam Tabela 1). Estes dados
mostram que nao € possivel associar numeros disl@doorcentagens de cromossomos
subtelocéntricos e acrocéntricos elypostomusA existéncia de variacdes nos cariotipos
de espécies com o mesmo numero dipldide indica rqaeranjos Robertsonianos e
inversdes pericéntricas representaram um papelriamge da diferenciacéo cariotipica de
HypostomugKavalco et al. 2005).

Além da variacdo na propor¢do de cromossomos sgBtekricos e acrocéntricos
ser observada entre espécies com 0 mesmo numééiddjptambém é observada entre
populacdes da mesma espécie, comdiermncistroidesuma das espécies mais estudadas
do género. Embora todas as populacdes analisadaseafem 2n = 68 cromossomos, a
férmula cariotipica varia (Tabelas 1 e 2). A potagem de cromossomos subtelocéntricos
e acrocéntricos nesta espécie varia de 44,00% empopulacdo analisada por Michele et
al. (1977) a 79,00%, em uma populacao do ribeidoapato (Tabela 2).

ConsiderandoHypostomuscomo um género rico em espécies e sua variagao

genética e morfoldgica, o numero de espécies cigigmmente analisadas ainda €
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pequeno, e uma elevada proporcao das espéciesagiaalié constituida por espécies novas

ou nao identificadas.
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Tabela 1Dados citogenéticos publicados em revistas cieatifparadypostomus
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Férmula cariotipica

Espécie 2n st-a% Localidade UF Referéncia
m sm st
Hypostomus affinis 66 14 14 12 26 57.58 Corrego Jacui SP Kavalca 80a4; Kavalco et al. 2005
Hypostomus albopunctatus 74 10 20 44 59.46 Piracicaba e Mogi Guacu SP Aredertollo 1996
Hypostomus ancistroides 68 14 14 8 32 58.82 Rio Piquiri PR Presente esudo
Hypostomus ancistroides 68 16 18 34 50.00 Piracicaba e Mogi Guacgu SP Aredertollo 1996
Hypostomus ancistroides 68 18 10 12 28 58.82 Rio Araquéa SP Alves et al6200
Hypostomus ancistroides 68 10 28 30 4412 - - Michele et al. 1977
Hypostomusff. auroguttatu$ 76 8 30 38 50.00 Piracicaba e Mogi Guacgu SP AedBértollo 1996
Hypostomus goyazensis 72 10 16 10 36 63.89 Rio Vermelho GO Alves et a0
Hypostomus macrops 68 10 14 44 64.71 - - Michele et al. 1977
Hypostomus nigromaculatus 76 8 20 48 63.16 Rio Mogi-Guacu SP Rubert et @820
Hypostomus nigromaculatus 76 6 20 50 65.79 Rio Tibagi PR Rubert et al. 2008
Hypostomus paulinus 74 10 20 44 59.46 - - Michele et al. 1977
Hypostomus plecostomus 54 12 18 55.56 - - Muramoto et al. 1968
Hypostomus regani 72 10 20 42 58.33 Piracicaba e Mogi Guagu SP Addeértollo, 1996
Hypostomus regani 72 12 18 26 16 58.33 Rio Araqua SP Alves et al6200
Hypostomus strigaticeps 74 8 4 62 83.78 - - Michele et al. 1977
Hypostomusopavae 80 14 10 26 30 70.00 Rio Piquiri PR Presente esudo
Hypostomusp.2 84 6 16 62 73.81 Rio Perdido MS Cereali et al. 2008
Hypostomusp.3 82 6 12 64 78.05 Cérrego Salobrinha MS Cereali. 2098
Hypostomusp.A 70 18 14 38 54.29 Piracicaba e Mogi Guacu SP Aedértollo 1996
Hypostomusp.B 72 12 18 42 58.33 Piracicaba e Mogi Guagu SP Aeddértollo 1996
Hypostomusp.C 72 10 18 44 61.11 Piracicaba e Mogi Guagu SP Aedértollo 1996
Hypostomusp.D1 72 10 26 36 50.00 Piracicaba e Mogi Guacgu SP Aeddértollo 1996
Hypostomusp.D2 72 14 20 38 52.78 Piracicaba e Mogi Guacgu SP Aeddértollo 1996
Hypostomusp.E 80 8 16 56 70.00 Piracicaba e Mogi Guacu SP AedBértollo 1996
Hypostomusp. F 76 10 16 50 65.79 Rio S&o Francisco MG Artoni eddler, 1999
Hypostomusp. G 64 14 24 26 40.63 Rio Araguaia MT Artoni et al. 899
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Tabela 2Dados citogenéticos publicados em eventos Hgpostomus
Férmula cariotipica

Espécie 2n st-a% Localidade UF Referéncia Encohtro
m sm st
Hypostomus albopunctatus 74 8 18 14 34 64.86 Rio S&o0 Jodo PR Casale €0@2 2 5
Hypostomus albopunctatus 74 10 20 44 59.46 Rio Piracicaba SP Rubert eD&l2 9
Hypostomus albopunctatus 74 10 20 44 59.46 Rio Mogi-Guagu SP Rubert etG)9p 9
Hypostomus albopunctatus 74 8 12 54 72.97 Rio Paranapanema - Penteado2&081. 9
Hypostomus ancistroides 68 14 16 12 26 55.88 Cérrego Cambira PR Paiva 2088 8
Hypostomus ancistroides 68 8 6 26 28 79.41 Corrego Carrapato SP Martinek €008 8
Hypostomus ancistroides 68 14 14 8 32 58.82 Rio Piquiri PR Schneider e2@08 8
Hypostomus ancistroides 68 14 16 12 26 55.88 Rio Mogi-Guagu SP Brandad. 2088 8
Hypostomus ancistroides 68 14 16 22 16 55.88 Rio Passa-cinco SP Traldi @0a9b 9
Hypostomusf. ancistroides 68 16 6 26 20 67.65 Cérrego Maringa PR Endo exCdl6a 7
Hypostomusf. ancistroides 68 8 10 16 34 73.53 Cérrego Ximbauva - Endo €2G06a 7
Hypostomusf. ancistroides 68 11 15 16 26 61.76 Cérrego Tatupeba PR Endo 20a6b 7
Hypostomusf. ancistroides 68 12 14 16 26 61.76 Cérrego Taua PR Endo et @620 7
Hypostomusf. ancistroides 68 16 6 26 20 67.65 Cérrego Maringa PR Endo €x04l6b 7
Hypostomus auroguttatus 74 14 42 18 24.32 Rios Santo Anténio e Casca PR r eEl. 2002 5
Hypostomus cochliodon 62 20 42 67.74 Planalto da Bodoquena MS Cereali 2004 6
Hypostomus cochliodon 64 - - - - - Rio Salobra e cérrego Salobrinha MS re@k et al. 2008 8
Hypostomus commersoni 68 10 18 8 32 58.82 Rio Iguacu PR Casale et ak 200 5
Hypostomus commersoni 66 12 16 10 28 57.58 Ponta Grossa PR Maurutto 20@9 9
Hypostomus derbyi 68 10 8 16 34 73.53 Rio Iguacu PR Casale et ak 200 5
Hypostomus derbyi 66 - - - - - Bacia do Alto Iguacu PR Maurutto et2008 8
Hypostomus derbyi 68 10 8 16 34 73.53 Rio 14 PR Candiotto et al. 2009 9
Hypostomusff. derby 80 24 56 70.00 Ribeirdo Keller PR Lara-Kamei ea3dlinior 2002 5
Hypostomus heraldoi 74 8 20 46 62.16 Rio Mogi-Guacu SP Rubert et @190 9
Hypostomus heraldoi 74 8 20 46 62.16 Rio Pirapitinga GO Rubert et @09 9
Hypostomus hermanni 68 12 14 10 32 61.76 Ribeirao Keller PR Lara-Kaendillio-Junior 2002 5
Hypostomus hermanni 72 8 18 46 63.89 Rio Piracicaba SP Rubert et 8920 9
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Férmula cariotipca

Espécies 2n st-a% Localidade UF Referéncia Encohtro
m sm st
Hypostomus iheringii 80 8 16 28 28 70.00 Rio Passa-cinco SP Traldi &04l9a 9
Hypostomugf. iheringii 80 8 14 58 72.50 Rio Piracicaba SP Rubert et 81920 9
Hypostomus margaritifer 72 10 16 14 32 63.89 Rio Piquiri PR Lorscheideale2009 9
Hypostomus margaritifer 72 32 40 55.56 Rio Pardo - Penteado et al. 2009
Hypostomus myersi 74 12 14 18 30 64.86 Rio Iguacu PR Casale et ar 20 5
Hypostomus myersi 74 12 14 10 38 64.86 Rio Iguacu PR Lui e Margarkfif)6 7
Hypostomus nigromaculatus 76 6 20 50 65.79 Ribeirdo Trés Bocas PR RubertibgBb-Caetano 2006a 7
Hypostomus nigromaculatus 76 8 20 48 63.16 Cachoeira Emas SP Rubert e Gitaetano 2006a 7
Hypostomus nigromaculatus 76 12 22 30 12 55.26 Rio Passa-cinco SP Traldi 2089b 9
Hypostomus paulinus 76 6 16 54 71.05 Rio Piracicaba SP Rubert et 8920 9
Hypostomus plecostomus 68 - - - - - - - Pileggi et al. 1986 1
Hypostomus regani 72 14 12 8 38 63.89 - - Lara-Kamei e Julio-Juni@®@ 4
Hypostomus regani 72 18 20 12 22 47.22 Rio Pardo - Penteado et @9 20 9
Hypostomusf. regani 72 12 18 26 16 58.33 Ribeirdo Araqua SP Ishidh e0a2 5
Hypostomus strigaticeps 72 10 16 46 63.89 Ribeirdo Trés Bocas - Rubertudidsio-Caetano 2006b 7
Hypostomus strigaticeps 72 10 16 46 63.89 Rio Jacutinga - Rubert e Giuli@aetano 2006b 7
Hypostomus strigaticeps 72 10 16 46 63.89 Rio Araqua - Rubert e Giulianet@ao 2006b 7
Hypostomus strigaticeps 72 8 6 30 28 80.56 Cérrego Carrapato SP Martinak €008 8
Hypostomusff. strigaticeps 72 10 12 20 30 69.44 Reservatério de Itaipu PR RBmurmer et al. 2009 9
Hypostomusf. tietensis 68 18 10 12 28 58.82 Ribeirdo Araqua SP Ishidh e0a2 5
Hypostomusf. topavae 80 6 8 42 24 82.50 Cérrego Carrapato SP Martinak €008 8
Hypostomus unae 76 - - - - - Rio das Contas BA Bitencourt et al020 8
Hypostomusf. wuchereri 76 10 18 48 63.16 Rio Una BA Bitencourt et al. 2009 9
Hypostomusp. 74 14 16 6 38 59.46 - - Lara-Kamei e Julio-Juniad@ 4
Hypostomusp. 72 14 20 38 52.78 Ribeirdo Apertados e rio Jata@in PR Suaki et al. 2002 5
Hypostomusp. 68 - - - - - Ribeirdo Apertados e rio Jataizinho PR Suaki et al. 2002 5
Hypostomusp. 74 8 10 28 28 75.68 Ribeirdo Cavalo SC Martinesd.e2006 7
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Férmula cariotipca

Espécies 2n st-a% Localidade UF Referéncia Encohtro
m sm st
Hypostomusp. 74 10 6 16 42 78.38 Ribeirdo Araras MG Mendes-Neto et al. 2006 7
Hypostomusp. 66 12 16 12 26 57.58 Bacia do Paranapanema SP &randl. 2006a 7
Hypostomusp. 68 20 16 6 26 47.06 Rio Mogi-Guacgu SP Brand&o. &04l6b 7
Hypostomusp. 80 - - - - - Rio Passa-cinco SP Traldi et al. 2008 8
Hypostomusp. 68 12 12 8 36 64.71 Salto Segredo PR Maurutta 2089 9
Hypostomusp. 76 8 20 48 63.16 Rio Paranapanema - Penteado28104. 9
Hypostomusp. 72 - - - - - Rio Araguari MG Correia et al. 2009 9
Hypostomusp. 1 68 - - - - - Reservatorio Jurumim SP Fontanari.et 206 3
Hypostomusp. 1 64 14 24 26 40.63 Rio Araguaia MT Oliveira e Ven2080, Oliveira et al. 2002 4,5
Hypostomusp. 1 76 8 16 8 44 68.42 Ribeirdo Keller PR Lara-Kaméiiko-Junior 2002 5
Hypostomusp. 2 72 - - - - - Reservatorio Jurumim SP Fontanari.et 296 3
Hypostomusp. 2 72 38 34 47.22 Rio Araguaia MT Oliveira e VeneréQ0 4
Hypostomusp. 2 74 26 48 64.86 Rio Araguaia MT Oliveira e VeneréQ0 4
Hypostomusp. 2 72 - - - - - Rio Araguaia MT Oliveira et al. 2002 5
Hypostomusp. 2 84 6 16 62 73.81 Rio Perdido MS Cereali et al. 2@¥Feali et al. 2008 7,8
Hypostomusp. 3 64 16 14 18 16 53.13 Rio Araguaia MT Oliveira et2402 5
Hypostomusp. 3 76 8 6 16 46 81.58 Ribeirao Keller PR Lara-Kaméiiko-Junior 2002 5
Hypostomusp. 3 82 6 14 62 75.61 Rio Salobra e cérrego Salobrinha S M Cereali et al. 2006, Cereali et al. 2008 7,8
Hypostomusp.A 68 - - - - - - - Bertollo e Silva 1990 2
Hypostomusp. B 74 - - - - - - - Bertollo e Silva 1990 2
Hypostomusp.C 72 - - - - - - - Bertollo e Silva 1990 2
Hypostomusp.D 72 - - - - - - - Bertollo e Silva 1990 2
Hypostomusp.E 80 - - - - - - - Bertollo e Silva 1990 2

1 Encontros: 1 — Simpésio de citogenética evoluévaplicada a peixes neotropicais (1986); 2 — ISisio de citogenética evolutiva e aplicada a peneotropicais (1990); 3 — VI
Simposio de citogenética evolutiva e aplicada agseneotropicais (1996); 4 — VIII Simpésio de céngtica e genética de peixes (2000); 5 — IX Singpdsi citogenética e genética de
peixes (2002); 6 — X Simpdsio de citogenética etiea de peixes (2004); 7 — Xl Brazilian symposiamfish cytogenetics e genetics (2006) 8 — Xl Sisip de citogenética e genética de

peixes (2008); 9 — XIII Simpdsio de citogenétiogemética de peixes (2009).
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Figura 1 Vista lateral de (aHypostomusncistroides255 mm) e (bHypostomusopavae(125 mm).



sm

st

sSm

st

Figura 2 Cari6tipo corado com Giemsa de kh)postomusncistroidese (b)Hypostomus
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Figura 3 Regressao linear entre a porcentagem de cromossauhtelocéntricos-acrocéntricos (st-a%) e
nameros dipldides (2n) em espéciesHypostomusconsiderando somente dados publicados em revistas
cientificas. O tamanho dos circulos representa roen@ de populacdes/espécies que compartilham o
mesmo numero dipléide e porcentagem de cromosssuiislocéntricos e acrocéntricos.
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Figura 4 Regressao linear entre a porcentagem de cromossauhtelocéntricos-acrocéntricos (st-a%) e
nameros dipléides (2n) em espécies Higpostomus considerando os dados publicados em revistas

cientificas e em eventos. O tamanho dos circulpsesenta o numero de populagdes/espécies que

compartiiham o mesmo numero dipléide e porcentagden cromossomos subtelocéntricos e
acrocéntricos.



6. CAPITULO 2

Diversificacéo cariotipica emHypostomus Lacépéde, 1803 (Siluriformes,

Loricariidae): perspectivas biogeograficas e filogeeticas
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Resumo

Hypostomu® um género de peixes especioso de sistematittmerfia complexas. Dez
espécies deHypostomus(H. albopunctatus H. ancistroides H. cochliodon H.
commersoniH. faveolusH. hermanniH. aff. paulinus H. reganj H. strigaticepse H.
topavag foram citogeneticamente analisadas através derag@o por Giemsa e
impregnacdo por prata, e os dados obtidos foramelacionados com as andlises
biogeograficas e filogenéticas disponiveis par@&wegp. Embora as AQRONs tenham
variado significativamente entre as espécies, osents dipldéides puderam ser
correlacionados a distribuicdo das espécies enadbdo norte e sul da Ameérica do Sul.
Espécies com numeros dipldides mais baixos (2n$6m associadas a bacias
hidrogréficas do norte e apresentaram um unicoppalador de AGRONs. NUumeros
dipléides de 66 a 68 cromossomos e de 70 a 84 ssonws foram correlacionados a
dois grandes clados ddypostomuse a bacias hidrogréficas do sul, e apresentaram
AgRONSs variando em numero e posi¢cao. Os resultagossentados demonstram que
os dados citogenéticos disponiveis podem ser ecioglados com a filogenética e
biogeografia do género, auxiliando no esclarecimedé sua complexa histéria

evolutiva.

Palavras-chave:AgRONSs — nimero diploide — bacias da América dio-Savolucao

cromossomica — Hypostominae
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Abstract

Hypostomusis a specious fish genus with unclear systematiod phylogenetic
relationships. Ten species d¢typostomus(H. albopunctatus H. ancistroides H.
cochliodon H. commersoniH. faveolus H. hermannj H. aff. paulinus H. reganj H.
strigaticepsand H. topavag were cytogenetically analyzed through Giemsanstgi
and silver nitrate impregnation, and the obtainathdvere correlated to the available
biogeographical and phylogenetic analyses for #aug. Although the AgNORs were
found to vary significantly among the species, difgoid numbers could be correlated
to the distribution of the species on northern aadthern South America river basins.
Species with the lower diploid numbers (2n=64) wexgsociated to northern
hydrographic basins and showed a single AQNOR igavair. Diploid numbers of 66
to 68 chromosomes and from 70 to 84 chromosomes wemelated to two major
clades withinHypostomusand southern hydrographic basins, and showed AgNOR
varying on number and position. Our results shoat the available cytogenetic data
can be correlated to the phylogenetics and bioggdyr of the genus, helping to clarify

its complex evolutionary history.

Keywords: AgNORs — diploid number - South America river Iobgs+ chromosomal

evolution — Hypostominae
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Introducao

O génerdHypostomugompreende 130 espécies, com sua maior diversitesle
bacias do Amazonas e Parana (Ferraris, 2007; Fésauly, 2012). Embora muitas
tentativas tenham sido realizadas para esclareseteanética e relagfes filogenéticas
entre os taxons, existem muitos grupos ndo resmvitbentro deHypostomuse as
filogenias propostas até o momento incluem um nartieiitado de espécies nominais
(Montoya-Burgos 2003; Armbruster, 2003; Armbrus@d04; Zawadzket al., 2005;
Zawadzki, Renesto & Mateus, 2008a; Martinez, 2009).

Dados os problemas para estabelecer as relacdgsridticas entre espécies e 0
pequeno numero de espécies nominais citogenetitanamalisadas, as hipoteses
disponiveis sobre a evolugdo cromossdmicaHgpostomusao muito vagas. NUmeros
diploides baixos e um Unico par de cromossomosg@ores de Regides Organizadoras
de Nucléolos detectadas por AgN@gRONS) sdo consideradas caracteristicas basais,
e a diferenciacdo cariotipica das espécies supestanfoi originada por fissdes
cromossOmicas, que causaram o0 aumento do numddaddipseguido por rearranjos
(i.e., inversdes pericéntricas) que originaram urd&ersidade de férmulas
cromossOmicas (Artoni & Bertollo, 1996; 2001; AlyeSliveira & Foresti, 2005;
Kavalcoet al, 2005; Bueno, Zawadzki & Margarido, 2012).

Considerando a hipotese hidrogeolégica para agifieacédo da fauna de peixes
Neotropicais, 0os eventos geoldgicos que alterarastratura das bacias hidrogréficas
seriam responsaveis pelos principais eventos dwidmia e dispersdao das espécies
(Lundberget al, 1998; Montoya-Burgos, 2003). Pafgpostomusum dos principais
eventos cladogénicos estd aparentemente assoddadoacseparacdo das bacias do

Amazonas e do Parand, explicando alguns aspectsudeenario evolutivo (Montoya-
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Burgos, 2003). No presente trabalho, os dados amiieticos existentes sobre o0s
nameros dipléides e AgRONs pardlypostomus spp. foram comparados e
correlacionados com a distribuicdo das espéciedamias do norte (bacias dos rios
Xingu e Tocantins-Araguaia) ou do sul (bacias dos Parana e Paraguai) da América

do Sul.

Material e Métodos

Dez espécies delypostomudoram coletadas e analisadas através de técnicas
citogenéticas basicas. As espécies e localidadeld&a estédo relacionadas na Tabela 1.
Os espécimes foram anestesiados e sacrificado®sttie overdose por 6leo de cravo
(Griffiths, 2000). As prepara¢gbes cromossOmicasrforobtidas através da técnica
proposta por Bertollo, Takahashi & Moreira-Filn®A{8). As laminas foram coradas
com Giemsa e fotografadas para a determinacdo deenol diploide e formula
cariotipica. Foi utilizado os softwares DP Con#plB.2.1.276 em conjunto com a
camera digital Olympus DP 71, conectada ao micmmecde epifluorescéncia BX 61
para a obtencdo das fotografias das metafaseso@®ssomos foram classificados de
acordo com Levan, Fredga & Seberg (1964). As RQOiMani detectadas através da

impregnagéao por prata (Howell & Black, 1980).

Resultados

Hypostomuscochliodon Kner, 1854 apresentou o numero dipléide de 64

cromossomos (12Zn + 16 sm + 16 st + 20 a) (Figura 1A) e AgRONs na regiao

telomérica do braco longo do par 28 (Figura 3).
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Hypostomusfaveolus Zawadzki, Brindelli & Lima, 2008 apresentou 2n=64
cromossomos (1B + 8sm+ 22st+ 16a) (Figura 1B) e AQRONS localizadas na regiao
telomérica do braco curto do par 31 (Figura 3).

HypostomuscommersoniValenciennes, 183@presentou 2n=68 cromossomos
(12m+ 14sm+ 14 st+ 28a) (Figura 1C) e AQRONs mudltiplas, localizadas ngide
terminal do braco curto do par 23 e em um dos cssomos do par 17, na regido
intersticial do braco curto de um dos cromossonwga 17 e na regido terminal do
braco longo do par 31 (Figura 3).

Hypostomudiermanni(lhering, 1905) apresentou 2n=72 cromossomos(*0
8 sm+ 32st+ 22a) (Figura 1D) e AQRONSs multiplas, localizadas ngid&e terminal do
braco curto dos pares 27, 29 e 33 (Figura 3).

Hypostomusegani (Ihering, 1905) apresentou 2n=72 cromossomos#3sm
+ 10st + 42a) (Figura 2A) e AQRONs multiplas, localizadas ngide terminal do braco
curto dos pares 32 e 35 para ambas as populaggesa(B).

Hypostomustrigaticeps(Regan, 1908) apresentou 2n=72 cromossomom(t2
12sm+ 18st+ 30a) (Figura 2B) e AQRONs muiltiplas, localizadas ngid&e terminal
do braco longo dos pares 25 e 32 (Figura 3).

HypostomusalbopunctatugRegan, 1908) apresentou o numero dipléide de 74
cromossomos (8n + 14sm+ 16 st + 36 a) (Figura 2C), e AQRONSs localizadas na
regido terminal do braco curto do par 35. Algundiviilduos apresentaram uma
marcacao adicional da regido terminal do bracodoagn um dos homodlogos, e um
individuo apresentou um dos cromossomos do parrgensem uma marcacao terminal

no braco longo (Figura 3).
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Hypostomusff. paulinus(lhering, 1905) apresentou 2n=74 cromossomos(10
+ 12sm+ 20st+ 32a) (Figura 2D) e AQRONS localizadas na regido teahdo braco
longo do par 35 (Figura 3).

Hypostomusancistroides(lhering, 1911) eH. topavae(Godoy, 1969) do rio
Piquiri ja tiveram seus numeros dipléides e férmutariotipicas descritos (Buemb
al., 2012), apresentando 2n=68 cromossomosn(#414sm+ 8 st+ 32a) e 2n=80
cromossomos (14n + 10 sm+ 26 st + 30 a), respectivamente. A impregnacao por
nitrato de prata revelou AGQRONs mudltiplas pataancistroides localizada na regido
terminal do bragco curto dos pares 19 e 20, e AgROIN®les paraHypostomus

topavae localizadas na regido terminal do brago curtpao26.

Discussao

Espécies com numeros dipléides de até 68 cromossemo

De acordo com Artoni & Bertollo (2001), o numergpldide de 54 cromossomos
€ basal para Loricariideos. Sendo asslgpostomugaveolusseria uma das mais basais
espécies citogeneticamente analisadas, ja que $®nkkn plecostomus(2n=54)
apresenta um numero dipléide mais baixo. Marti2@09) consideral. faveoluscomo
a espécie mais basal em sua hipoétese filogenéiceHypostomusatravés da analise
de sequéncias do gene mitocondrial citocromo hj&exas parciais do gene de RNAr
16S e sequéncias parciais do gene nuclear F-Rmtidul

De acordo com os dados citogenéticos publicada@sHhgrostomusas espécies
com numeros dipléides menores parecem estar daspprscipalmente em bacias do

norte da América do Sul. Além dd. faveolus cinco espécies citogeneticamente
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analisadas apresentam o numero dipléide de 64 esonws ou menokt. cochliodon
Hypostomusp. G,Hypostomusp. Xingu 1 Hypostomusp. Xingu 2, com 2n=64 Id.
plecostomugom 2n=54 (Tabela 2). Um namero dipldide tdo baiamaH. plecostomus
€ discrepante dos numeros observados para todasti@s espécies analisadas de
Hypostomus A falta de informac¢des sobre a localidade detaottos espécimes e
auséncia de qualquer outra espécielgegostomusom um nuamero dipléide semelhante
indicam que o espécime provavelmente foi incorretamidentificado. Sendo assim, o0s
nameros dipléides mais baixos patdypostomus estariam proximos de 64
cromossomos. Além dd. cochliodon todas estas espécies estao distribuidas em bacias
do norte.Hypostomus cochliodoé a espécie com o menor nimero dipléide em bacias
do sul, sendo a Unica com 64 cromossomos. Pd#erpchliodonesta estreitamente
relacionado com espécies das bacias do norte, fiolanam grupo bem definido de
espécies chamado #e cochliodon(Armbruster, 2003), reforcando a hipétese de gue a
espécies deHypostomuscom os numeros dipléides mais baixos estdo |auidiz
principalmente em bacias do norte da América do Sul

As Unicas espécies provenientes das bacias do quetapresentaram nameros
dipléides maiores que 64 cromossomos Hyipostomussp. Xingu 3, com 2n=66
cromossomos é1. goyazensiscom 2n=72 cromossomos (Tabela 2). A dltima foi
coletada em uma localidade préxima da regido deativentre as bacias do Tocantins-
Araguaia e Parana. Ainda, a filogenia proposta plartinez (2009) defineH.
goyazensicomo irméao deH. cf. iheringi, proveniente do rio Tieté, indicando que esta
espécie possa estar mais relacionada as das Hacsas. N&o obstante, a proporcao de
espécies de Hypostomus provenientes das bacias do norte analisadas &
surpreendentemente pequena, apesar da grandediidersle espécies nessas regides,

sendo possivel a existéncia de variabilidade dpiiat ndo documentada.
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Enquanto as bacias do norte parecem conter asiespg&mm 0S menores
nameros dipldides para o género, 0os numeros dgdandais baixos para as bacias do
sul provavelmente sao de 2n=66 e 68 cromossomues gEg0 contém, além de outras
espéciesHypostomus commersoaH. ancistroides analisados no presente trabalho, e
H. affinis com 2n=66 chromosomes (Tabela 2), o menor nudiptéide para espécies
das bacias do sul, excluindd. cochliodon A hipotese filogenética proposta por
Montoya-Burgos (2003) dividitHypostomusem dois clados principais, um dos quais
conttm as espécies do grupd. cochliodon além de algumas espécies que
provavelmente representam o gruido plecostomusproposto por Muller & Weber
(2002) (Zawadzki, Birindelli & Lima, 2008b). Esteugpo provavelmente é equivalente

ao grupo de espécies com 2n=68 cromossomos ou pEFrvEmente discutido.

Espécies com 2n=70 a 2n=84 cromossomos

Além do clado formado pelos grupdgpostomus cochliodon H. plecostomus
existe outro clado principal com subdivisdes diasrentre as filogenias propostas por
Montoya-Burgos (2003) e Martinez (2009). Todas sfeies com numeros dipldides
maiores que 68 cromossomos provavelmente sao espaeses deste clado (Montoya-
Burgos, 2003; Martinez, 2009), inclusiike albopunctatusH. hermanniH. regani H.
aff. paulinus H. strigaticepse H. topavae A Unica espécie citogeneticamente analisada
com numero dipléide dentro deste intervalddéaff. heraldoi Porém,H. heraldoi
aparenta ser uma espécie relacionad#l.aalbopunctatus(Zawadzki, Weber &
Pavanelli, 2008c), que estd inclusa neste claddicando queH. aff. heraldoi
provavelmente pertence a este grupo. Como todasspécies apresentam ndmeros

dipléides maiores que 2n=68, €& possivel assumir agieespécies deste clado de
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Hypostomus compartiihem um ancestral com numero diploide de A© 72
cromossomos. Embora os numeros dipldides das espatalisadas pertencentes a este
clado sejam sempre de 70 cromossomos ou mais, iespEmm numeros diploides
iguais nao formam grupos monofiléticos (Montoyadis, 2003; Martinez, 2009). Isto
indica que eventos que causaram o0 aumento do nudipl@ide emHypostomus
poderiam ter ocorrido independentemente em difeseaspécies/subgrupos, ao menos
neste clado. Outra caracteristica que corroboealepbttese é a frequente variacdo na
formula cariotipica e numero diploide que ocorreeepopulacdes da mesma espécie,
mostrando que rearranjos cromossOmicos sao refaivi@e comuns neste grupo

(Tabela 2; Bueno, Zawadzki & Margarido, 2012).

Regifes Organizadoras de Nucléolos

A presenca de AQRONs em um unico par de cromosseéncosisiderada basal
para Loricariidae (Alveset al, 2005). EmHypostomus 0 nimero e posicdo das
AgRONSs variam consideravelmente (Artoni & BertolR)01), e a maior parte das
espécies analisadas apresentaram multiplos cromoss@ortadores de AgRONSs
(Tabela 2). Contudo, todas as espécies analisadasnientes das bacias do norte
apresentaram AgRONs simples, 0 que junto com o ralrbaixo de cromossomos
indica que estas espécies apresentam caracteyistezzos derivadas do que espécies de
bacias do sul. Em espécies com AgRONs multiplagtexiariacdo no nimero e posi¢ao
dos sitios entre populagdes de uma mesma espatéeplpulacional), como er.
albopunctatus (veja Tabela 2), ou mesmo entre individuos de ymaulacdo
(intrapopulacional), indicando que eventos que reawaa condicdo apomorfica de

multiplas AgRONs teriam ocorrido separadamente eqpé@es ou subgrupos de
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Hypostomusja que € pouco provavel que espécies com AgRONEpas formem um

grupo monofilético. Esta variagdo frequente podecaasada por trocas genéticas entre
cromossomos ndo homologos ou pela transposicaasdsstjuéncias, o que também
explicaria a distribuicdo das AQNORs em posi¢cOésreintes em cada cromossomo de

um par de homologos como éfnalbopunctatus

Os dados citogenéticos disponiveis gdypostomugpodem ser correlacionados

a hipoteses filogenéticas e biogeograficas exissepaira o género, evidenciando que
seus principais clados e o padrdo de distribuigoe$pécies podem ser associados a
uma amplitude de numeros dipléides. As AQRONSs fooliservadas principalmente em
regido telomérica de cromossomos acrocéntricosumminico par de cromossomos
para espécies das bacias do norte. O numero ds dgiti AQRONs variou entre as
espécies das bacias do sul, contudo é possivehqmalise de grupos menores de
espécies relacionadas possa auxiliar no esclarenua origem da ampla variagéo
observada neste grupo. Os resultados apresentadioam a necessidade de estudos
citogenéticos emlypostomuslas bacias do norte e estudos mais amplos em maesad
cromossOmicos efetivos para o género, além dosfibersede analises conjuntas que
correlacionem os dados cromossémicos com diferemékses buscando esclarecer a

evolugéo cromossomica do grupo.
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Tabela 1NUmero e sexo dos individuos de diferentes espéeidypostomugoletados em cada

localidade.
Espécie Machos Fémeas Localidade
Hypostomus albopunctatus 3 3 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomus ancistroides 4 11 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomus cochliodon 4 1 Rio Iguagu, Foz do Iguagu, PR
Hypostomus commersoni 1 1 Rio Iguagu, Foz do Iguagu, PR
Hypostomus faveolus 7 2 Rio Taquaralzinho, Barra do Garcas, MT
Hypostomus hermanni 5 4 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus regani 4 2 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus regani 1 4 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomusff. paulinus 6 7 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus strigaticeps 8 7 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus topavae 9 6 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR

68
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Tabela 2 Dados citogenéticos disponiveis patgpostomugara cada grupo de bacias, organizados por

ordem crescente de nimero dipldide.

Espécie 2n m sm st a AgRONs Localidade UF Ref

Bacias do Norte

Hypostomus faveolus 64 18 8 22 16 Simples Rio Araguaia PR 1
Hypostomusp. G 64 14 24 26 Simples Rio Araguaia MT 2
Hypostomusp. Xingu 1 64 16 16 32 Simples Rio Xingu PA 3
Hypostomusp. Xingu 3 64+B 15 23 26 Simples Rio Xingu PA 3
Hypostomusp. Xingu 2 66 18 14 34 Simples Rio Xingu PA 3
Hypostomus goyazensis 72 10 16 10 36 Simples Rio Vermelho GO 4
Bacias do Sul
Hypostomus cochliodon 64 12 16 16 20 Simples Rio Iguagu PR 1
Hypostomus affinis 66 14 14 12 26 Mdltiplas Corrego Jacui SP 56

Hypostomus ancistroides 68 16 18 34 Multiplas Piracicaba e Mogi Guagu  SP 7

Hypostomus ancistroides 68 18 10 12 28 Mdltiplas Rio Araqua SP 4
Hypostomus ancistroides 68 10 26 32 Mdltiplas Bacia do rio SP 8
Paranapanema
Hypostomus ancistroides 68 14 14 8 32 Mudltiplas Rio Piquiri PR 1,17
Hypostomus commersoni 68 12 14 14 28 Mdltiplas Rio Iguacu PR 1
Hypostomusp. 68 6 6 32 24 Mlltiplas Rio Mogi-Guacu SP 9
Hypostomusp.A 70 18 14 38 Mdltiplas Piracicaba e Mogi Guacu  SP 7
Hypostomugf. heraldoi 72 6 6 26 34 Simples Rio Mogi-Guagu SP 9
Hypostomus hermanni 72 10 8 32 22 Mdltiplas Rio Piquiri PR 1
Hypostomus regani 72 10 20 42 - Piracicaba e Mogi Guacu  SP 7
Hypostomus regani 72 12 18 26 16 Milltiplas Rio Araqua SP 4
Hypostomus regani 72 6 6 32 28 Milltiplas Rio Mogi-Guacu SP 9
Hypostomus regani 72 8 16 20 28 Simples Rio Piumhi MG 10
Hypostomus regani 72 10 18 44 Multiplas PBaua do rio SP 8
aranapanema
Hypostomus regani 72 12 8 10 42 Mdltiplas Rio Piquiri PR 1
Hypostomus strigaticeps 72 10 16 46 Multiplas Bacia do rio SP 8
Paranapanema
Hypostomus strigaticeps 72 12 12 18 30 Midltiplas Rio Piquiri PR 1
Hypostomusp.B 72 12 18 42 Simples  Piracicaba e Mogi Guagu  SP 7
Hypostomusp.C 72 10 18 44 Multiplas Piracicaba e Mogi Guagu  SP 7
Hypostomusp.D1 72 10 26 36 Multiplas Piracicaba e Mogi Guagu  SP 7
Hypostomusp.D2 72 14 20 38 Multiplas Piracicaba e Mogi Guagu  SP 7
Hypostomusff. agna 74 8 10 32 24 Mdltiplas Ribeirdo Cavalo SC 9

Hypostomus albopunctatus 74 10 20 44 Multiplas Piracicaba e Mogi Guagu  SP 7
Hypostomus albopunctatus 74 8 14 16 36 Simples Rio Piquiri PR 1
Hypostomusff. paulinus 74 10 12 20 32 Simples Rio Piquiri PR 1
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Espécie 2n m sm st a AgRONs Localidade UF Ref
Bacias do Sul (continuagdo)

Hypostomugff. auroguttatus 76 8 30 38 Simples  Piracicaba e Mogi Guagu  SP 7
Hypostomus nigromculatus 76 8 20 48 Multiplas Rio Mogi-Guacu SP 11
Hypostomus nigromculatus 76 6 20 50 Multiplas Rio Tibagi PR 11

Hypostomus paulinus 76 6 16 54 Simples PBaarlaC:\ZSZr:ieoma SP 8
Hypostomusf. wuchereri 76 10 18 48 Simples Rio Mutum BA 12
Hypostomusp. F 76 10 16 50 - Rio S&o Francisco MG13
Hypostomusgf. wuchereri 77 10 18 48 Simples Rio Una BA 12
Hypostomugf. topavae 80 6 8 42 24 Mdltplas Cérrego Carrapato SP 9
Hypostomus topavae 80 14 10 26 30 Simples Rio Piquiri PR 1,17
Hypostomusp.E 80 8 16 56 Multiplas Piracicaba e Mogi Guagu  SP 7
Hypostomusp.3 82+B 6 12 64 - Cadrrego Salobrinha MS 14
Hypostomusp.2 84 6 16 62 Simples Rio Perdido MS 14
Localidade ndo especificada
Hypostomus plecostomus 54 24 12 18 - - - 15
Hypostomus ancistroides 68 10 28 30 - - - 16
Hypostomus macrops 68 10 14 44 - - - 16
Hypostomus paulinus 74 10 20 44 - - - 16
Hypostomus strigaticeps 74 8 4 62 - - - 16

1 - Presente estudo

2 - Artoniet al. (1998)

3 - Milhomenet al.(2010)

4 - Alvesetal. (2006)

5 - Kavalcoet al. (2004)

6 - Kavalcoet al. (2005)

7 - Artoni & Bertollo (1996)
8 - Rubertet al (2011)

9 - Martinezet al (2011)

10 - Mendes-Netet al.(2011)

11 - Rubert, Zawadzki & Giuliano-Caetano
(2008)

12 - Bitencourtet al.(2011)

13 - Artoni & Bertollo (1999)

14 - Cerealetal. (2008)

15 - Muramoto, Ohno & Atkin (1968)

16 - Michele, Takahashi & Ferrari (1977)

17 - Bueno et al. (2012)
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7. CAPITULO 3

Composicgéo e distribuicdo da heterocromatina erllypostomus Lacépéde, 1803
(Siluriformes, Loricariidae), com implicacdes paraa diversificagdo cromossomica

no género

Este capitulo foi escrito de acordo com as normagsuthlicacao cientifica :
Chromosome Research

Normas para publicacdo disponiveis no link “Indiars for authors” em:
http://www.springer.com/life+sciences/cell+biology/rnal/10577
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Resumo

Hypostomusé um género de peixes diverso, compreendendo 4f3fcies nominais
com consideravel variabilidade na morfologia e Padr de cor. Foi realizado
bandamento C e dupla coloracdo com os fluorocradivé ; e DAPI em dez espécies
de HypostomugH. albopunctatusH. ancistroidesH. cochliodon H. commersoniH.
faveolus H. hermanniH. aff. paulinus H. reganj H. strigaticepse H. topavag¢ com o
objetivo de identificar possiveis padrées evolugino género. O grupo de espécies com
nameros dipldides de até 68 cromossomos mostralopri@ancia de heterocromatina
GC rica. Espécies com numeros diploides mais etesvapresentaram diferentes
padrbes de composicdo e distribuicdo de hetero¢mmamaHypostomus regani
Hypotomus strigaticeps Hypostomus albopunctatug Hypotomus aff. paulinus
apresentaram heterocromatina AT-rica, verificada pasicdo equilocal entre alguns
cromossomos de. reganie H. strigaticeps sugerindo a existéncias de mecanismos de
disperséo destas sequéncias. Alguns polimorfiselasionados a variagdo no tamanho
de segmentos GC-ricos foram observados. Tendénaidgerenciagdo cromosssomica

do género baseadas na composicéo e localizag&etedromatina sdo discutidas.

Palavras-chave: Heterocromatina AT-rica, heterocromatina GC-ricdAAD) CMA;,

dispersao de heterocromatina
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Abstract

Hypostomuss a diverse fish genus, comprising 130 nominaktis with considerable
variability on morphology and color patterns. C-haug and double fluorochrome
staining with CMA and DAPI were performed on teHypostomusspecies K.
albopunctatus H. ancistroides H. cochliodon H. commersoni H. faveolus H.
hermannj H. aff. paulinus H. reganj H. strigaticepsandH. topavag with the aim to
identify possible evolutive patterns within the genThe group of species with diploid
numbers up to 68 chromosomes showed predominané&Cefich heterochromatin.
Species with higher diploid numbers had differerattgrns for heterochromatin
distribution and composition: Hypostomus regani Hypostomus strigaticeps
Hypostomus albopunctatusd Hypostomusaff. paulinus showed interstitial AT-rich
heterochromatin, which was on equilocal positionoagrsome chromosomes k.
reganiandH. strigaticeps suggesting the existence of dispersion mechanidrtizese
sequences. Some polymorphisms related to sizetioariaf GC-rich segments were
observed. Trends on chromosome differentiatiorhergenus based on the composition

and localization of heterochromatin are discussed.

Keywords: AT-rich heterochromatin, GC-rich heterochromatin, AR}, CMA;,

heterochromatin dispersion
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Introducao

Hypostomusé um género rico em espécies, compreendendo 13€cies
nominais (Froese e Pauly, 2012). Apresentando der@siel variabilidade em sua
morfologia e padrées de coloracdo, o género comtd@mrelevado nimero de espécies
nao descritas e espécies nominais com status an@ieber 2003), o que dificulta o
estudo das relag@es filogenéticas entre os taxandentificacdo de espécies.

Estudos citogenéticos erklypostomusiniciaram com as publicacdes de
Muramoto et al (1968), que foi o primeiro a descrever o caritige Hypostomus
plecostomus e Michele et al. (1977) que descreveu 0s caridtipo Hgpostomus
paulinus Hypostomus ancistroideslypostomus strigaticeps Hypostomus macrops
Pesquisas sobre o género continuaram com as pridgEae Artoni e Bertollo (1996,
2001), e Artoni e Bertoll§1999), que introduziram as primeiras idéias stdmeéncias
evolutivas e distribuicdo de heterocromatina erdygostomuse forneceram mais
descri¢Bes cariotipicas. Desde entdo, mais espiodeam seus caridtipos analisados,
com numeros dipléides variando 54 cromossomos Hypostomus plecostomus
(Muramoto et al. 1968) a 84 cromossomoshypostomusp. 2 (Cerealli et al 2008).

Variacdes significativas na natureza e distribuicio heterocromatina entre
espécies deHypostomus j& foram relatas, e mecanismos de dispersdo de
heterocromatina foram propostos para o género iiAoBertollo 1999). Contudo,
mesmo que a quantidade de informacdes sobre oétigasi das espécies tenha
aumentado, ainda existem diversos problemas naolvidss sobre a evolucdo
cariotipica do género. A maior parte dos estuddd esstrita a andlise do numero
dipléide, formula cromossdmica e localizacdo daR@dls, com poucos estudos

apresentando padrdes de distribuicdo de heterotirama mapeando a localizagdo do
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DNAr 5S e 18S. Considerando esta caréncia de dadomgyresente trabalho sé&o
apresentadas a distribuicdo e composicdo da heteratina de dez espécies de
Hypostomuscom observacgdes sobre os polimorfismos de hetenatina encontradas

para o género e tendéncias observadas entre asesspé

Material e Métodos

Dez espécies ddypostomugoram coletadas nas bacias dos rios Piquiri, Iguacu
e Araguaia. Os locais de coleta e niumero de maehf@ésneas estdo resumidos na
Tabela 1. Os espécimes foram anestesiados e cata$ através de overdose por 6leo
de cravo (Griffiths 2000) e células metafasicaarforobtidas de acordo com a técnica
proposta por Bertollo et al. (1978). O bandamenmtmmossémico foi realizado de
acordo com Sumner (1972), com modificagbes (LwaleR009). A coloragdo com o0s
fluorocromos CMA/DAPI seguiu o protocolo proposto por Schweizer 89
Cromossomos foram classificados de acordo com Letaal. (1964). Cari6tipos
corados com Giemsa e AGRONSs para estas espédesaggbsentados nos Capitulos 1

e 2.

Resultados

Hypostomus faveolu2n=64; 18m + 8 sm+ 22 st+ 16 a) apresentou regides
hetorocrométicas principalmente na regido centrm@élos cromossomos, além de
bandas na regido telomérica do braco longo do gan& regido das RONs, em posicéo

telomérica do brago curto do par 31 (Fig. 1a).
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Hypostomus cochliodof2n=64; 12m + 16 sm+ 16 st + 20 a) apresentou
regides heterocromaticas na regido centromériedgims cromossomos e na regido das
RONSs, em posicéo telomérica do braco longo do 8&FR). 1b).

Hypostomus commerson(#n=68; 12m + 14 sm+ 14 st + 28 a) apresentou
heterocromatina centromérica em alguns pares, débandas na regidao telomérica do
braco curto do par 8 e na regido das RONs, em gms$gtomérica do brago curto dos
pares 17 e 23, e no braco longo do par 32. Um dweassomos portadores de RONs
do par 31 apresentou um bloco heterocromatico éingulb, maior do que a porgéo
eucromatica do braco cromossémico (Fig.1c).

Hypostomus ancistroidg2n=68; 14m + 14 sm+ 8 st + 32 a) apresentou um
namero menor de cromossomos com heterocromatindrooerica. Bandas
heterocrométicas também foram localizadas na rgugéicentromérica do braco curto
dos pares 5 e 9, na regido telomérica do bracmldog pares 3, 28, 29 e 33, e no braco
curto dos pares 19 e 20, na regido das RONs. Alguingduos apresentaram variacao
no tamanho da banda heterocromatica do par 29%eajeacontrava amplificada em um
dos cromossomos do par (Fig. 1d).

Hypostomus hermanni2n=72; 10m + 8 sm + 32 st + 22 a) apresentou
heterocromatina centromérica em alguns cromossobwyjas heterocroméaticas nas
regides intersticial e pericentromérica do bragmg@do par 1, na regido telomérica do
braco longo dos pares 8, 19, 21, 25, 31 e 35, giaadelomérica do braco curto dos
cromossomos 23, 28, 30 e 32, e na regido das R@®Nmosi¢do telomérica do braco
curto dos pares 27, 29 e 33, além de pequenas $prdaentroméricas no braco curto
do par 4 e braco longo do par 12 (Fig. 2a).

Hypostomus regani(2n=72; 12m + 8 sm + 10 st + 42 a) apresentou

heterocromatina centromérica em alguns cromossobrarsjas heterocromaticas na
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regido pericentromérica do braco curto dos paresl2, na regido telomérica do brago
longo dos pares 28 e 32, na regido das RONSs, eigépdelomérica do braco curto dos
pares 32 e 35. Os pares 17, 18, 20, 22, 23, 29 apBkentaram bandas equilocais
intersticialmente no braco longo (Fig. 2b).

Hypostomus strigaticep@n= 72; 12m + 12sm+ 18 st + 30 a) apresentou
heterocromatina centromérica em muitos pares, lsahdéerocromaticas na regido
intersticial do brago curto do par 1, na regidagastromérica do braco curto dos pares
4 e 7, na regido telomérica do braco longo dossp2tee 30, na regido intersticial do
braco longo dos pares 20, 27 e 33, na regido da$sRoh posicéo telomérica do brago
longo dos pares 25, 32 e 36, e dispersa pela rparte do brago longo do par 25 (Fig.
2¢c).

Hypostomus albopunctat€n=74; 8m + 14 sm+ 16 st + 36 a) apresentou
heterocromatina centromérica em alguns cromossobrarsjas heterocromaticas na
regido terminal do braco longo dos pares 19, 29382 37, na regido intersticial do
braco longo dos pares 22 e 32, e na regido das R@®Ngosicdo telomérica do braco
longo e brago curto do par 35 (Fig. 2d).

Hypostomusaff. paulinus(2n=74; 10m + 12 sm+ 20 st + 32 a) apresentou
heterocromatina centromérica em poucos cromossob@glas heterocromaticas na
regido pericentromérica do braco curto do par Zeg#o telomérica do braco longo do
par 21, na regido intersticial do braco longo do3iae na regidao das RONs em posi¢ao
telomérica do braco longo do par 35. A regido loer@matica no par 25 apresentou
tamanho varidvel nos cromossomos, ocupando somaeptgcao intersticial do brago
longo ou a porcao intersticial e pericentroméramnpreendendo cerca de metade do

tamanho total do brago cromossomico (Fig. 2e).
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Hypostomus topavaé2n=80; 14m + 10 sm + 26 st + 30 @) apresentou
heterocromatina centromérica em diversos cromossptrandas heterocromaticas na
regido pericentromérica do braco curto do par Pagdlongo do par 14, e na regido das
RONs em posi¢éo telomérica do braco curto do p&Fep 2f).

A coloracéo por CMAIDAPI indicou composicédo GC-rica para todas as RONs
bandas pericentroméricas em um par metacéntricdoelas as espécies mends
cochliodon e H. commersoni algumas bandas teloméricas dh faveolus H.
ancistroides H. commersoniH. albopunctatuse H. aff. paulinus e para a banda
intersticial/pericentromérica do par 22 ¢ paulinus A maior parte das bandas
intersticiais no braco longo dos cromossomos aptasam composi¢ao AT-rica, assim
como algumas bandas teloméricas lenfaveolus H. strigaticeps H. albopunctatuse
H. regani As bandas intersticiais dispersas pelo bragco dodg par 21 deH.

strigaticepstambém apresentaram composicao AT-rica (Fig.e35)

Discussao

Hypostomus cochliodoe H. faveoluspertencem ao grupo de espécies com 0s
menores numeros dipldides dfypostomuscaracteristica considerada basal para este
grupo. Ambas as espécies apresentam pouca heteaiara, localizada principalmente
na regido centromeérica dos cromossomos. HEntochliodon somente a regido das
RONSs é positiva para CMAe ndo foi observada heterocromatina DAPI-positiva.
Hypostomus faveolugpresentou um padréao distinto, com blocos Gésitivos no
braco longo do par 7 e pequenos blocos DAPI-pasitiva regido terminal do braco
longo do par 21. Outras espécies com numero dipkbéd64 e 65 cromossomos (2n=64

+ 1B), Hypostomussp. Xingu 1 eHypostomussp. Xingu 3, respectivamente,
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apresentam diferentes padrboes de distribuicdo tsrdeeomatina, com blocos DAPI-
positivos na regido intersticial do brago longaude cromossomo e blocos terminais no
braco curto e braco longo de um par metacéntribaistacéntrico de uma das espécies
(Milhomem et al. 2010)Hypostomussp. G da bacia do rio Araguaia, analisado por
Artoni et al.(1998) também apresentou principalmente heterodmanaentromérica,
com poucas bandas teloméricas e uma banda ini@rstic um par, identificado como o
cromossomo Z de um sistema sexual ZZ/ZW. Embora gstpo de espécies com
nameros dipléides baixos provavelmente contenhaeg®cies mais basais para
Hypostomusja é verificado algum nivel de diferenciacédo sribhuicdo e composicao
da heterocromatina entre as espécies. Considergndoa existéncia de poucas
guantidades de heterocromatina localizada préoximaegido centromérica dos
Ccromossomos possa representar a condicdo anceatealos Siluriformes e para os
Loricariideos (Degonzo et.a2000, Oliveira e Gosztonyi 2000), é provavel queau
condicdo semelhante a observada paraochliodon com heterocromatina localizada
somente na regido centromérica/pericentromérica alogmossomos e adjacente as
RONSs represente a condigdo ancestral pirpostomuscom o aumento de blocos
heterocroméaticos representando um importante pepeéiferenciacdo das espécies.

As espécies com 2n=68 cromossomos analisablasancistroidese H.
commersoni apresentaram blocos heterocromaticos telomérialésn de na regido
centromérica dos cromossomos. Toda heterocromalimmérica observada apresentou
composicao GC-rica, e ambas as espécies apresentardloco GC-rico com variagdo
de tamanhoHypostomus affinjscom 2n=66 cromossomos, apresentou um padrao
semelhante de composicéo e distribuicdo de hetanatina, com o0s principais blocos
heterocrométicos apresentando composicdo GC-rieaalko et al. 2004). Embora a

heterocromatina GC-rica normalmente esteja assmeiaitios de RONs, a presenca de
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heterocromatina GC-rica ndo associada as RONsrévigmente descrita para outras
espécies de peixes, conRierygoplichthys anisits{Artoni et al. 1999),Leporinus
desmotes(Margarido e Galetti 2000) Astyanax scabripinnigSouza et al. 2001).
Hypostomussp. Xingu 2 também apresentou 2n=66 cromossomeéimpoom grande
similaridade conHypostomusp. Xingu 1 eHypostomusp. Xingu 3 na composicao e
distribuicdo de heterocromatina, indicando que sest@aés espécies sejam
filogeneticamente proximas (Milhomem et al. 201®ypostomus affinjs H.
ancistroidese H. commersonsao parte de um subgrupo ldgpostomugshamado grupo
Hypostomus plecostomudescrito por Muller e Weber (2002). Estas esgéambém
sao filogeneticamente préoximas, de acordo com samtleD-loop e ITS realizadas por
Montoya-Burgos (2003), sendo parte de um clado Elymostomus punctatu®esde
que estas trés espécies apresentaram 0 mesmo pgeérdo de distribuicdo e
composicdo de heterocromatina, assim como numéplisdds semelhantes, a analise
citogenética corrobora a analise filogenética pnente mencionada.

Espécies com 2n=72 e 2n=74 apresentaram padréesdrematicos muito
heterogéneos. Enquantd. hermanniapresentou somente heterocromatina GC-rica,
adjacente as RONs e em pontos discretos na regi@mérica/pericentromérica de
alguns cromossomos]. albopunctatusH. aff. paulinus H. regani e H. strigaticeps
apresentaram tanto regides AT-ricas quanto GC:ridastas espécies (exceto ém
aff. paulinug a heterocromatina intersticial foi AT-rica e estadistribuida
equilocalmente entre os pares cromossomicobl estrigaticepse H. regani Isto indica
a existéncia de um mecanismo de dispersao, tal copmoposto por Schweizer e Loidl
(1987), com a transposicdo de segmentos telomédeopequenos Cromossomos
acrocéntricos para ndo-homoélogos, seguida por hensizacdo. Este modelo foi

utilizado para explicar a ocorréncia de heteroctoragequilocal em diversas espécies
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de peixe comd\styanax scabripinni€Souza et al. 2001)Jpsilodussp. (provavelmente
Hemipsillichthysgobio, Kavalco et al. 2004) éloplosternum littorale(Pazza et al.
2005). Artoni e Bertollo (1999) também considerararhipétese de homogeneizacao
valida para explicar a heterocromatina equilocaeolada enHypostomussp. E e
Hypostomussp. F, e também reportou a existéncia de pequen@$0OsSOmMOSs
acrocéntricos com heterocromatina AT-rica. Nossalissn também revelou
heterocromatina AT-rica telomérica dih albopunctatusH. reganie H. strigaticeps
reforcando ainda mais esta hipétese. Toda hetenatioa intersticial equilocal
observada entlypostomusaté 0 momento apresentou composi¢do AT-rica, indica
que alguma caracteristica destas sequéncias pstarafacilitando sua transposicédo
para cromossomos ndo homoélogos. Outro aspectdamdalo a heterocromatina AT-
rica observado neste grupo com 2n=72 e 2n=74 fasrsegmentos intersticiais AT-
ricos deH. strigaticeps Nesta espécie, os segmentos AT-ricos no bragwlda par 21
nao foram equilocais com outras bandas AT-ricagesudo uma origem diferente,
possivelmente por duplicacéo.

Em H. paulinusum par apresentou um discreto segmento AT-ricomepar
apresentou um bloco intersticial GC-rico, que wamm tamanho entre os individuos.
Um cromossomo acrocéntrico também apresentou uoo BBC-rico que variou em
tamanho entre os individuos, mas em posicéo teloaép brago longo. Estes blocos
GC-ricos podem ter origens comuns. Até o momergdjeteromorfismos de tamanho
observados em blocos heterocromaticos lgpostomusenvolvem principalmente
segmentos GC-ricos.

Hypostomus topavaea Unica espécie analisada com 2n=80 cromossomos,
apresentou heterocromatina centromérica/pericegtioencom um bloco conspicuo no

par 2. A maior parte da heterocromatina n&o foicaa diferencialmente pela CMA
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ou DAPI, mas a regido das RONSs e o bloco pericerérco no par 2 foram positivos
para CMA;, portanto GC-ricos. Artoni e Bertollo (1999) asaliam outra espécie com
2n=80 cromossomosjypostomusp. E, que apresentou um padrao de distribuicdo de
heterocromatina consideravelmente distinto, corerdns blocos intersticiais equilocais
AT-ricos. Os autores correlacionaram o nimero élevde cromossomos da espécie
com a presenca destas bandas, j& que um nimeneattomossomos faria com que 0s
Cromossomos permanecessem mais proximos no nlgteatd a interfase e profase,
facilitando a transposi¢éo entre ndo-homaélogost@hm considerando qu¢. topavae
que apresenta o mesmo numero dipléideHgpostomussp. E, ndo apresenta tais
bandas equilocais, e espécies com numeros diplondes baixos (comdd. regan)
também apresentam bandas intersticiais equiloégispvavel que somente o nimero
dipléide elevado néo justifique a transposicaomdgeneizacdo da heterocromatina.
Os resultados apresentados indicam que embora j@osgi@o e distribuicdo de
heterocromatina edypostomusealmente variem significativamente entre as espéci
algumas tendéncias podem ser observadas, como posigdo AT-rica de bandas
intersticiais equilocais e a predominancia de beterfismos de tamanho em blocos
GC-ricos. Além disso, é necessario aumentar o nurderespécies deypostomus
analisadas e desenvolver mais estudos sobre aodreimatina neste género para

verificar a causa das tendéncias observadas ased mantidas em outras espécies de

Hypostomus.

Agradecimentos

Os autores séo gratos ao Instituto Brasileiro deoMenbiente e Recursos Naturais

Renovaveis (MMA/IBAMA) pela autorizagdo para a cmptdos peixes. Os autores



86

agradecem a Unioeste e ao Nuacleo de Pesquisas amolbgia, Ictiologia e
Aquicultura (Nupélia) pelo suporte logistico. Eestudo foi financiado pela Fundacéo
Araucaria (Fundacgéo Araucéria de Apoio ao Desemwanto Cientifico e Tecnoldgico
do Estado do Parana), CAPES (Coordenadoria de dipesmento de Ensino Superior)

e CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento dieaté Tecnoldgico).

Referéncias Bibliograficas

Artoni RF, Bertollo LAC (1996) Cytogenetic studiemn Hypostominae (Pisces,
Siluriformes, Loricariidae). Considerations on latgpe evolution in the genus

HypostomusCaryologia 49: 81-90.

Artoni RF, Bertollo LAC (1999) Nature and distrilrt of constitutive heterochromatin

in fishes, genublypostomugLoricariidae). Genetica 106:209-214.

Artoni RF, Bertollo LAC (2001) Trends in the karype evolution of Loricariidae fish

(Siluriformes). Hereditas 134:201-210.

Artoni RF, Venere PC, Bertollo LAC (1998) A heterarphic ZZ/ZW sex chromosome

system in fish, genudypostomugLoricariidae). Cytologia 63:421-425.

Artoni RF, Molina WF, Bertollo LAC, Galleti Jr PMLO99) Heterochromatin analysis
in the fish speciesLiposarcus anisitsi(Siluriformes) and Leporinus elongatus

(Characiformes). Genet Mol Biol 22: 39-44.



87

Bertollo LAC, Takahashi CS, Moreira-Filho O (1971@ytotaxonomic considerations on

Hopliaslacerdae(Pisces, Erythrinidae). Braz J Genet 1:103-120.

Bueno V, Zawadzki CH, Margarido V (2012) Trendschromosome evolution in the
genus HypostomusLacépede, 1803 (Osteichthyes, Loricariidae): a mensspective
about the correlation between diploid number anerolosomes types. Rev Fish Biol

Fisheries 22:241-250.

Cereali SS, Pomini E, Rosa R, Zawadzki CH, Froahlic Giuliano-Caetano L (2008)
Karyotype description of two speciestdypostomugSiluriformes, Loricariidae) of the

Planalto da Bodoquena, Brazil. Genet Mol Res 758B-

Degonzo GM, Fenocchio A, Pastori C (2000) Chromasoaomaracterization of
Trichomycterus spegazzir{Siluriformes, Trichomycteridae) from the hydrognap

basins of the Northwest of Argentina. Caryologa39-43.

Froese R, Pauly D (2012) FishBase. Internet Refeen Obtido em

http://www.fishbase.org 12/03/2012

Griffiths SP (2000) The use of clove oil as an atiaetic and method for sampling

intertidal rockpool fishes. J Fish Biol 57:1453-246

Kavalco KF, Pazza R, Bertollo LAC, Moreira-Filho @004) Heterochromatin
characterization of four fish species of the fantityricariidae (Siluriformes). Hereditas

141:237-242.



88

Levan A, Fredga K, Sandberg AA (1964) Nomenclatimrecentromeric position on

chromosomes. Hereditas 52:201-220.

Lui RL, Blanco DR, Margarido VP, Moreira-Filho O QQ9) First description of B
chromosomes in the family Auchenipterid®arauchenipterus galeatySiluriformes)

of the S&o Francisco basin (MG, Brasil). Micd®i552-559.

Margarido VP, Galetti Jr PM (2000) Amplification afGC-rich heterochromatin in the
freshwater fisHh_eporinus desmotg€haraciformes, Anostomidae). Genet Mol Biol 23:

569-573.

Michele JL, Takahashi CS, Ferrari | (1977). Karytystudy of some species of the

family Loricariidae (Pisces). Cytologia 42:539-546.

Milhomem SSR, Castro RR, Namagashi CY, Souza A@Rjbérg E, Pieczarka JC
(2010) Different cytotypes in fishes of the genblypostomusLacépede, 1803,
(Siluriformes: Loricariidae) from Xingu river (Aman region, Brazil). Comp Cytogen

4:45-54.

Montoya-Burgos JI (2003) Historical biogeographytié catfish genuslypostomus
(Siluriformes: Loricariidae), with implications othe diversification of Neotropical

ichthyofauna. Mol Ecol 12:1855-1857.



89

Muramoto JI, Ohno S, Atkin NB (1968) On the diplogtate of the fish order

Ostariophysi. Chromosoma 24:59-66.

Muller S, Weber C (2002) Les dents des sous-famiigpostominae et Ancistrinae
(Pisces, Siluriformes, Loricariidae) et leur valéaxonomiqueRevSuisse Zool 99:747-

754.

Oliveira C, Gosztonyi (2000) A cytogenetic study Diplomystes mesembrinus
(Teleostei, Siluriformes, Diplomystidae) with adission of chromosome evolution in

siluriforms. Caryologi®3:31-37.

Pazza R, Kavalco KF, Almeida-Toledo LF, Bertollo CA(2005) Hoplosternum
littorale (Teleostei, Callichthyidae) from a Coastal Rivesibhan Brazil — Cytogenetic

analysis and gene mapping of 5S and 18S rDNA. Gagia58: 339-344.

Schweizer D (1980) Simultaneous fluorescent stgingf R bands and specific
heterochromatic regions (DAPI bands) in human clmsomes. Cytogenet Cell Genet

27:190-193.

Schweizer D, Loidl J (1987) A model for heterochetim dispersion and the evolution

of C-band patterns. Chrom Tod@y61-74.

Souza IL, Galidn J, De La Rua P, Bertollo LAC, Maéd=ilho O (2001) Non-random
distribution of the GC-rich heterochromatin and leotar rDNA sites onAstyanax

scabripinnischromosomes. Cytologia 66: 85-91.



90

Sumner AT (1972) A simple technique for demonstgatentromeric heterochromatin.

Exp Cell Res75:304-306.

Weber C (2003) Hypostominae. In: Reis RE, Kullan8€x, Ferraris CJ Jr., eds. Check
list of the freshwater fishes of South and Centnalerica, Porto Alegre: Edipucrs, pp

351-372.



91

Tabela 1NUmero e sexo dos individuos coletados em cadéidada.

Espécie Machos Fémeas Localidade
Hypostomus albopunctatus 3 3 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomus ancistroides 4 11 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomus cochliodon 4 1 Rio lguagu, Foz do Iguagu, PR
Hypostomus commersoni 1 1 Rio lguagu, Foz do Iguacu, PR
Hypostomus faveolus 7 2 Rio Taquaralzinho, Barra do Gargas, MT
Hypostomus hermanni 5 4 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus regani 4 2 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus regani 1 4 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomusff. paulinus 6 7 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus strigaticeps 8 7 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus topavae 9 6 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
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Figura 3 Metafases coradas com fluorocromos (1) DAPI (2) GMA3) CMA;e DAPI sobrepostos. (a)
Hypostomus faveolugb) Hypostomus cochliodor(c) Hypostomus ancistroidegd) Hypostomus
commersoniSetas indicam sitios GC-ricos, cabecgas de seizaimdsitios AT-ricos e asteriscos indicam

RONSs. A barra representa 5 pm.



95

Figura 4 Metafases coradas com fluorocromos (1) DAPI (2) GMA3) CMA; e DAPI sobrepostos. (a)
Hypostomus strigaticeg®) Hypostomus hermanifc) Hypostomus regar(d) Hypostomusff. paulinus
Setas indicam sitios GC-ricos, cabecas de setaamdsitios AT-ricos e asteriscos indicam RONs. A

barra representa 5 pm.
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Figura 5 Metafases coradas com fluorocromos (1) DAPI (2) GMA3) CMA e DAPI sobrepostos. (a)
Hypostomus albopunctat(is) Hypostomus topava&etas indicam sitios GC-ricos, cabecas de seta
indicam sitios AT-ricos e asteriscos indicam ROAlbarra representa 5 um.
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8. CAPITULO 4

Mapeamento fisico do DNAr 5S e 18S em dez espéaeddypostomus Lacépede

1803 (Siluriformes, Loricariidae)

Este capitulo foi escrito de acordo com as normagsuthlicacao cientifica :
Cytogenetics and Genome Research
Normas para publicacdo disponiveis em:

http://content.karger.com/ProdukteDB/produkte.adqiy=JournalGuidelines&Produ
ktNr=224037
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Resumo

Hypostominae é uma subfamilia de peixes complexdaralala familia Loricariidae,
com filogenia e sistematica néo resolvidas. Hypuostae contém cinco tribos:
Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini, Pterygopthini e Ancistrini.
Hypostomusum dos géneros de Hypostomini, € um grupo divemsn aspectos nao
esclarecidos sobre sua biologia, inclusive os mecas que levaram a diversificagdo
cromossOmica no grupo. Hibridizagaositu por fluorescéncia (FISH) com sondas de
DNAr 5S e 18S rDNA foi realizada em dez espéciesiggostomini, uma espécie de
Ancistrini e uma espécies de PterygoplichthyirMegalancistrus parananus
Pterygoplichthysnisitsi H. faveolusH. cochliodonH. albopunctatusH. aff. paulinus

e H. topavaeapresentaram um par cromossémico portador des sitoDNAr 18S,
enquantoH. ancistroides H. commersoniH. hermanni H. regani e H. strigaticeps
apresentaram multiplos sitios portadores de DNAS.18Bm relacdo ao DNAr 53/.
parananusP. anisiti H. ancistroidesH. reganj H. albopunctatusH. aff. paulinuse H.
topavaeapresentaram sitios de DNAr 5S em somente um @aramossomos, H.
faveolus H. cochliodon H. commersoniH. hermannie H. strigaticepsapresentaram
sitios multiplos. A maior parte das espécies aptesesitios de DNAr na regiado
telomérica dos cromossomos. Todas as espécies mtnoschliodonapresentaram
sitios de DNAr 5S na regido centromérica/pericenénica de um par metacéntrico.
Mecanismos de dispersdo sao discutidos para gastifi variabilidade dos sitios de

DNAr emHypostomus.

Palavras-chave: FISH DNAr, evolugdo cromossOmica, Hypostomini, &ivni,

Pterygoplichthyini
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Abstract

Hypostominae is a complex fish subfamily within tifemily Loricariidae, with
unresolved phylogeny and systematics. It comprides tribes: Corymbophanini,
Rhinelepini, Hypostomini, Pterygoplichthini and Asicini. Hypostomus one of the
genus from Hypostomini, is a diverse group withleac aspects regarding its biology,
including the mechanisms that led to chromosomerdification within the group.
Fluorescencen situ hybridization (FISH) with 5S and 18S rDNA probeasiperformed
on ten Hypostomini, one Ancistrini and one Pterygbphyini speciesMegalancistrus
parananus Pterygoplichthysanisitsi Hypostomus faveoluddypostomus cochliodon
Hypostomus albopunctatuslypostomusaff. paulinus and Hypostomus topavabad
only one chromosome pair with 18S rDNA sites, whilgpostomus ancistroides
Hypostomus commersoiiypostomus hermanniHypostomus regarand Hypostomus
strigaticepshad multiple 18S rDNA sites. As for the 5S rDNK, parananus P.
anisiti, H. ancistroidesH. regani H. albopunctatusH. aff. paulinuse H. topavaehad
5S rDNA sites only on one chromosome pair, &hdfaveolus H. cochliodon H.
commersoniH. hermanniandH. strigaticepshad multiple 5S rDNA sites. Most species
had 18S rDNA sites on the telomeric region of theomosomes. All species bht
cochliodonhad 5S rDNA on the centromeric/pericentromericaagf one metacentric
pair. Mechanisms of dispersion are discussed tdyjube variability of the rDNA sites

in Hypostomus

Keywords: rDNA-FISH, chromosome evolution, Hypostomini, Asicini,

Pterygoplichthyini
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Introducao

Loricariidae é uma familia especiosa e diversdridisda pela América Central
e do Sul (Armbruster, 2004; Ferraris, 2007). E costp por sete subfamilias:
Delturinae, Hypoptomatinae, Hypostominae, Lithogeae, Loricariinae,
Neoplecostominae e Otothyrinae (Weber, 2003; Arstiery 2004; Reis et al., 2006;
Chiachio et al., 2008). Os Hypostominae contém uande numero de espécies
nominais com status incerto, e a sistematica déasiilia ndo € bem resolvida (Weber,
2003). Armbruster (2004) propbés a divisdo da sufifamem cinco tribos,
Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini, Pterygopthini e Ancistrini. O Unico
género reconhecido para Hypostomini sekypostomus com Aphanotorulus
Cochliodon Isorineloricaria, Squaliformae Watwatacomo sinénimos. Porém, estudos
moleculares baseados em sequéncias do gene do RN@gondrial, D-loop e ITS
indicaram a existéncia de diferengas relevantese &dqualiforma Isorineloricaria,
Aphanotoruluse Hypostomusndo concordando com a sinonimizagdo destes género
com Hypostomus(Montoya-Burgos et al., 1998; Montoya-Burgos, 2008palises
posteriores ndo foram realizadas em Hypostomima parificar quais géneros devem
ser reconhecidos, e parece nao haver consenso qudrdilogenia deve ser adotada
para Hypostomus com um numero de estudos posteriores sobre oaspsctos do
género considerando cada hipétese como valida.

Estudos cariotipicos ermypostomudniciaram com a andlise ddypostomus
plecostomus (Muramoto et al., 1968). O numero dipldide obseova®n=54
cromossomos, continua sendo o numero dipléide bei® observado para o género.
Estudos posteriores apresentaram nuameros diplaideando de 2n=54 a 2n=84

cromossomos (Muramoto et al.,, 1968; Cereali et 2008). Embora o namero de



101

espécies citogeneticamente analisadas tenha auwloerdamda ndo representa uma
porcao significativa do género (Bueno et al.,, 201d)poucos estudos discutem
marcadores como a distribuicdo de heterocromatmapeamento de DNAr.

Somente duas espécies Hgpostomugdiveram seus sitios de DNAr mapeados.
Kavalco et al. (2004; 2005) localizou os sitios @NAr 5S e 18S em multiplos
cromossomos erHl. affinis e Mendes-Neto et al. (2011) observou um Unicocpat
sitios de DNAr 18S e mudltiplos cromossomos conositie DNAr 5S entl. regani A
falta de informac&o sobre o niumero e localiza¢c&giios de DNAr entHypostomus
dificulta uma andlise comparativa ampla para o géri@omo o relacionamento entre as
espécies délypostomusainda ndo estdo bem esclarecidos, o presente estdpor
objetivo mapear o DNAr 5S e 18S de dez espécidsygestomuse duas espécies de
outras tribos de Hypostominae para verificar atériga de possiveis tendéncias

evolutivas no género.

Material e Métodos

Dez espécies de Hypostomini, uma espécie de Pg@ightihini e uma espécie
de Ancistrini tiveram a localizagdo dos sitios dBlIAD 5S e 18S mapeadas. Os
espécimes foram coletados nas bacias dos riosriRiguiacu e Araguaia. Os locais de
coleta e numero de machos e fémeas sdo mostradigbeta 1. Os espécimes foram
anestesiados e sacrificados através da overdosélgmrde cravo (Griffiths, 2000).
Células metafésicas foram obtidas do rim atravégéat@ca proposta por Bertollo et al.,
(1978). A hibridizacaan situ por fluorescéncia foi realizada de acordo com #liekal
(1986), com modificagbes sugeridas por Margariddoeeira-Filho (2008). As sondas

de DNAr 18S foram obtidas de acordo com Hatanatsaletti (2004) e as sondas de
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DNAr 5S foram obtidas de acordo com Martins e Ga(@999). As sondas foram

marcadas através daick translation com biotina-16-dUTP (DNAr 18S) e

digoxigenina-11-dUTP (DNAr 5S) (Roche). A detecggamplificacdo dos sinais de
hibridacdo foram realizadas com avidina-FITC e-awtilina biotina (Sigma) para as
sondas de DNAr 18S, e anti-digoxigenina rodaminacfi®) para as sondas de DNAr
5S. As laminas foram contra-coradas com DAPI e isadds no microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX 61. Os cromossomosniockassificados de acordo com

Levan et al. (1964).

Resultados

Na maior parte de espécies de Hypostomini anaksaoleDNAr 18S estava
localizado na regido telomérica dos cromossomdec@lizacdo do DNAr 5S e nimero
de sitios tanto do DNAr 5S quanto 18S variou carsidelmente entre as espécies.
Hypostomus faveolu$l. cochliodon H. albopunctatusH. aff. paulinuse H. topavae
apresentaram somente um par portador de sitios MAr DL8S, enquantoH.
ancistroides H. commersoniH. hermannj H. regani e H. strigaticepsapresentaram
multiplos sitios. Em relacdo ao DNAr 93, ancistroidesH. reganj H. albopunctatus
H. aff. paulinuse H. topavaeapresentaram sitios de DNAr 5S em somente umear d
cromossomos, eH. faveolus H. cochliodon H. commersoni H. hermannie H.
strigaticepsapresentaram multiplos sitios.

Hypostomus faveolu@n=64; 18m + 8 sm+ 22 st+ 16 a) apresentou sitios de
DNAr 18S localizados na regido telomérica do bragdo do par 31 e DNAr 5S na
regido pericentromérica do brago curto do par 5,eelna regido telomérica do brago

curto dos pares 22, 24 e 26 (fig. 1a).
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Hypostomus cochliodof2n=64; 12m + 16 sm+ 16st+ 20a) apresentou sitios
de DNAr 18S localizados na regido telomérica dagdiango do par 28, e multiplos
sitios de DNAr 5S, localizados na regido telomédicdraco curto dos 13, 21 e 29 (fig.
1b).

O numero e posicdo dos sitios de DNAr 5S e 18%mnam entre as populagdes
de H. commerson{2n=68; 12m + 14sm+ 14 st + 28a). A populagéo do rio Piquiri
apresentou sitios de DNAr 18S na regido teloméhichraco curto de um cromossomo
do par 21, um cromossomo do par 23 e um cromosstonpar 31, e na regiao
telomérica do braco longo de um cromossomo do pdfi@. 1c). A populacdo do rio
Iguacgu apresentou sitios de DNAr 18S na regidoitalrdo braco curto do brago curto
do par 23, do brago longo do par 31 e no bracoalostpar 17, localizado na regiao
telomérica de um cromossomo e intersticial do o(fipp 1d). Os sitios de DNAr 5S
estavam localizados na regido pericentroméricardgobcurto do par 4 e na regido
telomérica do brago curto do par 23 e um cromosstdosopares 21 e 19 na populagéo
do rio Piquiri. A populacdo do rio Iguagu apresent®NAr 5S na regido
pericentromeérica do braco curto dos pares 4 e® e fha regido terminal do braco curto
do par 23 (fig. 1c). Os sitios de DNAr 5S e 18&iforsinténicos nos pares 21 e 23 da
populacao do Piquiri, e nos pares 17 e 23 na po@aldo rio Iguacu (fig. 1d).

Hypostomus ancistroidd@n=68; 14m + 14sm+ 8 st+ 32 a) apresentou sitios
de DNAr 18S na regido telomérica do braco curto prres 19 e 20 e DNAr 5S na
regido pericentromérica do braco curto do par 5. lddividuo apresentou sitios
somente em um cromossomo do par 19 e um sitiooadicem um cromossomo do par
24 (fig. 2a).

Hypostomus herman2n=72; 10m+ 8 sm+ 32st+ 22a) apresentou multiplos

cromossomos portadores de sitios de DNAr 18S,ifaxhds no brago curto dos pares
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27, 29 e 33. Os sitios de DNAr 5S foram localizadasregido pericentromérica do
braco curto dos pares 3 e 16, na regido telomdéddaraco curto dos pares 23, 35, 36 e
em um cromossomo dos pares 26 e 32 (fig. 2b).

Hypostomus regani2n=72; 12m + 8 sm+ 10 st + 42 a) apresentou sitios de
DNAr 18S localizados na regido telomérica do bragao dos pares 32, 35 e um
cromossomo do par 20 Sitios de DNAr 5S foram laedibs na regido pericentromérica
do braco curto do par 4 (fig. 2c).

Hypostomus strigaticeg@n=72; 12m + 12sm+ 18st + 30a) apresentou sitios
de DNAr 18S na regido telomérica do bracgo longopioss 25, 32 e 36, e DNAr 5S na
regido pericentromérica do braco curto do par @iheromossomo do par 26 (fig. 2d).

Hypostomus albopunctaty@n=74; 8m + 14 sm+ 16 st + 36 a) apresentou
DNAr 18S localizado no par 35. A posicdo dos sitiagou entre a regido telomérica
do bracgo curto, a posicao telomérica do brago lamgditelomérica. O DNAr 5S foi
localizado na regido pericentromérica do bracoocdotpar 1 (fig. 3a).

Hypostomusaff. paulinus(2n=74; 10m + 12 sm+ 20 st + 32 a) apresentou
DNAr 18S localizado na regido telomérica do bragogb do par 35 e DNAr 5S
localizado na regido pericentromérica do bracoocdot par 2 (fig. 3b).

Hypostomus topava@n=80; 14m + 10sm+ 26 st + 30 a) apresentou DNAr
18S localizado na regido telomérica do braco cdotpar 26 e DNAr 5S localizado na
regido pericentromérica do braco curto do par@ @c).

Pteygoplichthys anisit® Megalancistrus parananuspresentararsomente um
par portador de sitios de DNAr 5S e 18%rygoplichthys anisitsapresentou sitios de
DNAr intersticialmente no brago longo de um cronomss submetacéntrico, com o
DNAr 5S localizado intersticialmente no brago cudi® mesmo parMegalancistrus

parananusapresentou um grande sitio intersticial no bragtocde um cromossomo
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subtelocéntrico, e DNAr 5S na regido pericentrooc@émo braco curto de um par

submetacéntrico (fig. 4).

Discussao

Um dnico par portador de sitios de DNAr 5S e 18% ®do considerado
plesiomérfico para Loricariidae, caracteristica esbada no grupo irmao
Trichomycteridae e em alguns génemdedplecostomusronichthys Isbueckerichthys
e Parotocinclug considerados filogeneticamente basais atravémndkse morfolégica
(Armbruster, 2004; Ziemniczak et al., 2011). A @®ldeP. anisitsie M. parananus
também revelou um Unico par portador de sitios NALBES e 18S. Artoni e Bertollo
(1996) também consideram RONSs simples como o fem@tincestral para Loricariidae.
Estas caracteristicas observadas no grupo-irm&@neras basais para Loricariidae, e
também em outras tribos de HypostomirRaeapisitsipertence a PterygoplichthiniMé.
parananuspertence a Ancistrini) reforca a suposicdo de queeaenca de sitios de
DNAr 5S e 18S em um par de cromossomos seja bassHppostomus

Hypostomus faveolwsH. cochliodonsdo as espécies com 0S menores numeros
dipléides deHypostomugjue tiveram seus sitios de DNAr 5S e 18S mape&dobas
as espécies apresentaram um unico par portadomMNde D8S, embora em posi¢cdes
diferentes do cromossomo, e mdltiplos pares pootaDlAr 5S. Considerando o
namero dipléide de 54 cromossomos basal para alidamdricariidae, numeros
dipléides mais baixos seriam basais pdygpostomusArtoni e Bertollo, 2001). Uma
analise filogenética realizada por Martinez (2088 sequéncias do gene mitocondrial
citocromo b e sequéncias parciais dos genes nasle RNAr 16S e F-Reticulon 4

consideroH. faveoluscomo irméo de todas as outras espécidsypostomusO status
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de H. faveoluscomo espécie basal dé¢ypostomusé compativel com os resultados
obtidos para o niumero de sitios de DNAr 18S, jaagia espécie apresentou somente
um par portador de DNAr 18S, corroborando a hidtis que a presenca de um par
portador de DNAr 18S seja basal patgpostomusN&ao é possivel determinar se
multiplos pares portadores de DNAr 5S representama gondi¢cdo ancestral para o
género ou uma apomorfia para as espécies analisadas

Todas as espécies com 2n=68 e 2n=72 cromossokhosnistroides H.
commersoniH. hermanni H. reganie H. strigaticep$ apresentaram multiplos pares
portando sitios de DNAr 18S. A maior parte das @sgéambém apresentou multiplos
pares portando DNAr 5S, com someHteancistroides H. reganiapresentando DNAr
5S em somente um par de cromossomos. Houve vanaciealizacdo de alguns sitios
entre as populagbes te commersonanalisadas. Existe também a descricdo de uma
populacdo deéd. reganido rio Piumhi com mudltiplos pares portadores de DISS e
um Unico par com sitios de DNAr 18S (Mendes-Netoalet 2011), diferente do
observado nas populagdes do rio Piquiri que apt@sen multiplos pares portadores de
DNAr 18S e um unico par portador de DNAr 5S. Embeste grupo inclua espécies
com numeros dipldides e numeros de sitios de DN&nethantes, em analises
filogenéticas estas espécies sdo separadas eentlifeclados (Montoya-Burgos, 2003;
Armbruster, 2004; Martinez, 2009). A variacdo nonedo de sitios de DNAr, mesmo
entre populacdes da mesma espécie, e a existé@n(imgenias que separam espécies
com numeros e localizacdo de sitios de DNAr semédlsaindicam que esta
caracteristica pode ndo ser util para estabeletagdes dentro ddypostomusporém
pode ter potencial como marcador populacional.

As espécies com 2n=74 e 2n=80 cromossontths ajbopunctatus H. aff.

paulinuse H. topavaé apresentaram um par de cromossomos portande d@&i®@NAr
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5S e 18S. Contudo, existem relatos de algumas iespg&am estes numeros diploides
portando RONs multiplas, portanto multiplos sitaes DNAr 18S, comdH. aff. agna
(2n=74, Martinez et al., 2011}. nigromaculatus(2n=76, Rubert et al., 2008) e
Hypostomusp. E (2n=80, Artoni e Bertollo, 1999), provandexasténcia de variagdo
no numero e localizagcdo do DNAr também neste gdeespécies. Sendo assim, todo
0 grupo de espécies com 2n=68 a 2n=84 seria meigydgéneo em relagdo ao niumero
e localizagdo do DNAr, um indicio de que este earspfreu modificacdes recorrentes
durante a diversificacdo cromoss6mica do género.

Uma caracteristica interessante do DNAr 5S obsarval maior parte das
espécies analisadas no presente trabalho , alémafénis(Kavalco et al., 2004; 2005)

e H. reganicoletado no rio Piumhi (Mendes-Neto et al., 20£13, presenca de um sitio
centromérico/pericentromérico de DNAr 5S no bracartac de um par
metacéntrico/submetacéntrico. Todas as espéciesiyp@stomusanalisadas até o
momento, menodd. cochliodon apresentam sitios de DNAr 5S nesta localizacao
particular. Possivelmente, a localizacdo deste® dévoreceu sua permanéncia do
cariétipo da maior parte das espécies, enquantitios teloméricos parecem variar
mais facilmente.

A variacéo observada nos sitios de DNAr sugeresiémcia de mecanismos de
dispersdo destas sequéncias. E conhecido que algmosansposons sdo especificos
para sequéncias de DNAr, e que estes sitios s@vafais a invasao por elementos
moveis (Xiong et al., 1988; Kojima e Fujiwara 2088jima e Fujiwara, 2004). Muitos
tipo de elementos transponiveis foram descritoa paixes (Volff, 2005). Silvat al.
(2011) verificaram um numero elevado de sitios ddAD 5S em Gymnotus
paraguensisassociando a multiplicacao ddssterscom a similaridade entre os NTS e

um elemento moévethamado transposoncl-like nesta espécie. O sequenciamento
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destas regides revelou uma alta similaridade @stespacadores néo transcritos (NTS)
e um elemento mévehamado transposadictl-like O aumento no niumero de sitios de
DNAr 5S poderia estar associado a dispersdo dsstpgncias adjacentes, sendo que
algumas cépias podem consistir em pseudogenes der.Mecanismos similares
podem ser responsaveis pela variacdo no numeraigdpodos sitios de DNAr 18S
observado enmHypostomus A presenca de heterocromatina adjacente a e#ies s
também pode facilitar trocas entre ndo homodlog@aisando a dispersdo destas
sequéncias no genoma.

A analise aqui apresentada ainda inclui um numetativamente baixo de
espécies considerando a diversidade do génerou@mntoi observada significativa
variabilidade nos sitios de DNAr, reforcando a tegé proposta por Artoni e Bertollo
(1999) de queHypostomuspossui evolugdo cromossdmica divergente. Estudos
posteriores incluindo um nimero maior de espéciapdises do DNAr e seqliéncias
adjacentes contribuiriam com o esclarecimento desamsmos de dispersao destes

sitios emHypostomus
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Tabela 1NUmero e sexo dos individuos de diferentes espéei¢t/postominae e locais de coleta.

Espécie Machos Fémeas Localidade
Hypostomini
Hypostomus albopunctatus 3 3 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomus ancistroides 4 11 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomus cochliodon 4 1 Rio lguagu, Foz do Iguacu, PR
Hypostomus commersoni 0 1 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus commersoni 1 1 Rio lguagu, Foz do Iguacu, PR
Hypostomus faveolus 7 2 Rio Taquaralzinho, Barra do Gargas, MT
Hypostomus hermanni 5 4 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus regani 4 2 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus regani 1 4 Rio Piquiri, Formosa do Oeste, PR
Hypostomusff. paulinus 6 7 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus strigaticeps 8 7 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Hypostomus topavae 9 6 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
Pterygoplichthini
Pterygoplichtys anisitsi 0 1 Rio Parand, Guaira, PR

Ancistrini

Megalancistrus parananus 2 0 Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, PR
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Figura 1 Carié6tipos hibridizados com sondas de DNAr 5S (wdha) e 18S (verde) de (Bypostomus faveolugb) Hypostomus

cochliodon (c) Hypostomus commersaihd rio Piquiri e (dHypostomus commersathd rio Iguacu. A barra representa Sum
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Figura 2 Cariétipos hibridizados com sondas de DNAr 5S (wdhm) e 18S (verde) de (&Jypostomus ancistroidegb)

Hypostomus hermann(c) Hypostomus regan{d) Hypostomus strigaticep# barra representa 5pum.
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Figura 3 Cariétipos hibridizados com sondas de DNAr 5S (etho) e
18S (verde) de (dlypostomus albopunctatusom a variagdo na posicao
dos sitios de DNAr 18S em destaque; Higpostomusaff. paulinuse (c)

Hypostomus topavaé barra representa 5um.
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Figura 4 Metafases hibridizadas com sondas de DNAr 5S (Maohe 18S (verde) de (&jegalancistrus

parananuse (b)Pterygoplichthys anisitsiA barra representa S5um.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

¢ O numero dipldide das espécies analisadas variou2re64 a 2n=80
cromossomos, mantendo-se no intervalo j4 obsempadoo género.

¢ Foi verificado que o aumento do numero dipléide néplica em uma
propor¢cao maior de cromossomos dos tipos subtdiim@&ne acrocéntricos na maior parte
das espécies, sendo que esta proporcéo foi vaeaws espécies com 0 mesmo numero
dipldide.

¢ Espécies com numero dipldide de 80 cromossomos @8 representam o
anico grupo que manteve uma proporcao de cromosseuniielocéntricos e acrocéntricos
mais elevada (70% ou mais) para todas as espémeestes numeros dipléides, porém
algumas espécies com numeros dipldides menoresétanmdpresentaram proporcdes
semelhantes.

¢ A variacdo nos numeros diploides etypostomupdde ser correlacionada com
hipoteses filogenéticas e biogeograficas, fortaldoe a importancia dos eventos
geoldgicos que afetaram a estrutura das baciasgnadicas como fonte de diversificacao
de espécies.

¢ As espécies com nuameros diploides mais baixos @rerémossomos) estao
correlacionadas com bacias do norte, representanglmvavel grupo mais ancestral de
Hypostomuslém do grupdd. cochliodon

¢ As espécies das bacias do sul dividem-se em da@o<lprincipais, um dos
quais contém espécies de 2n=66 e 2n=68 cromossoprsH. affinis H. ancistroidese
H. commersoni

¢ O outro grupo de espécies das bacias do sul coespécies com 2n=70 a

2n=84 cromossomos.
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¢ As AgRONSs variaram consideravelmente em numero sicfo (braco
curto/brago longo) entre as espécies, porém forbsergadas principalmente na regido
terminal dos cromossomos, ndo apresentando terdériaras nas espécies com 2n=68 ou
mais cromossomos. Espécies com 2n=64 cromossomeseaaram RONs simples.

¢ Espécies com numero dipléide de até 68 cromossoamesentaram
principalmente heterocromatina GC-rica. Espéciesn caumeros diploides foram
heterogéneas em distribuicdo e composicao de ebenatina.

¢ Polimorfismos de tamanho de blocos heterocromatiotam relacionados a
heterocromatina GC-rica, e bandas intersticiaisl@tpis a heterocromatina AT-rica.

¢ A presenca de DNAr 5S e 18S em um par de cromossémnobservada nas
espécies analisadas das tribos PterygoplichthAmasstrini, e provavelmente representa a
caracteristica ancestral para Hypostominae.

¢ [Espécies com 2n=64 cromossomos apresentaram DNAnmSRUltiplos pares
e DNAr 18S em apenas um par de cromossomos. Nassévpl determinar se multiplos
sitios de DNAr 5S representam uma caracteristieagote em um ancestral comum de
Hypostomusou uma apomorfia das espécies estudadas.

¢ Espécies com numeros dipldides maiores foram rggaeas em relacdo ao
namero de sitios de DNAr, que variavam mesmo epdqgulacdes da mesma espécie,
indicando a existéncia de mecanismos de disperséiagl seqiéncias, como elementos
moveis associados.

¢ Os resultados obtidos mostraram a existéncia deatiares que permitem a
caracterizacdo de subgrupos dentrdHgpostomusque podem ainda ser correlacionados

com propostas filogenéticas e biogeograficas, @mb na compreenséo do género.



