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RESUMO

Siluriformes compreendem a ordem de peixes de agua doce mais abundantes na
regido neotropical. Dentre os Siluriformes, Loricariidae € a familia que mais se destaca
em numero de espécies e subdividida em seis subfamilias, nas quais duas merecem
maior destaque: Hypostominae e Loricariinae. A primeira compreende 0s peixes
conhecidos como cascudos, sendo endémicos da América do Sul. Os dados da
literatura mostram que esta subfamilia € uma das mais complexas dentro dos
Loricariidae, onde o género mais estudado € o Hypostomus que apresenta uma
variagao no numero diploide de 2n=52 para H. emarginatus a 2n=84 para Hypostomus
perdido, além de também apresentar uma grande variagdo quanto a férmula
cariotipica, padrdao de heterocromatina e na quantidade e posi¢cdao das NORs. As
populagdes mais estudadas deste género pertencem as bacias do rio Parang, rio
Paraguai e rio Sao Francisco. A outra subfamilia de destaque é Loricariinae, cujo
representantes sdo conhecidos como cascudos-chinelos, de tamanho pequeno a
médio e ocorrem com frequéncia na regidao da Costa Rica, Panama e em toda a
América do Sul. Ela também apresenta uma grande variabilidade citogenética quanto
ao numero diploide (2n=36 a 2n=74), férmula cariotipica e cistrons ribossémicos. As
populacdes mais estudadas desta subfamilia foram coletadas principalmente na bacia
do rio Parana e rio Paraguai. No presente estudo foram analisadas citogeneticamente
4 espécies de peixes de Loricariidae, todas provenientes de diferentes localidades da
Bacia do Alto Rio Parana, por meio da coloracdo por Giemsa e fluorocromos
CMA/DAPI, impregnagao por nitrato de prata, bandeamento C e Hibridagao in situ
fluorescente com sondas de DNA ribossomal 18S e 5S. Os resultados encontram-se
divididos em dois capitulos. No capitulo 1 foram analisadas trés espécies de peixes
da subfamilia Hypostominae, sendo: Hypostomus ancistroides, H. hermanni e H.
strigaticeps. Duas populagdes de H. ancistroides, uma do Ribeirdo Cambé e outra do
Ribeirao Trés Bocas exibiram o mesmo numero diploide de 2n=68 e férmula
cariotipica de 14m+16sm+8st+30a. Ja H. hermanni proveniente do Ribeirdo Trés
Bocas e H. strigaticeps do Rio Laranjinha apresentaram 2n=72 com estrutura
cariotipica  distinta, sendo 10m+20sm+18st+24a e 10m+14sm+20st+28a,
respectivamente. A coloragdo com fluorocromos revelou a presenga de sinais
positivos em GC para todas as espécies, e regides ricas em AT apenas para H.
strigaticeps. Nas trés espécies analisadas, as Ag-RONs foram coincidentes com os
locais de DNAr 18S. Nas duas populagcdes de H. ancistroides, a FISH com DNAr 18S
evidenciou trés marcagdes, enquanto que o DNAr 5S foi detectado no par 4
metacéntrico de ambas, podendo este ser considerado um par marcador para a
espécie. O DNAr 18S em H. hermanni hibridou em apenas um homologo de um
cromossomo acrocéntrico, ja em H. strigaticeps esta sonda apresentou multiplos
sinais. O DNAr 5S para estas duas espécies esteve localizado em varios pares de
cromossomos, condicdo esta comum quando comparado com outras populacdes
destas mesmas espécies. A heterocromatina esteve presente em diversos pares de



cromossomos, todavia, em H. ancistroides pode ser observado um heteromorfismo de
tamanho no par 16 de ambas as populag¢des. No capitulo 2 foi analisada uma espécie
de peixe pertencente a subfamilia Loricariinae, Loricariichthys platymetopon, que
apresentou similaridade de numero diploide com as demais populagdes ja
cariotipadas de 2n=54, com diferencas apenas na estrutura cariotipica de
8m+18sm+4st+24a. A banda C revelou heterocromatina na regiao pericentromérica
de apenas um par de cromossomo, enquanto que a impregnagao com nitato de prata
mostrou um sinal de NOR ativa coincidente com a constricdo secundaria do par 14,
observada pela Giemsa. A coloracdo com fluorocromos base-especificos exibiram
sinais de DAPI positivo na regido pericentromérica e terminal de quase todos os
cromossomos e sinal de CMA positivo em apenas um par. O par marcador da NOR
foi confirmado pela FISH com a sonda DNAr 18S; e a sonda de DNAr 5S marcou em
dois pares de cromossomos, com sintenia entre as sondas no par subtelocéntrico 14.
Em todas as populagdes de L. platymetopon ja estudadas, o par 14 subtelocéntrico
também apresentou marcagdes em todas as técnicas, indicando que este seja um par
marcador espécie-especifico. O presente trabalho reforca que os marcadores
citotaxondbmicos sao eficientes para os estudos e caracterizacido de populacdes e
corrobora com os dados da literatura de que os rearranjos cromossémicos,
particularmente as inversdes pericéntricas, estdo atuando na diversificagao cariotipica
de Loricariidae.

Palavras-chave: evolucdo cariotipica; peixes neotropicais; hypostomus.
loricariichthys; rearranjos cromossémicos.
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INTRODUGAO

As espécies de peixes dulcicolas neotropicais da ordem
Siluriformes se destacam tanto em riqueza de espécies quanto em abundancia,
com ampla distribuicdo em diferentes habitats, podendo ser encontradas
exclusivamente em ambientes com aguas turvas, entre rochas e em fundo de
rios, com habitos preferencialmente noturnos (PELEGRINI 2018). Dentre as
familias que compdem esta ordem, Loricariidae se destaca por ser uma das
familias mais especiosa e seus representantes, conhecidos como cascudos,
possuem corpo dorso/ventralmente achatado recoberto de placas ésseas e
boca em forma de ventosa (BRITSKI et al, 1999); e s&o faciimente
encontrados desde o norte da Costa Rica até o sul argentino (REIS et al,,
2003).

Por apresentar uma gama de variagdes, sejam elas no padrao
de coloracdo e formas corporais especializadas, a familia Loricariidae é
classificada com um grupo monofilético (COVAIN et al., 2016) e, atualmente,
encontra-se dividida em seis subfamilias (LUJAN et al., 2015). Destas, duas
ganham maior atencdo por serem diversificadas em numeros de espécies e
com ampla distribuicdo, assim como por apresentarem uma alta diversidade
em niveis cromossOmicos, sendo: a subfamilia Hypostominae com numero
dipldide variando de 34 em Ancistrus cuiabae (MARIOTTO et al., 2009) a 84
em Hypostomus perdido (CEREALI et al., 2008); e a subfamilia Loricariinae
variando de 36 em Rineloricaria latirostris (GIULIANO-CAETANO, 1998) a 74
em Sturisoma cf. nigirostrum (ARTONI & BERTOLLO, 2001).

O género Hypostomus, €& um dos mais estudados
citogeneticamente dentro da subfamilia Hypostominae, e os dados disponiveis
na literatura mostram uma complexa e extensa variagdo cromossémica, com
numero diploide variando de 2n=52 em Hypostomus emarginatus (ARTONI e
BERTOLLO, 2001) a 2n=84 em Hypostomus perdido (CEREALI et al., 2008),
sendo 2n= 72 considerado mais comum; esta variacao pode ser explicada por
eventos de rearranjos cromossémicos envolvidos na evolugdo cariotipica do
grupo, o que faz este género apresentar uma posi¢ao derivada em Loricariidae
(ARTONI e BERTOLLO, 2001; ARTONI e BERTOLLO, 1996).
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Na subfamilia Loricariinae, o género Loricariichthys apesar de
possuir apenas 17 espécies descritas, os dados citogenéticos disponiveis
mostram uma manutencéo do numero diploide de 2n=54 (SCAVONE e JULIO
Jr. 1995; TAKAGUI et al., 2014; 2020), com variagdo apenas na estrutura
cariotipica.

Tanto a subfamilia Hypostominae quanto Loricariinae
apresentam diversos problemas taxondmicos, assim como uma alta
complexidade no numero de espécies e elevada variabilidade cariotipica.
Embora os estudos citogenéticos nestas duas subfamilias sdo bastantes,
compreender a existéncia de rearranjos cromossémicos, polimorfismos
relacionados a cromossomos estruturais e/ou numéricos e a presenga de
cromossomos sexuais sdo fundamentais para entender algumas questdes
evolutivas envolvidas na familia Loricariidae.

Assim sendo, o presente trabalho visou estudar por meio de
abordagens citogenéticas, espécies de peixes das subfamilias Hypostominae e
Loricariinae pertencentes a difrentes localidades da bacia do Rio
Paranapanema, com a finalidade de levantar dados que auxiliem no

entendimento da evolugao cariotipica ocorrida nestas subfamilias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARACTERIZACAO DA ICTIOFAUNA DA REGIAO NEOTROPICAL

A Regidao Neotropical, além de ser considerada uma das
regides com a maior biodiversidade do planeta Terra (ANTONELLI et al.,
2018), também abriga a maior diversidade de espécies de peixes de agua
doce do mundo (ALBERT et al., 2011; REIS et al., 2016; NELSON, 2016).

Os peixes formam um grupo de vertebrados extremamente
diversificado  (LOWE-McCONNELL, 1999; NELSON, 2016) com
aproximadamente 36.128 espécies descritas validas (FRICKE et al., 2022).
Apesar de muitas espécies ainda nao terem sido descritas, estimativas
apontam uma diversidade de 9.100 espécies de peixes dulcicolas e marinhos
presentes na Ameérica do Sul sendo que, somente em aguas doces, foram
descritas um total equivalente de 5.160 espécies, distribuidas em 739 géneros,
69 familias e 20 ordens (REIS et al., 2016).

Compreendendo uma fauna taxonomicamente distinta, a
Regido Neotropical se estende ao longo das Américas Central e do Sul,
incluindo drenagens desde o sul mexicano até a regido estuaria do Rio da
Prata ao norte da Argentina (REIS et al., 2003; ALBERT e REIS, 2011). Grande
parte da Regidao Neotropical € composta por territérios da América do Sul, e o
motivo principal pelo qual ela concentra a maior diversidade de peixes de agua
doce do mundo, esta no fato de que faz drenagem com as trés maiores bacias
hidrograficas do mundo, do rio Amazonas, Orinoco e Parana-Paraguai
(ALBERT e REIS, 2011). Juntas, estas trés bacias constituem o maior volume
de habitat aquatico de qualquer regido na Terra, com descarga de agua médio
anual superior a 269.000 m? por segundo (VARI & MALABARBA, 1998; REIS
et al., 2016).

Além destas trés principais bacias, outras dez fazem parte da
Ecorregido de Agua Doce da América do Sul: Atlantico Leste, Guianas,
Magdalena, Maracaibo-Caribe, Atlantico Nordeste, Noroeste do Pacifico,
Atlantico Sudeste, Cone Sul, Sdo Francisco e Titicaca (ABELL et al., 2008)

(Fig. 1).
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Figura 1: Bacias Hidrograficas da América do Sul. Figura adaptada a partir de ALBERT et al.
(2016).

A existéncia das bacias hidrograficas contribuiram para o
surgimento de uma extensa fauna de peixes no continente sul-americano, cujas
espécies sofreram uma série de adaptacdes evolutivas em decorréncia dos
eventos geoldgicos e climaticos ocorridos a mais de 100 milhdes de anos atras
(LUNDBERG et al., 1998; ALBERT et al., 2011) e, em contrapartida, a América
do Sul foi a unica regido do planeta que nao sofreu danos significativos
resultante do resfriamento ocorrido no periodo Cenozéico e do aumento da
sazonalidade nas latitudes equatoriais, fatos estes que nas demais regides da
Terra culminaram em uma extingdo progressiva (HOORN et al., 2010;
KRISTIANSEN et al., 2011; MORLEY, 2012).

De modo geral, a ictiofauna de peixes de agua doce presente na regiao
neotropical & subdividida em trés grupos, com o primeiro composto pelos
ostariophysianos, pertencentes a superordem Ostariophysy, que compreendem
0s peixes que possuem um aparato de audi¢do, conhecido como aparelho de
weber; grupo este dominante em peixes de agua doce do mundo (REIS et al.,
2016). O segundo grupo, superordem Acanthopterygi, composto por peixes
dulcicolas que sao taxonomicamente mais proximos aos peixes marinhos

(REIS et al.,, 2016); e o terceiro grupo, superordem Batoidea, composto por
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teledsteos e elasmobranquios marinhos (ALBERT e REIS et al., 2011). Dentro
da superordem Ostariophysy, trés ordens ganham destaque: ordem
Siluriformes representada pelos peixes de couro, conhecidos como bagres,
mandis; ordem Characiformes representada pelos peixes de escamas,
conhecidos como lambaris, piranhas, etrairas; e a ordem Gymnotiformes
representada por peixes elétricos, conhecidos como poraqués e tuviras.
Destas, a ordem Siluriformes é a mais abundante em numero de espécies com
cerca de 4.090 (REIS et al., 2016; FRICKE et al., 2022).

2.2 IcTIOFAUNA DA BAcCIA DO ALTO RI0 PARANA

O Rio Parana, formado pela unido dos rios Grande e
Paranaiba, € o décimo maior rio do mundo e a segunda maior bacia
hidrografica da América do Sul, que compreende cerca de 4.695 km? de
extensdo, desde sua nascente até desaguar na bacia do Rio de La Plata, na
Argentina (AGOSTINHO et al.,, 1995; AGOSTINHO et al., 2018). O terco
superior, também chamado de Alto Rio Parana, € um dos principais sistemas
fluviais da América Latina, e o Rio Parana ao todo drena uma area de 900.000
km? e estd em sua maioria inserido no territorio brasileiro, onde faz fronteira
com os estados de Sao Paulo, Parana, Minas Gerais, Goias e uma pequena
parcela do territério paraguaio, na divisa com Mato Grosso do Sul
(AGOSTINHO, JULIO-JR, 1999; CASTRO et al., 2003; AGOSTINHO et al.,
2018).

O sistema de drenagem do Rio Parana é um dos mais afetados
da Regiao Neotropical possuindo uma série de barramentos hidrelétricos, como
os rios Paranaiba, Tieté, Grande e Paranapanema, ambos distribuidos ao
longo de sua calha principal e com importantes tributarios (AGOSTINHO et al.,
2002; 2008). Tais barramentos sao implantados especialmente para a geragao
de energia elétrica, mas vem ocasionando sérias ameacas a biodiversidade de
agua doce neotropical (AGOSTINHO et al., 2005) como, por exemplo,
alteracdo da dindmica do ambiente, uma vez que um percurso que era lético
pode se tornar léntico, além de interferir consideravelmente nos movimentos
reprodutivos, principalmente nas espécies de peixes migradoras (AGOSTINHO
et al., 1992; AGOSTINHO et al., 2007).
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O rio Paranapanema é considerado um dos maiores afluentes
do Alto Rio Parana (AGOSTINHO et al., 2003, 2007, 2008). Sua cabeceira
encontra-se localizada na Serra de Paranapiacaba, no municipio de Capéao
Bonito/SP e sua foz fica na margem esquerda do rio Parana. Faz divisa com os
estados de Sdo Paulo e Parana e possui uma area de aproximadamente
106.500 km? (ANA, 2016). Possui onze usinas hidrelétricas ao longo do seu
leito, no qual seus principais tributarios sdo os rios Tibagi, Cinzas, ltararée,
Pirapo, Taquari, Itapetininga, Apiai-Guagu e Pardo, com a maioria localizado na
margem esquerda da calha principal (BRITTO et al., 2003; HOFFMANN et al.,
2005; VIANNA e NOGUEIRA, 2008).

Com base em um compilado de estudos disponiveis na
literatura sobre a ictiofauna de peixes existentes na bacia do rio
Paranapanema, Jarduli et al. (2020) obtiveram como resultados uma lista de
225 espécies presentes nesta bacia, na qual as ordens mais especiosas foram
Siluriformes (91) seguida de Characiformes (87); e as familias mais abundantes
foram Loricariidae (39) e Characidae (33). Nesta mesma pesquisa, o género
Hypostomus foi o mais rico com 16 espécies encontradas ao longo da bacia,
sendo que a maioria destas espécies estavam presentes no rio Tibagi, que é o
maior afluente do rio Paranapanema, localizado na sua margem esquerda
(BOARETTO et al., 2020).

2.3 ASPECTOS GERAIS E CITOGENETICOS DO GENERO Hypostomus

Hypostomus (Lacépéde, 1803) é o género de bagres mais
especiosos de Loricaridae e Hypostominae, com cerca de 149 espécies
validas (QUEIROZ et al., 2020). Com ampla distribuicdo geografica nas
Américas Central e Sul (ZAWADZKI et al., 2016), os peixes deste género
possuem habito de forrageio, comportamento pouco migratério e uma alta
capacidade adaptativa, o que facilita a formagdo de pequenas populagdes
isoladas mesmo sem a presenga de barreiras fisicas (ALVES et al., 2005;
BICKFFORD et al., 2007). Além do mais, sao bentdnicos, herbivoros e
detritivoros (HANH et al., 2004) e possuem uma boca em forma de ventosa
com dentes raspadores e intestino longo (DELARIVA, AGOSTINHO, 2001),

adaptacbes estas extremamente importantes para a aquisicdo e
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processamento de alimentos.

Os primeiros estudos citogenéticos em espécies do género
Hypostomus iniciaram-se com o trabalho de Muramoto et al. (1968) em que
analisaram exemplares de H. plecostomus com 2n=54 cromossomos; seguido
dos trabalhos de Michelle et al. (1977) com H. paulinus (2n=74), H. ancistroides
(2n=68), H. strigaticeps (2n=74) e H. macrops (2n=68). Estes primeiros estudos
trazem apenas dados relacionados a numero diploide e férmula cariotipica no
género. Com o passar dos anos e a necessidade de investigar mais profundo o
comportamento cromossdémico dos peixes, novas técnicas citogenéticas foram
sendo desenvolvidas.

Por apresentar uma ampla distribuicdo e uma vasta diversidade
em numeros de espécies e considerando que inuUmeras espécies ainda nao
foram cariotipadas, a maioria dos estudos citogenéticos realizados no género
Hypostomus disponiveis na tabela 1 foram de espécies coletadas em
importantes drenagens hidrograficas, como a bacia do Rio Mogi-Guagu
(ARTONI e BERTOLLO, 1996), bacia do Rio Araguaia (ARTONI e BERTOLLO,
2001), bacia do Rio Xingu (MILHOMEM et al.; 2010), bacia do Rio Tibagi
(MAURUTTO et al.; 2012), bacia do Rio Iguagu (BUENO et al.; 2013) e bacia
do Rio Paranapanema (ROCHA-REIS et al.; 2018). Assim, os dados
citogenéticos apresentados na tabela 1 mostram uma ampla variagdo no
numero diploide de 2n = 52 em H. emarginatus (ARTONI e BERTOLLO, 2001)
a 2n = 84 em H. perdido (CEREALI et al., 2008), sendo 2n = 72 considerado
comum no grupo.

Além da diversidade de numero dipldide, ha também uma
grande variabilidade de férmula -cariotipica nas espécies deste género,
podendo ser encontrada variagdo dentro de uma populacdo da mesma
espécie, a exemplo de H. paulinus do Rio Mogi-Guagu (ARTONI e BERTOLLO,
1996) que apresentou duas formulas cariotipicas distintas. Assim como entre
populacdes da mesma espécie, ainda foi possivel notar variagcdes na estrutura
cariotipica entre os sexos, como observado em Plecostomus ancistroides
(MICHELLE et al.; 1977); Hypostomus spp (ARTONI et al.; 1998); H. cf.
plecostomus (OLIVEIRA et al., 2015) e H. aff. ancistroides (KAMEI et al., 2017;
ROCHA-REIS et al., 2018). Assim, a hipdtese mais aceita, até o momento, em

relacdo as variagbes no numero diploide e na formula cariotipica facilmente
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encontradas em espécies de Hypostomus, € a ocorréncia de rearranjos
cromossOmicos, comofusdes/fissdes céntricas e inversdes, sendo 0s principais
responsaveis pela evolugao cariotipica do grupo (ARTONI e BERTOLLO, 1996,
2001).

Em Loricariidae, a presenca de RONs simples é considerada
ancestral para a familia (ARTONI e BERTOLLO, 1996). No género
Hypostomus, as regides organizadoras de nucléolo sao multiplas na grande
maioria, mas algumas espécies com RONs simples também podem ser
encontradas (tabela 1). Variagbes numéricas e de posicdes de RONs entre
populagdes da mesma especie também pode ser observadas dentro do grupo,
como em H. strigaticeps, H. regani, H. albopunctatus, H. paulinus, H. topavae e
H. cochliodon (tabela 1).

Em relagdo a heterocromatina, no género Hypostomus ela
pode estar localizada na regido terminal de alguns cromossomos como em H.
ancistroides, H. strigaticeps e H. paulinus, assim como intersticialmente em H.
regani, como observado no trabalho de Rubert et al. (2011). Em algumas
espécies como H. affinis (BRANDAO et al., 2018), H. aff. cochliodon (BECKER
et al., 2014); H. strigaticeps (BAUMGARTNER et al., 2014) e H. nigromaculatus
(ALVES et al., 2012) a heterocromatina foi identificada em regides terminais e
pericentroméricas de alguns cromossomos. Em Hypostomus sp, ROCHA-REIS
et al., (2013) os blocos de heterocromatina também encontram-se dispersos
em regides intersticiais.

Quanto aos dados de coloragdgo com fluorocromos base
especificos CMA3/DAPI, alguns autores identificaram sitios ricos em bases CG
em H. affinis (KAVALCO et al., 2004; 2005); H. ancistroides (RUBERT et al.,
2011) e H. strigaticeps (BAUMGARTNER et al., 2014), assim como sequéncias
ricas em AT para H. nigromaculatus (RUBERT et al., 2008); H. paulinus
(RUBERT et al., 2011); Hypostomus sp.X1 (MILHOMEM et al., 2010) e H. aff.
unae (BITENCOURT et al., 2012).

A maioria dos estudos atuais envolvendo analises citogenéticas
tem mapeado a localizagdo dos sitios ribossémicos (DNAr) 18S e 5S, e estes
podem estar em diferentes posigdes e pares de cromossomos (tabela 1). E
facilmente observado em Hypostomus sitios multiplos de DNAr 18S e 5S,

entretanto, o padrao simples também é recorrente no género para ambos os
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genes, como observado em H. derbyi (LORSCHEIDER et al., 2018), H. aff.
paulinus (BUENO et al., 2014), H. myersi (LORSCHEIDER et al., 2018), H.
nigromaculatus (TRALDI et al., 2013) e H. topavae (BUENO et al., 2014).
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Tabela 1 - Dados citogenéticos disponiveis para os peixes de dgua doce neotropicais do género Hypostomus em ordem de numero diploide,
baseados em artigos originais. Legenda: 2n= nimero dipldide; m= metacéntrico; sm= submetacéntrico; st= subtelocéntrico; a= acrocéntrico;
NORSs= regides organizadoras nucleolares; rDNA= DNA ribossomal; Ref.= Referéncias; 9= Feminino; &= Masculino.

ESPECIES LOCALIDADE 2n FORMULA NORs rDNA 18S rDNA 58S Re
CARIOTIPICA
Hypostomus emarginatus Rio Araguaia, Mato Grosso 52 simples 5
Hypostomus plecostomus 54 24m/sm + 12st + 18a 35
Hypostomus faveolus Rio Taquaralzinho, Mato Grosso 64 18m + 8sm + 22st + 16a 3la 1
Rio Taquaralzinho, Mato Grosso 64 18m + 8sm + 22st + 16a 3la 1m, 15,22,23st,26a 2
Hypostomus sp.(%) Rio Araguaia, Mato Grosso 64 15m + 24sm + 25st/a 30a 3
Hypostomus sp.(3) Rio Araguaia, Mato Grosso 64 14m + 24sm + 26st/a 30a 3
Hypostomus sp. X1 Rio Xingu, Para 64 32m/sm + 32st/a (25st-a) 4
Hypostomus sp. G Rio Araguaia, Mato Grosso 64 14m + 24sm + 26st/a simples 5
Hypostomus cochliodon Rio Iguagu, Parana 64 12m + 16s + 16st + 20a (28a) 1
Rio Iguagu, Parana 64 12m + 16s + 16st + 20a (28a) (13sm, 21st, 29a) 2
Rio Piraputanga, Mato Grosso 64 16m + 20sm + 28st/a multiplos multiplos 6
Hypostomus aff. cochliodon — Corrego Esparramo, Mato Grosso 64 18m + 20sm + 26st/a (22, 26 st-a) 7
Corrego Pitaluga, Mato Grosso 64 18m + 20sm + 26st/a (22, 26 st-a) 7
H. aff. ancistroides Rio Tibagi, Parana 66  12m+ 16sm + 10st + 28a 4 a 6 pares 4 2 6 pares 8
H. aff. ancistroides(<) Bacia do Rio aranapanema 66 16m + 12sm + 12st + 26a (5m, 21a) (5m, 21a) (4m) 9
H.aff ancistroides(3) Bacia do Rio Paranapanema 66 17m+ 12sm+ 12st + 25a (5m, 21atY) (5m, 21atY) (4m) 9
Hypostomus sp. X2 Rio Xingu, Para 66 32m/sm + 34st/a (29st-a) 4
Hypostomus commersoni Rio Forquetinha, RS 66 10m + 16sm + 40st/a (19, 20) (19, 20) 6
Hypostomus affinis Rio Jacui, Sao Paulo 66  14m+ 14sm + 12st + 26a (2sm, 2st-a, 4a) 10
Rio Jacui, Sdo Paulo 66 14m + 14sm + 12st + 26a (6m, 21a, 28a) (6m, 21a, 28a) 11
Riacho Jacui, Cunha, Sao Paulo 66 12m+ 12sm + 14st + 14a (21a, 24a) (8sm, 21a, 24a) (6m) 12
Rio Paraiba do Sul, Itacoara, RJ 66 12m+ 12sm + 14st + 14a (21a, 22a,24a) (21a, 24a) (6bm) 12
Hypostomus tapijara Rio Ribeira de Iguape, SP 66  14m + 24sm + 14st + 14a (4m, 29a) (4m,10sm, 29a)  (2m, 4m,10sm, 31a) 13
Hypostomus derbyi Rio Iguagu, Curitiba, Parana 66 6m + 10sm + 20st + 30a multiplos simples 8
Plecos. ancistroides (}) 68 10m + 28sm + 30st/a 14
Plecos. ancistroides (3) 63 10m + 27sm + 31st/a 14
Hypostomus ancistroides Riacho Monjolinho, Sdo Paulo 68 16m + 18sm + 34st/a (10sm, 17sm, 18st/a) 15
Rio Araqua, Sao Paulo 68  18m + 10sm + 12st +28a (6m, 13sm,14sm) 16
Rio Piquiri, Parana 68 14m + 14sm + 8st + 32a 17
Rio Piquiri, Parana 68 14m + 14sm + 8st + 32a (19st, 20st) 1
Rio Piquiri, Parana 68 14m + 14sm + 8st + 32a (19st, 20st) (19st, 20st) (5m) 2
Rio Paranapanema, Sao Paulo 68 10m + 26sm + 32st/a (19, 20, 21 e 22st-a) (19,20,21,22st-a) 18



H. aff. ancistroides (3)
H. aff ancistroides (3)
Hypostomus sp.
Hypostomus commersoni

H. prope plecostomus
H. ¢f. plecostomus(Q)
H. cf. plecostomus(3)
Hypostomus macrops
Hypostomus derbyi
Hypostomus aff- topavae
Hypostomus strigaticeps

Hypostomus regani

Corrego Dourados, Parana
Corrego Maringa, Parana
Corrego Ximbativa, Parana
Rio Corumbatai, Sdo Paulo
Rio Paranapanema,

Ribeirdo da Lapa, Ipetna, SP
Rio Keller, Bacia do rio Parana
Rio Keller, Bacia do rio Parana
Rio Mogi-Guagu, Sao Paulo
Rio Iguagu, Parana

Rio Piquiri, Parana

Rio Iguagu, Parana

Rio Iguagu, Parana

Rio Orinoco, Venezuela

Rio Severo, Mato Grosso

Rio Severo, Mato Grosso

Rio Iguagu, Parana

Rio Rincao, Sdo Paulo

Rio Mogi-Guagu, Sao Paulo
Rio Paranapanema

Rio Ivai, Floresta, Parana
Rio Piquiri, Parana

Corrego Horteld, SP

Rio Piquiri, Parana

Riacho Atlantico, Parana
Rio Piquiri, Parana

Rio Parana, Parana

Rio Iguagu, Parana

Rio Mogi-Guagu, Sdo Paulo
Rio Mogi-Guagu, Sdo Paulo
Rio Araqua, Botucatu, SP
Rio Mogi-Guagu, Sdo Paulo
Rio Piumhi, Minas Gerais
Rio Paranapanema, Sao Paulo
Rio Ivai, Floresta, Parana
Rio Piquiri, Parana
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68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
70
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72

14m + 12sm + 18st + 24a
16m + 12sm + 18st + 22a
8m + 10sm + 18st + 32a
16m + 4sm + 16st + 32a
10m + 20sm + 10st + 28a
14m + 16sm + 22st + 16a
16m + 13sm + 22st+ 17a
16m + 12sm + 22st + 18a
6m + 6sm + 32st + 24a
12m + 14sm + 14st + 28a
12m + 14sm + 14st + 28a
12m + 12sm + 8st + 36a
12m + 12sm + 14st + 30a
12m + 16sm + 12st + 28a
15m + 24sm + 14st + 15a
14m + 24sm + 14st + 16a
10m + 14sm + 44st/a
12m + 12sm + 10st + 34a
18m + 14sm + 38st/a
12m + 18sm + 42st/a
10m + 16sm + 46st/a
10m + 14sm + 18st + 30a
12m + 12sm + 18st + 30a
10m + 18sm + 18st + 26a
12m + 12sm + 18st + 30a
12m + 12sm + 18st + 30a
12m + 12sm + 18st + 30a
12m + 12sm + 18st + 30a
12m + 12sm + 18st + 30a
10m + 16sm + 46st/a
10m + 20sm + 42st/a
12m + 18sm + 26st + 16a
6m + 6sm + 32st + 28a
8m + 16sm + 20st + 28a
10m + 18sm + 44st/a
12m + 14sm + 26st + 20a
12m + 8sm + 10st +42a

(9sm, 10sm)
(5m, 11sm, 15st)
(3m, 5sm, 9sm)

(1m, 10sm)

(12sm, 16st, 20st)
(8sm, 13sm, 15sm)

(7m, 9sm, 15st)
(7m, 9sm, 15st)
(7sm, 14sm)

(17sm, 23st, 31a)

multiplos
(15sm, 18a)
(16st)
(21st, 27a)
(21st, 27a)

(14st)

(7m, 26st-a, 27st-a)

(17st/a)
(18st/a, 28st/a)

(10sm,14st,18st,29a)

(25a, 32a)
(28a)

(22a, 23a, 24a)
(22a, 23a, 24a)
(22a, 23a, 24a)
(22a, 23a, 24a)
(18st/a)

(35a, 36a)
(15st, 16st)
(15st)
(26st-a, 27st-a)
multiplos
(32a, 35a)

(12sm, 16st, 20st)
(8sm,13sm,15sm)

(7m, 9sm, 15st)
(7m, 9sm, 15st)

(21a, 23a, 31a)
multiplos
(13,14,15st,28a)

(21st, 27a)
(21st, 27a)

(14st)

(18st/a, 28st/a)

(28a, 29a)
(25a, 32a, 36a)
(22a, 23a, 24a)
(22a, 23a, 24a)
(22a, 23a, 24a)
(22a, 23a, 24a)

(18st/a)

(15st)
(26st-a, 27st-a)

(15sm)

(2m, 8sm, 13sm)

(8m, 21st)
(8m, 21st)

(4m, 19sm, 21,23a)

(5m,9sm,13,15,19st)

multiplos
multiplos

(2m)

multiplos
(4m, 21st, 26a)
(4m, 21st, 28a)
(4m, 21st, 28a)
(4m, 21st, 28a)
(4m, 21st, 28a)

multiplos
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Hypostomus paulinus

Hypostomus sp.
Hypostomus hermanni

Hypostomus aff. hermanni
Hypostomus goyazensis
Hypostomus heraldoi
Hypostomus strigaticeps

Hypostomus aff. paulinus
Hypostomus aff. paulinus
Hypostomus paulinus
Hypostomus margaritifer
Hypostomus sp.
Hypostomus albopunctatus

H. prope iheringii

H. nigromaculatus
Hypostomus aff- agna
Hypostomus myersi
Hypostomus paulinus

H. prope paulinus
Hypostomus aff. paulinus
Hypostomus sp. F
Hypostomus iheringii

H. nigromaculatus

Rio Piquiri, Parana

Rio Mogi-Guagu, Sao Paulo
Rio Pirapitinga, Goias

Rio Mogi-Guagu

Rio Mogi-Guagu

Rio Mogi-Guagu

Rio Piquiri, Parana

Rio Piquiri, Parana

Rio Piracicaba, Sao Paulo
Rio Keller, Parana

Rio Vermelho, Goias

Rio Mogi-Guagu, Sdo Paulo

Rio Corumbatai, Sdo Paulo
Rio Piquiri, Parana
Rio Piquiri, PR

Rios Tijuco e Araguari
Corrego Esparramo, MG
Rio Mogi-Guagu, Sao Paulo
Rio Corumbatai, Sdo Paulo
Rio Piquiri, Parana

Rio Piquiri, Parana

Rio Piracicaba, Sdo Paulo
Rio Corumbatai, Sdo Paulo
Rio Pirapitinga, Goids
Ribeirdo Cavalo, Santa Catarina
Rio Iguagu, Parana

Rio Paranapanema

Rio Piracicaba, Sdo Paulo
Rio Corumbatai, Sdo Paulo
Rio Piracicaba, Sdo Paulo
Rio Sao Francisco, MG

Rio Mogi-Guagu, Sdo Paulo
Rio Mogi-Guagu, Sao Paulo
Ribeirdo Trés Bocas, Parana
Ribeirdo dos Apertados, Parana
Ribeirdo Hortela, Sdo Paulo

72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
76
76
76
76
76
76
76
76
76
76

12m + 8sm + 10st +42a
10m + 20sm + 42st/a
12m + 22sm + 38st/a
10m + 18sm + 44st/a
14m + 20sm+ 38st/a
10m + 26sm + 36 st/a
10m + 8sm + 32st + 22a
10m + 8sm + 32st + 22a
8m + 18sm + 46st/a
12m + 22sm + 18st + 20a
10m + 16sm + 10st + 36a
6m + 6sm + 26st + 34a
8m + 4sm + 62st/a
10m + 14sm + 14st + 36a
10m + 12sm + 20st + 32a
10m + 12sm + 20st + 32a
10m + 20sm + 44st/a
10m + 24sm + 40st/a
12m + 20sm + 42st/a
10m + 20sm + 44st/a
10m + 20sm + 16st + 28a
8m + 14sm + 16st + 36a
8m + 14sm + 16st + 36a
10m + 20sm + 44st/a
10m + 14sm + 20st + 30a
8m + 22sm + 44st/a
8m + 10sm + 32st + 24a
12m + 16sm + 12st + 34a
6m + 16sm + 54st/a
6m + 16sm + 54st/a
6m + 18sm + 12st + 40a
8m + 18sm + 50st/a
10m + 16sm + 50st/a
8m + 30sm + 38st/a
8m + 20sm + 48st/a
6m + 20sm + 50st/a
6m + 20sm + 50st/a
8m + 18sm + 20st + 30a

(27st-a, 28st-a)
(21st-a, 22st-a)

(27a, 29a, 33a)

(16, 20, 22)
(16sm, 22sm, 31a)
(18st)

(20a)

(14st, 21a, 22a, 24a)
(35a)

(8sm, 9sm, 29a)
(8sm, 24st-a)
multiplos
(15sm)
(35a)

(34a, 36a)
(23a, 24a, 25a, 30a)
(27a)

(5sm, 13st)
(32a)
simples
multiplos
simples
(24, 25)

simples
multiplos
multiplos
multiplos
(28a)

(20a, 32a)
(27st-a, 28st-a)
(21st-a, 22st-a)

(27a, 29a, 33a)
(20, 22)
(16-22sm, 31a)

(35a)

(35a)
(34a, 36a)

(27a)
(32a)
simples

multiplos

24

(28a)

(4m)

mutliplos

(4m)

(2m)

(1m)

(2m)

(2m, 30a)



Hypostomus aff. unae

Hypostomus cf. wuchereri
Hypostomus iheringii

Hypostomus topavae

Hypostomus sp. 3
Hypostous mutucae
Hypostomus sp. 2

Ribeirdo da Lapa, Sao Paulo
Rio Contas, Bahia

Rio Preto do Costa, Bahia
Rio Oricé, Bahia

Rio Preto do Cricitima, Bahia
Rio Mutum, Bahia

Rio Uma, Bahia

Coérrego da Lapa, Sao Paulo
Rio Piracicaba, Sao Paulo
Rio Mogi-Guagu, Sao Paulo
Coérrego Carrapato, Penapolis
Rio Piquiri, Parana

Rio Piquiri, Parana

Rio Piquiri, Parana

Rio Keller, Ivai, Parana
Corrego Salobrinha, MS

Rio Claro Mutuca, Mato Grosso

Rio Perdido, Mato Grosso

76
76
76
76
76
76
80
80
80
80
80
80
80
80
82
82
84

12m + 22sm + 30st + 12a
12m + 16sm + 48st/a
12m + 20sm + 44st/a
10m + 14sm + 52st/a
10m + 20sm + 46st/a
10m + 18sm + 48st/a
10m + 18sm + 48st/a
8m + 16sm + 28st + 28a
8m + 14sm + 58st/a
8m + 16sm + 56st/a
6m + 8sm + 42st + 24a
14m + 10sm + 26st + 30a
14m + 10sm + 26st + 30a
14m + 10sm + 26st + 30a
14m + 30sm + 18st + 18a
6m + 12sm + 64st/a
4m + 18sm + 60st/a
6m + 16sm + 62st/a

(33a)
(2m)
(2m)
(2m)
(2m)
(2m)
(2m)
(13st, 20s, 34a)
(18,22,27)
multiplos
(11st, 30a)

(26)
(13m, 18m, 35a)

(13st-a, 20st-a)

(33a)

(13st, 20s, 34a)
(18,22,27)

(26)
(13m, 18m, 35a)

(13st-a, 20st-a)

(2m)

(2m)

(2m)
(5m, 17sm)

28

13
31
31
31
31
32
32
33

6
15
23
17

1

2
22
34

6
34

Referéncias: 1- Bueno ef al. (2013); 2- Bueno et al. (2014); 3- Artoni et al. (1998); 4- Milhomem et al. (2010); 5- Artoni e Bertollo (2001); 6- Rubert et al. (2016); 7- Becker
et al. (2014); 8- Maurutto ef al. (2012); 9- Rocha-Reis et al. (2018); 10- Kavalco et al. (2004); 11- Kavalco et al. (2005); 12- Brandao et al. (2018); 13- Traldi et al. (2013);
14- Michele et al. (1977); 15- Artoni e Bertollo (1996); 16- Alves et al. (2006); 17- Bueno et al.(2012); 18- Rubert ef al. (2011); 19- Endo et al. (2012); 20- Alves et al.
(2012); 21- Pansonato-Alves et al. (2013); 22- Kamei et al. (2017); 23- Martinez et al. (2011); 24- Lorscheider ef al. (2018); 25- Oliveira et al. (2015); 26- Baumgartner et al.
(2014); 27- Mendes-Neto et al. (2011); 28- Correia, 2010; 29- Artoni e Bertollo (1999); 30- Rubert et al. (2008); 31- Bitencourt et al. (2012); 32- Bitencourt et al. (2011); 33-
Traldi et al. (2012); 34- Cereali et al. (2008).
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2.4 CONSIDERACOES GERAIS E CITOGENETICAS NA SUBFAMILIA LORICARIINAE, COM
ENFASE NO GENERO Loricariichthys

A subfamilia Loricarinae € a segunda maior subfamilia dos
loricarideos com cerca de 257 espécies validas e aproximadamente 30 géneros
(FRICKE et al., 2022). Esta subfamilia €& altamente diversificada e seus
representantes sao conhecidos como cascudos-chinelos, onde as espécies sao de
tamanho pequeno a médio porte, apresentando um pedunculo caudal longo e
deprimido e auséncia de nadadeira adiposa (FERRARIS, 2003). Ocorrem com
frequéncia na regido da Costa Rica, Panama e em toda a América do Sul. Seus
representantes vivem em ambientes variados, ndo sao migradores, sao bentdnicos e
sedentarios e possuem diferenciagbes morfolégicas corporais de acordo com o
habitat em que vivem: por exemplo, alguns individuos possuem corpo longo e
delgado que melhor se adaptam a madeira e folhas submersas, ja outros sao
grandes e achatados que facilitam a se enterrarem em substratos (COVAIN et al.,
2016).

Dentro da subtribo Loricariina, o género Loricariichthys (Bleeker,
1862), distribui-se na maioria das drenagens cisandinas da América do Sul ao norte
de Buenos Aires (Reis & Pereira, 2000). Suas espécies sdao detritivoras de pequeno
a medio porte e possuem caracteristicas exclusivas dos labios quando comparado
com os demais loricariideos: o labio superior apresenta uma protuberancia a regiao
mediana do premaxilar, e nos machos adultos os labios tornam-se mais largos e
compridos. (TEIXEIRA de MELLO et al., 2009). Com 17 espécies validas, este
género é considerado o maior dentro de Loricariinae e passou por uma revisao
taxondmica na qual a sua posigao filogenética esta mais relacionada com Limatu
lichthys, Pseudoloricaria, Furcodontichthys e Hemiodontichthys (PAIXAO, 2012).

Os estudos citogenéticos disponiveis na literatura mostram que o
numero diploide dos Loricariinae variam de 2n=36 a 2n=74, em Rineloricaria
latirostris (GIULIANO-CAETANO, 1998) e Sturissoma cf. nigrirostrum (ARTONI e
BERTOLLO, 2001) respectivamente (tabela 2); e, até o momento, Loricariichthys é o
unico género que apresenta manutencdo do numero diploide de 2n=54
cromossomos, mas com variagdes na estrutura cariotipica. O primeiro estudo

citogenético realizado no género iniciou-se com Fenocchio et al. (1990) que
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determinaram o numéro diploide de 2n=54 em Loricariichthys sp. da bacia do Rio
Parana. Posteriormente, Scavone e Julio Jr (1995) analisaram exemplares de
Loricariichtys platymetopon e observaram, além do mesmo numero diploide, férmula
cariotipica distinta entre macho e fémea confirmando um heteromorfismo sexual do
tipo ZZ/ZW. Além do mais, neste mesmo trabalho, Scavone e Julio Jr. (1995) trazem
os primeiros dados relacionados a distribuicdo de heterocromatina e localizagdo de
regides organizadoras de nucléolo para a espécie, estando a heterocromatina
presente na regido centromérica dos pares sexuais e a RON presente no par 14,
subtelocéntrico.

Polimorfismos cromossémicos estruturais e numéricos sao
frequentes em Loricariinae. Giuliano-Caetano (1998) evidenciou polimorfismos
numeéricos em Rineloricaria latirostris, sugerindo uma marcante participagcdo de
eventos de fussao e fissdo céntrica na evolugado do grupo. Maia (2008), encontrou
em Loricariichthys anus um polimorfismo estrutural de tamanho, com um
cromossomo acrocéntrico maior e seu homologo menor, sugerindo que uma delegéo
teria ocasionado esta variagéo.

Quanto ao mapeamento de genes ribossomais em Loricariinae,
Kavalco et al. (2004, 2005) realizaram a primeira localizagao de genes de DNAr 18S
e 5S em Harttia loricariformes, em condicao sinténica do no par 25 da espécie; e,
posteriormente, Centofante et al. (2006) também encontraram sintenia dos genes
ribossomais no par 23 em Harttia carvalhoi (tabela 2). A distribuicdo dos sitios de
DNAr 18S na sufamilia Loricariinae é simples na maioria das espécies analisadas,
podendo ser localizado preferencialmente na regido terminal ou intersticial, enquanto
que o gene de DNAr 5S pode ser evidenciado em diversos pares de cromossomos
de algumas espécies como em Sturisoma barbatum (TAKAGUI et al, 2020),
Rineloricaria capitonia, R. stellata, R. pentamaculta (PRIMO et al., 2017, 2018) e R.
latirostris (PRIMO et al., 2017; GLUGOSKI et al., 2018).

Recentemente, os trabalhos de Takagui et al. (2014, 2020)
trouxeram novos dados que contribuem para o entendimento da diversificagao
cromossOmica no género Loricariichthys. Nestes dois trabalhos, os autores citados
acima analisaram exemplares de Loricariichthys anus e Loricariichthys platymetopon
de diferentes bacias hidrograficas e as duas espécies mantiveram um 2n=54 e
férmulas cariotipicas distintas, com a heterocromatina presente em regides

pericentroméricas associadas com as RONs. Além disso, Takagui et al. (2014, 2020)
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ainda trazem os primeiros dados relacionados a mapeamento de genes ribossomais
em L. anus e L. platymetopon (tabela 2). Nas duas populag¢des de Loricariichthys
platymetopon da bacia do rio Parana, Takagui et al. (2014) evidenciou o DNAr 18S
em apenas um par de cromossomo, estando na regido terminal do brago curto do
par 14 subtelocéntrico. Este mesmo par de cromossomo foi encontrado na
populagao de L. platymetopon proveniente da bacia do rio Paraguai. Nesta espécie,
Takagui et al. (2020) evidencia o primeiro relato de DNAr 5S para os espécimes ja
analisados, onde os genes de DNAr 18S e 5S exibiram uma condig&o de sintenia no

mesmo par 14, mostrando que este possa ser um par marcador para esta espécie.
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318  Tabela 2 — Dados citogenéticos disponiveis para os peixes neotropicais de agua doce da subfamilia Loricariinae. Legenda: 2n= niimero diploide;
319 m= metacéntrico; sm= submetacéntrico; st= subtelocéntrico; a= acrocéntrico, NORs= regioes organizadoras nucleolares; rDNA= DNA

320

ribossomal; Ref.= Referéncias; $= Feminino; 4= Masculino; T= Posi¢do terminal; IN= posi¢do intersticial.

ESPECIES LOCALIDADE 2n FORMULA NORs/DNAr DNAr 58S Ref.
CARIOTIPICA 188

Tribo Harttiini

Harttia loricariformes Coérrego Grande (bacia do rio Parana) 56 16m+22sm+10st+8a par 25(IN) par 25 (T) 1;2

Harttia carvalhoi Rio Paraiba do Sul (bacia Atlantico Sul) 529 18m+18sm+8st+8a par 23 (IN) par 23 (T) 3;2;4

538 17m+18sm+8st+10a

Harttia longipinna Rio Sao Francisco (bacia Sdo Francisco) 58 16m + 12sm + 16st +14a par 23 (IN) par 11 (T) 2:5

Harttia torrenticola Corrego Araras (bacia do rio Parand) 56 16m + 10sm + 16s t+ 14a par 22 (IN) par 3 (T) 2:4

Harttia punctata Rio Itiquira (bacia do rio Amazonas) 589  16m + 20sm + 12st + 10a par 26 (IN) Cromossomo Y (T)1  2;6

578  16m +21sm + 12st+ 8a cromossomo 25 (T)

Harttia gracillis Corrego Machadinho (bacia do rio Parand) 58 20m + 22sm + 8st + 8a par 26 (IN) par 2 (T) 2:5

Harttia kronei Rio Agungui (bacia Atlantico Sul) 58 14m + 20sm + 14st + 10a par 2 (IN) par 9 (IN) 2:4

Tribo Loricariini

Farlowellina subtribe

Farlowella amazonum Rio Iguatemi (bacia do rio Parand) 58 6m + 38sm + 8st + 6a par 27 (T) 7

Farlowella cf. amazonum Rio Negro (bacia do rio Amazonas) 58 14m + 30sm + 14st par 1 (T) par 20 (T) 8

Farlowella schreitmuelleri Corrego Jundia (bacia do rio Amazonas) 58 10m + 30sm + 14st + 4a par 28 (T) pares 16, 26 (T) 8

Sturisoma nigrirostrum Rio Araguaia (bacia do rio Amazonas) 74 10m + 18sm + 36st-a par 24 (T) 9

Sturisoma barbatum Rio Miranda (bacia do rio Paraguai) 66 20m + 18sm + 16st + 12a par 28 (T) pares 20 (T), 23 (IN) 26

Loricariina subtribe

Loricariichthys anus Lago Itapeva (bacia Atlantico Sul) 54 10m+16sm+28a Par 21 (IN) 10
Rio Capivara (bacia Atlantico Sul) 54 10m+18sm+26a Par 20 (IN) 10
Cérrego Chimiray (Bacia do rio Uruguai) 54 10m+18sm+26a Par 20 (IN) 10
Rio Iguagu (Bacia do rio Parand) 54 14m + 14sm + 26a Par 19 (IN) Par 15 (IN) 26

Loricariichthys platymetopon Bacia baixa do rio Parana 543 6m + 20sm + 4st + 24a 11

77/7ZW 549 7m + 20sm + 4st + 23a 11

Rio Jacutinga (Bacia do rio Parand) 54 10m+16sm+28a Par 14 (T) 10
Rio Paranapanema (Bacia do rio Parand) 54 10m+16sm+28a Par 14 (T) 10
Rio Miranda (Bacia do rio Paraguai) 54 10m + 16sm + 28a Par 14 (T) Pares 9 ¢ 14 (In) 26



Loricariichthys maculata
Hemiodontichthys acipenserinus

Spatuloricaria sp.
Loricaria cataphracta

Loricaria cf. cataphracta
Loricaria carinata
Loricaria simillima

Loricaria sp.

Proloricaria prolixa (citado
como Loricaria prolixa)

Pyxiloricaria menezesi
Rineloricaria parva
Rineloricaria reisi

Rineloricaria capitonia

Rineloricaria stellata

Rineloricaria strigilata
Rineloricaria cadeae
Rineloricaria aff. cadeae
Rineloricaria kronei

Rineloricaria pentamaculata

Rineloricaria latirostris

Bacia baixa do rio Parana
Corrego Sdao Francisco
Amazonas)

Corrego Iquiri (Bacia do rio Amazonas)
Rio Xingu (Bacia do rio Amazonas)
Corrego da Onga (Bacia do rio Paraguai)
Corrego da Onga (Bacia do rio Paraguai)
Coérrego da Onga (Bacia do rio Paraguai)
Cérrego Onga (Bacia do rio Paraguai)
Coérrego da Onga (Bacia do rio Paraguai)
Iguacgu rio (Bacia do rio Parand)

Bacia baixa do rio Parana

Bacia baixa do rio Parana

Rio Miranda (Bacia do rio Paraguai)
Bacia alta do rio Parana

(Bacia do rio

Bacia alta do rio Parana

Corrego Trés bocas (Bacia do rio Parana)
Rio Miranda (Bacia do rio Paraguai)
Rio Miranda (Bacia do rio Paraguai)
Corrego Chimiray (Bacia do rio Uruguai)

Rio Uruguai (Bacia do rio Uruguai)

Rio Uruguai (Bacia do rio Uruguai)

Forquetinha rio (bacia Atlantico Sul)

Lago Guaiba (bacia Atlantico Sul)

Lago Guaiba (bacia Atlantico Sul)

Rio Itapocu (bacia Atlantico Sul)

Rios Barra Grande e Juruba (Bacia do rio
Parana)

Rio Barra Grande (Bacia do rio Parana)

Rios Keller e Taua (Bacia do rio Parand)

Rio Tatupeba (Bacia do rio Parana)

Rio Jacucaca (Bacia do rio Parand)

Rio Laranjinha (Bacia do rio Parand)

Rio Barra Grande (Bacia do rio Parand)

56
46

58
66
64
64
64
64
64
64
64
64
64
64

62

62
68
60
60

64

54

68
64
66
64

56

54
56
56
56

46
46

22m-sm + 34 st-a
42m/sm + 4st/a

28m/sm + 30st/a
8m+14sm+12st+32a
12m + 8sm + 2st + 42a
12m + 8sm + 2st + 42a
12m + 8sm + 2st + 42a
12m + 8sm + 2st + 42a
12m + 8sm + 2st + 42a
12m + 8sm + 2st + 42a
12m-sm + 52 st-a
12m + 12sm + 40st-a
12m + 8sm + 2st + 42a
10m + 6sm + 4st + 44a
(0 — 5 cromossomos B)
20m + 4sm + 38a

20m + 6sm + 36a
8m + 6sm + 2st + 52a
6m-sm + 54 st-a
60 st-a

4m+ 2sm + 58 st-a

6m + 14sm + 34st-a

6m-sm + 62 st-a
2m-sm + 62 st-a
2m-sm + 64st-a
6m-sm + 58st-a

4m + 10sm + 42st-a

6m + 4sm + 44st-a
8m-sm+48st-a
8m-sm+48st-a
8m-sm + 48 st-a

10m + 4sm + 32st-a

10m + 4sm + 32st-a

Par 8 (T)
Par 12 (IN)
Par 8 (IN)
Pares 8, 12 (IN)
Pares 9, 12 (IN)
Pares12, 13 (IN)
Par 8 (T)

Par 8 (IN)
Par 8 (T)

Par 20 (T)
Par 30 (T)
Par 1 (T)
Par 1 (T)

Par 3 (T)
Pares4,6,9,10(T)

Par 9 (T)
Par 9 (T)
Par 2
Par 5

Par 3 (T)

Par 4 (T)
Par 5 (T)
Par 5, 8 (T)
Par 5 (T)

Par 2 (IN)
Par 2 (IN)

Par 25 (T)

Par 24 (IN)
Par 20 (IN)
Par 5 (T)
Pares 6 and 18 (T)
Pares:16,17,18,19 (T)

Pares:3,11(IN); 8,13,
15 (T)

Pares:8,9,10,15,16(T)
Pares:7,8,10,21 (T)

Pares: 3 (IN); 10,11,
21,22,23 (T)
Pares:3(IN),10,11, 21
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12
12

12
13
14
14
14
14
14
26
12
15
26
16

16

26
26
26
26

17;18
17;18

19
19
20
20

17;18
17;18
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(T)
Rio Pedras (Bacia do rio Parand) 46 10m + 4sm + 32st-a Par 2 (IN) 1 Ol,)? 5;23221;)(’1,) 22
Rio Piumbhi (Bacia do rio Parana) 48 6m + 6sm + 36st-a Par 7 (T) Pares 9 e 16 (T) 22
Corrego Trés bocas (Bacia do rio Parana) 43 17m-sm + 26st-a 23
Corrego Trés bocas (Bacia do rio Parana) 44 16m-sm + 28st-a 23
Corrego Trés bocas (Bacia do rio Parana) 46 14m-sm + 32st-a 23
Coérrego Trés bocas (Bacia do rio Parand) 47 13m-sm + 34st-a 23
Coérrego Trés bocas (Bacia do rio Parand) 48 12m-sm + 36st-a 23
Rio Passa Cinco (Bacia do rio Parand) 44 16m-sm + 28st-a 23
Rio Passa Cinco (Bacia do rio Parand) 45 15m-sm + 30st-a 23
Rio Passa Cinco (Bacia do rio Parand) 46 14m-sm + 32st-a 23
Rio Passa Cinco (Bacia do rio Parana) 47 13m-sm + 34st-a 23
Rio Mogi-Guagu (Bacia do rio Parand) 36 24m-sm + 12st-a 23
Rio Mogi-Guagu (Bacia do rio Parand) 37 23m-sm + 14st-a 23
Rio Mogi-Guacu (Bacia do rio Parana) 38 22m-sm + 16st-a 23
Rio Mogi-Guacu (Bacia do rio Parana) 39 21m-sm + 18st-a 23
Rio Mogi-Guagu (Bacia do rio Parand) 40 20m-sm + 20st-a 23
Rineloricaria lima Rio Agungui (Bacia Atlantico Sul) 66 Im'3-3+ 1st! + 2st + 60a 1 Par/st (T) Im?+ 1st' + 6a (P) 24
Areia/Agungui rios (Bacia Atlantico Sul) 66  2m'+ 1m? 1m’ + 2st + 60a 1 Par/st (T) Im? + 8a (P) 24
Rios Areia / Agungui (Bacia Atlantico Sul) 68 Im3*> +2sm' + 2st + 62a 1 Par/st (T) Im?+2sm'+4a(P) 24
Rios Areia / Agungui (Bacia Atlantico Sul) 68 2m? + 2st + 64a 1 Par/st (T) 10a (P) 24
Rios Areia / Agungui (Bacia Atlantico Sul) 69 Im® + Ism' + 2st + 65a 1 Par/st (T) Ism' + 8a (P) 24
Rios Areia / Agungui (Bacia Atlantico Sul) 69 Im' + 2st + 66a 1 Par/st (T) 10a (P) 24
Rios Areia / Agungui (Bacia Atlantico Sul) 70 2m* + 2st + 66a 1 Par/st (T) 2m* + 6a (P) 24
Rios Areia / Acungui (Bacia Atlantico Sul) 70 2st + 68a 1 Par/st (T) 10a (P) 24
Rineloricaria lanceolata Coérrego da Onga (Bacia do rio Paraguai) 45 4m + 2sm + 2st + 37a Par 13 (IN) 26
Corrego da Onga (Bacia do rio Paraguai) 46 4m + 2sm + 2st + 38a Pares(;ll\gl"), 13 2
Coérrego da Onga (Bacia do rio Paraguai) 47 4m+ 1sm + 2st + 40a Pares 4, 13 (IN) 25
Corrego da Onga (Bacia do rio Paraguai) 47 3m+ Ism + 2st+4la Pares(;ll\%f), 13 2
Corrego da Onga (Bacia do rio Paraguai) 48 3m + 2st + 43a Par 13 (IN) 2

Referéncias: 1- Kavalco et al. (2005); 2- Blanco et al. (2017); 3 Centofante et al. (2006); 4- Blanco ef al. (2013); 5- Blanco et al. (2012); 6- Blanco et al. (2014); 7-
Fernandes et al. (2012); 8- Maraj6 et al. (2018); 9- Artoni e Bertollo (2001); 10- Takagui ef al. (2014); 11- Scavone e Julio Jr (1995); 12- Fenocchio et al. (2003); 13- Ferreira
et al. (2014); 14- Porto et al. (2014); 15- Benitez et al. (2016); 16- Scavone e Julio Jr (1994); 17- Primo et al. (2017); 18- Primo et al. (2018); 19- Maia et al. (2010); 20-
Alves et al. (2005); 21- Porto et al. (2011); 22- Glugoski ef al. (2018); 23- Giuliano-Caetano (1998); 24- Rosa et al. (2011); 25- Porto et al. (2014); 26- Takagui et al. (2020).
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3. OBJETIVOS
GERAL

O presente trabalho teve como objetivo analisar
citogeneticamente trés espécies do género Hypostomus e uma espécie do
género Loricariichthys coletadas em diferentes localidades da Bacia do Alto Rio
Parana; afim de investigar os mecanismos envolvidos na diversificacdo

cariotipica da familia Loricariidae.

ESPECIFICOS

Determinar o cariotipo das diferentes espécies utilizadas no estudo;

e Analisar a distribuigdo da heterocromatina, das regiées organizadoras de
nucléolo e dos sitios cromossdmicos ricos em bases GC e AT,;

¢ Identificar os sitios de DNAr 18S e 5S por meio da Hibridizagao in situ
por Fluorescéncia;

¢ Inferir possiveis eventos relacionados a evolugao cariopitica da familia

Loricariidae.
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4. METODOLOGIAS
Espécies estudadas e locais de coleta

No presente estudo foram analisadas trés espécies de
Hypostomus: H. ancistroides provenientes do Ribeirdo Cambé e do Ribeirdo
dos Apertados; H. hermanni coletados no Ribeirdo Trés Bocas; e H.
strigaticeps no rio Laranjinha; e uma espécie de Loricariichthys platymetopon,
coletada no Ribeirdo Cambé, Lago Igapé 3, Londrina-PR. As informacdes
sobre pontos de coletas, coordenadas geograficas e numero amostral
encontram-se na tabela 3. Os exemplares estudados foram identificados
através de critérios morfologicos pelos Profs.: Dr. José Luis Olivan Birindelli e
Dr. Fernando Camargo Jerep.

Os exemplares foram coletados com autorizagdo do Instituto
Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio) numero 11399-1.
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
com pesquisas com uso de animais da Universidade Estadual de Londrina
(Protocolo: 60/2017). Posteriormente, os peixes foram levados para a
Universidade Estadual de Lond\rina e mantidos em aquarios aerados. Seguindo
todos os protocolos, os peixes foram eutanasiados, processados, fixados em

formol 24hs, lavados em agua corrente e mantidos em alcool 70%.

Hypostomus hermanni

Ribeirao dos Apertados
Ribeirao Cambé

Ribeirdo Trés Bocas

——— Rio Laranjinha

Hypostomus ancistroides

s

Hypostomus strigaticeps

, Bacia do Rio Tibagi
<

Loricariichthys platymetopon

Figura 2 — Mapa evidenciando os pontos de coleta dos exemplares analisados no estudo.
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Tabela 3 - Informagdes sobre as espécies analisadas, numero amostral, locais
de coletas e coordenadas.

Espécies Numero amostral Locais de coletas Coordenadas
geograficas
Hypostomus ancistroides 43 (9M, 22F, 12 NI) Ribeirdo Cambé 23°19°09.38”’S
(Bacia do rio Parand) 51°11°44.72°W
beird 5 23°24°37°S
Hypostomus ancistroides 10 (1 M, 2 F, 7 NI) (I;l:;g?ozfsspgfa?;) 51°06°3"W
. Ribeirdo Trés Bocas 23°23'06.6”°S
Hypostomus hermanni 12(7M,5F) (Bacia do rio Parand) 51°04'35.8 W
Rio Laranjinha 23°24'32°S
Hypostomus strigaticeps 28 (18 M, 10 F) (Bacia do rioJParané) 50°27°09°W
ibeira 5 23°19°04*’S
Loricariichthys platymetopon 34 (15M, 19 F) (Bié?zl(ri?)ori?)a%llj:gi) 51°11°117°W

Legenda: M - machos; F - fémeas; NI - ndo identificados.

Obtencao de cromossomos mitéticos

Para se obter um maior numero de células em divisdo, em
todos os exemplares foi injetada uma solugédo de Lisado bacteriano (Bronko-
Vaxon diluido em agua estilada) de acordo com o protocolo de Molina et. al.
(2010). Este procedimento de estimulagao ocorreu por um periodo de 48 horas.
Decorrido este tempo, para a obtencdo dos cromossomos mitdticos, foi
utilizado o protocolo descrito por Bertollo et al. (1978) que consiste na injecéao
na regido intra-muscular de uma solug¢ao de colchicina (0,0125%) na proporgao
de 1mL para cada 100g de peso do animal in vivo; em seguida os peixes foram
mantidos em aquarios bem aerados por um periodo de 30 minutos. Apds esse
periodo, os exemplares foram anestesiados no meio aquatico com o6leo de
cravo (GRIFFITHS, 2000) e eutanasiados.

Os seguintes procedimentos consistiram na retirada dos
tecidos renais, hipotonizagdo das células com KCI (0,075M); dissociagao
desses tecidos, seguida de sucessivas lavagens com fixador Carnoy (alcool
metilico 3: acido acético 1), até a obtengdo de uma solugao celular homogénea
que foi transferida para microtubos de 1,5 mL e armazenados em freezer a -
20°C.
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Preparo das laminas e classificagao cromossémica

Para a analise cromossdmica foram colocadas de duas a trés
gotas da suspensao celular sobre uma lamina de vidro, previamente
mergulhada em agua a 42°C, deixadas secando ao ar e em seguida coradas
com Giemsa 5% diluido em tampéo fosfato (pH=6,8) por 8 minutos.

Posteriormente, os cromossomos foram analisados em
microscopio optico de campo claro (MOTIC BA300), no qual foi realizada a
contagem de 30 metafases por laminas para determinar o numero diploide. As
imagens foram capturadas por meio do software Motic Images Plus 2.0 e, para
a montagem dos cariétipos, a classificacdo dos cromossomos teve por base a
relagéo entre os bragos (RB) maior/menor proposta por Levan et al. (1964). A
medi¢cao dos cromossomos foi realizada pelo software Easyldio e os cariétipos

foram montados pelo programa Adobe Photoshop CS6.

Deteccao da Heterocromatina Constitutiva — Bandamento C

Para evidenciar o padrao de distribuicdo de heterocromatina
constitutiva foi utilizada a metodologia descrita por Sumner (1972), que
consiste em trés tratamentos: tratamento acido (com HCL 0,2N durante 15
minutos em temperatura ambiente); tratamento basico (com solugdo de
Hidréxido de Bario (Ba(OH)25%, recém preparada, a 60°C, durante 1 minuto);
e um tratamento salino (com citrato de sédio 2xSSC de 30 minutos a 1 hora em
60°C). Por fim, as laminas foram coradas com fluorocromo lodeto de Propidium

de acordo com Lui et al. (2012).

Deteccao das Regidoes Organizadoras de Nucléolo — Ag-RONs

Esta técnica permite identificar as RONs. Para isto, foi utilizado
o protocolo de Howell e Black (1980), que consiste em pingar 2 gotas de
solugao de gelatina a 2% (1g gelatina em 50ml de H20 destilada acrescida de
acido férmico na proporgédo de 1mL para cada 100mL de solugéo) e 4 gotas de
solugdo aquosa de nitrato de prata a 50% (0,5g AgNO3 em 1ml de H20
destilada) sobre uma lamina contendo preparagdo cromossdmica e cobrindo-a

com uma laminula limpa. Apds, a lamina foi incubada em banho-maria a 60°C
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por cerca de 1 a 5 minutos, sobre um suporte, até os cromossomos assumirem
uma tonalidade amarelada e as RONs e os nucléolos uma coloragao preta ou

marrom.

Coloragao com fluorocromos Cromomicina Az (CMA3) e 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI)

Para analisar a composi¢cao da heterocromatina constitutiva,
foram utilizados os fluorocromos CMA3 e DAPI, de acordo com o protocolo
descrito por Schweizer (1980), com modificagdes, que consiste em acrescentar
40 yl de solugdo CMAs3 0,5mg/ml sobre a lamina previamente preparada,
cobrindo-a com uma laminula e deixando agir de 60 a 90 minutos no escuro.
Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente de modo que as
laminulas fossem removidas e deixadas secar ao ar. Apés a secagem, foram
acrescentados 40 pl de solugédo DAPI (2 pug/ml) sobre cada lamina, cobertas
com uma laminula, deixando por 15-30 minutos no escuro. Em sequéncia, apos
a lavagem e secagem foi acrescentado um meio de montagem
(Glicerol/Mcllvaine) nas laminas, as quais foram cobertas com laminulas
e guardadas em um periodo de 3 a 15 dias para analises posteriores, em

microscopio com epifluorescéncia.

Hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH)

Para as analises de Hibridizacao in situ fluorescente (FISH) foi
utilizado o protocolo de Pinkel et al. (1986). As sondas de DNAr 18S e DNAr 5S
de Hypostomus ancistroides foram obtidas e marcadas por PCR, sendo DNAr
18S marcada com Digoxigenin-11-dUTP e DNAr 5S por Biotin-16-dUTP. Ja as
sondas de Loricariichythys platymetopon foram obtidas por PCR, sendo o DNAr
18S marcado com DIG-Nick Translation Mix e o DNAr 5S marcado por Biotin-
16-dUTP.

Inicialmente, as laminas foram desidratadas em etanol 70% e
100%, 5 minutos cada e deixadas para secar ao ar. Em seguida, foram tratadas
com 90uL de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) por uma hora em camara umida a

37°C; apds esse periodo foram lavadas em 2xSSC por 10 minutos a
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temperatura ambiente no agitador. Depois foram fixadas em paraformaldeido
4% e lavadas em2xSSC e, posteriormente, desidratadas em série alcoodlica
70% e 100%; e deixadas em temperatura ambiente para secagem. Apds a
secagem, as laminas foram desnaturadas em formamida 70% a 70°C por 4
minutos; desidratadas novamente em série de etanol 70% e 100% gelado por 5
minutos e deixadas ao ar para secar. O mix de hibridizagado consistiu em 20pl
formamida; 7l sulfato dextrano (PEG); 4ul 20xSSC; 1ul SDS; 4ul sonda DNAr
18S e 4l sonda DNAr 5S; por Iamina. A hibridizagao foi feita em cadmara umida
a 37 °C, overnight. No outro dia, as laminas passaram por duas lavagens em
2xSSC a 45°C por 5 minutos cada e uma vez em 4xSSC a 45°C por 5 minutos.
Os sinais fluorescentes foram detectados por anti-digoxigenin-rhodamina
(Roche) e biotinylated anti-avidin (Sigma-Aldrich). Por fim, apos a secagem das
ldminas, os cromossomos foram contra corados com o fluorocromo 4’,6-
diamino-2-phenylindole (DAPI, 2ug/ml). Finalmente, as I|aminas foram
analisadas em um microscopio de epifluorescéncia (Leica DM2000), equipado
com uma camera digital. As imagens das metafases foram capturadas usando

0 Leica Application Suite versdgo 3.1.0. (Leica Microsystems).
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53
Resumo

O género Hypostomus forma o grupo de peixes mais abundante em numero de espécies
nos ecossistemas de dgua doce. Além de apresentar uma ampla distribuicdo geografica e
variacoes morfoldgicas, este género também ¢ um dos mais analisados
citogeneticamente apresentando uma grande diversidade cariotipica. Neste estudo, trés
espécies de Hypostomus foram analisadas: duas populagdes de H. ancistroides, sendo
uma coletada na microbacia Ribeirdo Cambé e outra populagdo no Ribeirdo Trés Bocas;
exemplares de H. hermanni coletados no Ribeirdo Trés Bocas e de H. strigaticeps
provenientes do Rio Laranjinha. Todos os locais de coletas sdo pertencentes ao Alto Rio
Parana. As técnicas citogenéticas empregadas foram coloracdo por Giemsa e
fluorocromos CMA/DAPI, impregnacdo por nitrato de prata, bandeamento C e
hibridagao in situ fluorescente com DNAr 18S e 5S. As duas populagdes de H.
ancistroides apresentaram 2n=68 com foérmula cariotipica de 14m+16sm+8st+30a; H.
hermanni e H. strigaticeps apresentaram 2n=72 com férmulas cariotipicas distintas,
sendo 10m+20sm+18st+24a e 10m+14sm+20st+28a, respectivamente. A coloragdo com
fluorocromos revelou a presenca de sinais GC positivos para todas as espécies e regides
ricas em AT apenas em H. strigaticeps. Multiplas regides heterocromaticas foram
observadas nas espécies analisadas e blocos fortemente heterocromaticos foram
encontrados em H. ancistroides (Ribeirdo Cambé¢), H. hermanni e H. strigaticeps. A
FISH com DNAr 18S evidenciou trés sitios ribossdmicos em H. ancistroides e
H.strigaticeps; H. hermanni apresentou uma fraca marcagdo em apenas um homologo.
As Ag-RONs foram coincidentes com os locais de DNAr 18S em todas as espécies. Os
sitios de DNAr 5S estiveram presentes apenas no par cromossomico 4 nas duas
populagdes de H. ancistroides, enquanto que nas outras duas espécies esteve presente
em mais de um par de cromossomos O par 4 metacéntrico tabém apresentou sitios de
DNAr 5S em H. strigaticeps, além de H. ancistroides, indicando que possa ser um
importante marcador para diferenciacdo populacional. As espécies analisadas
apresentaram  caracteristicas cromossOmicas particulares, tanto em variagdes
cariotipicas, quanto em posi¢cdo € numero de sitios ribossomicos, corroborando com
dados de outras espécies do género ja analisadas, reforcando que rearranjos
cromossomicos (fusdes, fissdes e inversdes) sdo 0s principais responsaveis pela
diversificacdo e evolugdo cariotipica do grupo Hypostomus.

Palavra-chaves: Diversidade Cariotipica. FISH. Hypostomus. Marcadores
Cromossomicos.
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Introduciao

A subfamilia Hypostominae compreende o grupo de peixes mais diversificado
e amplamente distribuido na Regido Neotropical, desde a Costa Rica até¢ o sul
Argentino (REIS et al., 2003). Esta subfamilia ¢ a mais abundante dentre as demais
alocadas em Loricariidae, sendo seus representantes conhecidos como “cascudos” e
sdo facilmente identificados pela estrutura corpdérea achatada dorso/ventralmente e a
presenca de placas dsseas (BRITSKI, 1972; ISBRUCKER, 1980; BRITSKI et al.,
1999). Os bagres do género Hypostomus (Laceépéde, 1803) sdo os mais dominantes em
rios brasileiros com aproximadamente 149 espécies (QUEIROZ et al., 2020). Seus
espécimes apresentam variagdes tanto na morfologia quanto no padrao de coloracio
(ZAWADZKI et al., 2008), tornando este género alvo em erros de identificagao.

As revisdes citogenéticas mostram que Hypostomus se destaca por apresentar o
maior numero de espécies cariotipadas, com nimero diploide variando de 2n= 52 em
H. emarginatus (ARTONI e BERTOLLO, 2001) a 2n = 84 em Hypostomus perdido
(CEREALI et al., 2008), sendo 2n=72 o mais frequente e as espécies com maior
numero de cromossomos apresentam uma alta propor¢do de cromossomos
subtelo/acrocéntricos se comparado com os meta/submetacéntricos (BUENO et al.,
2012). Isto pode ser explicado pela agdo de rearranjos robertsonianos (fissdes e fussdes
céntricas) envolvidos na evolucdo cariotipica do grupo, colocando este género em uma
posicao derivada dentro de Loricariidae (ARTONI e BERTOLLO, 1996, 2001).

Além da diversidade em niimero diploide e formula cariotipica, Hypostomus
ainda apresenta uma diversidade cromossomica no padrdo de distribuicdo de
heterocromatina, regides organizadoras de nucléolo e no mapeamento de genes
ribossomais. Em Loricariidae, a presenca de NORs simples em posi¢do terminal nos

cromossomos ¢ considerada ancestral para a familia (ALVES et al., 2005), mas no



72

73

74

75

76

7

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

55
género Hypostomus, NORs multiplas sdo mais frequentes (BUENO et al., 2012).

A heterocromatina constitutiva na subfamilia Hypostominae apresenta dois
padroes de distribui¢do: pode ser encontrada em regides centroméricas e
pericentroméricas de cromossomos meta/submetacéntricos ou em  blocos
heterocromaticos em posigdes intersticiais ou telomérica de cromossomos
subtelo/acrocéntricos (ARTONI e BERTOLLO, 2001). As andlises convencionais com
fluocromos mostram que Hypostomus possui sitios ricos em bases CG e AT e as
andlises citogenéticas moleculares mostram que os sitios ribossdmicos 18S e 5S sdo
encontrados em diferentes posi¢cdes e em multiplos pares de cromossomos

A citogenética mostra ser uma excelente ferramenta para auxiliar na
delimitagdo e identificacdo correta das espécies a nivel cromossdmico, sendo capaz de
caracterizar populacdes pelo nimero diploide e estrutura cariotipica, assim como por
meio de bandeamentos cromossomicos. Considerando a diversidade em numero de
espécies existente no género Hypostomus e a dificuldade/erros de identificagao devido
as similaridades de padrdes morfoldgicos, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar citogeneticamente trés espécies de Hypostomus, coletadas em dois
importantes afluentes da bacia hidrografica do Paranapanema, visando auxiliar na
sistemdtica e no entendimento da evolugado cariotipica no género.

Material e Métodos
Amostragem e locais de coleta

Um total de 93 exemplares de Hypostomus foram coletados em diferentes
localidades, sendo: 43 individuos de H. ancistroides (Ihering, 1911) (9 machos, 22
fémeas e 12 NI) no Ribeirdao Cambé; 10 de H. ancistroides (1 macho, 2 fémeas e 7 NI)
no Ribeirdo Trés Bocas; 12 exemplares de H. hermanni (Ihering, 1905) (7 machos e 5

fémeas) no Ribeirdo Trés Bocas e 28 exemplares de H. strigaticeps (Regan, 1908) (18
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machos e 10 fémeas) no Rio Laranjinha. Todas as localidades fazem parte do Alto Rio
Parana. Todos os espécimes foram coletados com tarrafas e peneiras, com autorizagdo
do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio) numero
11399-1. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica com pesquisas com uso de animais da Universidade Estadual de Londrina
(Protocolo: 60/2017). Os exemplares foram fixados, identificados, ¢ encontram-se
depositados no acervo zoologico do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de
Londrina.

Obtenc¢ao cromossomica, coloracio e bandeamentos

Os cromossomos mitdticos foram obtidos de acordo com o protocolo de
Bertollo et al. (1978), que consiste na dissociacdo do tecido renal. As laminas foram
coradas com Giemsa ¢ as metafases fotografadas usadas para determinar o nimero
diploide e montagem do caridtipo; posteriormente os cromossomos foram medidos
com o software Easyldio e classificados em metacéntrico (m), submetacéntrico (sm),
subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a), de acordo com Levan et al. (1964). Os
cariotipos foram organizados pelo programa Adobe Photoshop CS6. As regides
organizadoras de nucléolos (RONs) foram detectadas por impregnacdo com nitrato de
prata, seguindo o protocolo proposto por Howell & Black (1980). A heterocromatina
constitutiva foi detectada por bandeamento-C proposto por Sumner (1972) com
modificag¢do na coloracdo, usando o fluorocromo lodeto de Propideo, conforme Lui et
al. (2012). Regioes ricas em CG e AT foram detectadas com fluorocromos CMA3 e
DAPI, respectivamente, de acordo com o protocolo descrito por Schweizer (1980).
Extracao de DNA

O DNA gendmico total de H. ancistroides, H. hermanni e H. strigaticeps

foram extraidos a partir da musculatura, empregando o protocolo baseado em
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fenol/cloroférmio proposto por Almeida ef al. (2001). Uma amostra de H. ancistroides
foi utilizada para a preparacdo das sondas DNAr 18S e DNAr 5S.

Obtencio das sondas de DNAr 18S 5S

A obtenc¢do da sonda de DNAr 188, ocorreu por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando os primers de 18S-F e 18S-R obtidos de Prochilodus
argenteus. As reacdes da PCR foram conduzidas em volume final de 25uL contendo:
2,5 ul de 10x Tampao; 0,5 ul de MgClp; 0,5 pul de Mix dNTPs; 0,5ul de primer
Foward; 0,5 pl de primer Reverse; 17,5 ul de H,O miliQ autoclavada; 2 pul de DNA
(diluido a 50 ng) e 1 ul de Taq DNA Polimerase. As amplificagdes foram realizadas
utilizando uma desnaturagdo de 94°C por 5 min, seguido por 30 ciclos de 94°C
durante 1 min, 56°C durante 45 s, 72°C durante 1 min, e uma extensdo final de 72°C
durante 5 min. As reagdes de PCR para obten¢dao da sonda de DNAr 5S utilizou os
primers de 5S-F e 5S-R obtidos de Megaleporinus elongatus obteve uma concentragdo
final de 25uL contendo: 2,5 pl de Tampao Buffer; 1,5 pul de MgClx; 1,0 pl de Mix
dNTPs; 1,0ul de primer Foward; 1,0 pl de primer Reverse; 15,5 pul de H2O miliQ
autoclavada; 3 pl de DNA (diluido a 12 ng) e 0,5 pl de Tag DNA Polimerase. As
reacdes de amplificacdes incluiram uma etapa de desnaturagdo de 94°C por 5 min,
seguido por 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 59°C durante 45 s, 72°C durante 1 min,
e uma extensao final de 72°C durante 5 min. As sondas foram marcadas por PCR, a de
DNAr 188 por Digoxigenina-11-dUTP e a DNAr 58S por Biotina-14-dATP.
Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

A hibridiza¢dao in situ fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com o
protocolo de Pinkel et al. (1986), com algumas adaptacdes. A sonda de DNAr 18S foi
detectada com anti-digoxigenin-rhodamina (Roche) e a sonda de DNAr 5S com

biotinylated anti-avidin (Sigma-Aldrich). Os cromossomos foram contracorados com o
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fluorocromo 4’,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, 2ug/ml) e analisadas em um
microscopio de epifluorescéncia (Leica DM2000), equipado com uma camera digital.
As imagens foram capturadas usando o Leica Application Suite versdao 3.1.0. (Leica

Microsystems).

Resultados

Hypostomus ancistroides (Ribeirdo Cambé): apresentou 2n = 68
cromossomos ¢ formula cariotipica de 14m+16sm+8st+30a (NF 106) (Fig.1a). O
bandeamento C revelou heterocromatina na regido pericentromérica do par 4
metacéntrico, no braco curto de um homdlogo do par 8 submetacéntrico, na regido
intersticial do par 15 submetacéntrico ¢ 16 subtelocéntrico, assim como no brago
longo de apenas um homoélogo do par 20 acrocéntrico (Fig.1b). Um heteromorfismo
pode ser evidenciado no par 16 subtelocéntrico. A dupla coloragao com fluorocromos
revelou a presenca de regides ricas em GC em apenas dois pares cromossomicos (16 e
18 subtelocéntrico) e nenhuma regido rica com bases AT (CMAs" / DAPI) (Fig. 2). A
técnica de AgNOR foi coincidente com o DNAr 18S, evidenciando marcag¢des na
regido terminal do brago curto do par 16 e em um dos homologos do par 20, também
na regido terminal do brago curto (Fig.3). J& a sonda de DNAr 5S revelou uma

marcacdo na regido pericentromérica do par 4, metacéntrico (Fig. 3).
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Fig. 1 — Cariotipos de Hypostomus ancistroides do Ribeirdo Cambé. Coloracdo com
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(a) Giemsa ¢ (b) Banda C.

Fig. 2 — Cariotipos de Hypostomus ancistroides (Ribeirdao Cambé) coradas com DAPI
(azul) e CMA3 (amarelo).

/ 5S rDNA

Fig. 3 — Cariotipos de Hypostomus ancistroides (Ribeirdo Cambé¢) com double FISH
com DNATr 18S (vermelho) e DNAr 5S (verde). No box, os cromossomos com NORs
ap6s Impregnacao com Nitrato de Prata.

Hypostomus ancistroides (Ribeirdo Trés Bocas): apresentou 2n = 68
cromossomos ¢ formula cariotipica de 14m+16sm+8st+30a (NF 106) (Fig.4c). O
bandeamento C revelou blocos heterocromaticos na regido pericentromérica dos pares
14 submetacéntrico e 17 subtelocéntrico e no par 23 acrocéntrico (Fig.5d). Um
heteromorfismo pode ser evidenciado no par 16 subtelocéntrico. A dupla coloragdo
com fluorocromos revelou a presenca de regides ricas em GC em apenas no par 16
subtelocéntrico, na por¢do pericentromérica e nenhuma regido rica em bases AT
(CMA3 + / DAPI -) (Fig. 5). A impregnacdo com nitrato de prata mostrou as NORs

coincidente com o DNAr 18S no brago curto de um cromossomo do par 15
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184  metacéntrico; e no par 16 subtelocéntrico (Fig.6); enquanto que a sonda de DNAr 5S

185 revelou apenas uma marcagdo na regido pericentromérica do par 4 metacéntrico (Fig.

186 6).
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188  Fig. 4 — Caridtipos de H. ancistroides do Ribeirdo Trés Bocas. Coloragdo com (c)
189  Giemsa ¢ (d) Banda C.

190 Fig. 5 — Cariotipos de H. ancistroides (Ribeirdo Trés Bocas) coradas com dupla
191  coloragdo DAPI (azul) e CMAj3 (amarelo).

16

/ 5S rDNA

192  Fig. 6 — Cariotipos de H. ancistroides (Ribeirdo Trés Bocas) com a double FISH com
193 DNAr 18S (vermelho) e DNAr 5S (verde). No box, os cromossomos com NORs apos
194  Impregnagdo com Nitrato de Prata.
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195 Hypostomus hermanni: apresentou 2n = 72 cromossomos ¢ formula
196  cariotipica de 10m+20sm+18st+24a (NF 110) (Fig.7¢). O bandeamento C revelou
197  Dblocos heterocromaticos no brago longo do par 1 metacéntrico, nas regides
198  pericentroméricas dos pares 9, 10, 11, 15 submetacéntricos e subtelocéntrico (par 22)
199  (Fig.7f). A dupla colora¢do com fluorocromos revelou apenas a presenca de regides
200  GC ricas apenas no brago curto do par 33 acrocéntrico e nenhuma regido rica em AT
201 (CMA3+/DAPI-)(Fig. 8). A impregnagdo com nitrato de prata evidenciou NOR
202  coincidente com o DNAr 18S no brago curto de um dos homologos do par 33 (Fig.9).
203 Ja a sonda de DNAr 5S evidenciou oito marcagdes: na regido pericentromérica dos
204  pares 5 metacéntrico e 19 subtelocéntrico e nos pares 35 e 36, pericentromérica (Fig.

205 9).
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207  Fig. 7 — Cariotipos de H. hermanni. Coloragdo com (¢) Giemsa e (f) Banda C.

208
209 Fig. 8 — Caridtipos de H. hermanni coradas com dupla coloracdo DAPI (azul) e CMA3

210  (amarelo).
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Fig. 9 — Cariotipos de H. hermanni com a double FISH com DNAr 18S (vermelho) e
DNAr 5S (verde). No box, os cromossomos com NORs apds Impregnacdo com
Nitrato de Prata.

Hypostomus strigaticeps: apresentou 2n = 72 cromossomos ¢ formula
cariotipica de 10m+14sm+20st+28a (NF 116) (Fig.10g). O bandeamento C revelou
blocos heterocromaticos em cromossomos submetacéntricos: no brago longo de um
dos homélogos do par 7, na regido pericentromérica do par 8 e no brago curto do par
9; em cromossomos subtelocéntricos: no brago curto do par 16 e no brago longo do par
20; assim como em cromossomos acrocéntricos: um forte bloco em quase todo brago
longo do par 23, marcagao terminal no brago longo de um homdlogo do par 26 € 31 ¢
no braco curto do par 27 (Fig.10h). A dupla coloracdo com fluorocromos revelou a
presenca de regides ricas em AT e GC no par 2 metacéntrico e regides GC no 13
subtelocéntrico (CMA3"/DAPI ) (Fig. 11). A impregnagdo com nitrato de prata
evidenciou marcagdo terminal no braco longo de um homoélogo do par acrocéntrico 23
adjacente a heterocromatina e na regido terminal do braco longo do par 32 (Fig.12,
box). A double FISH com a sonda de DNAr 18S revelou trés sitios ribossomais
coincidentes com a AgNOR. Enquanto que a sonda com DNAr 5S revelou marcagdes
na regido centromérica do par 4 metacéntrico € no brago longo do par 21,

subtelocéntrico (Fig. 12).
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Fig. 10 — Caridtipos de H. strigaticeps. Coloragao com (g) Giemsa e (h) Banda C.

Fig. 11 — Cariotipos de H. strigaticeps coradas com dupla coloragdo DAPI (azul) e
CMA; (amarelo).

Fig. 12 — Caridtipos de H. strigaticeps com a double FISH com DNATr 18S (vermelho)
e DNAr 58S (verde). No box, cromossomos com NORs apos Impregnacdo com Nitrato
de Prata.

Discussao
As trés espécies de Hypostomus analisadas no presente estudo apresentaram

manuten¢do no numero diploide, quando comparadas com outras populagdes das
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mesmas espécies com algumas excecdes encontradas na literatura. Maurutto et al.
(2012) e Rocha-Reis et al. (2018), por exemplo, encontraram exemplares de 66
cromossomos em populagdes de H. aff. ancistroides, ambas provenientes da bacia do
Rio Tibagi. Duas populacdes de H. strigaticeps com 74 cromossomos ja foram
encontradas (tabela 1), pertencentes as bacias do rio Grande e do Rio Tieté
(MICHELE et al., 1977, ALVES et al, 2012, respectivamente). Entretanto, a
populacdo de H. strigaticeps coletado no Rio Corumbatai por Alves et al. (2012) que
exibiu 2n=74, ¢ considerada o topdtipo da espécie, portanto, todas as demais espécies
com 2n=72 podem ter se originado por uma fusdo céntrica. Manuten¢ao do niimero
diploide e variagdes na férmula cariotipica em Hypostomus também s3o observadas
em outras espécies do género disponiveis na literatura. Essas frequentes variagdes
intrapopulacionais sugerem que, além de rearranjos robertsonianos que promovem a
alteracdo do numero diploide, rearranjos ndo robertsonianos estao alterando a estrutura
cariotipica entre populacdes de uma mesma espécie.

Quanto a variabilidade na estrutura cariotipica no género Hypostomus pode-se
observar, geralmente, uma alta frequéncia de cromossomos subtelo/acrocéntrico se
comparado com meta/submetacéntrico, em espécies com 2n maior. Existem aquelas
espécies que apresentam alto niimero diploide e consequentemente um nimero muito
superior de cromossomos subtelo/acrocéntrico, como H. iheringii e H. mutucae
(RUBERT et al., 2016); H. topavae (ARTONI e BERTOLLO, 1996) e Hypostomus
sp.2-3 (CEREALI et al., 2008), reforcando a hipdtese de que rearranjos de fissdes
céntricas tém participado na evolugdo do género (ARTONI e BERTOLLO, 1996,
2001).

Nas trés espécies aqui analisadas, este mesmo padrdo de proporcdo foi

observado, entretanto, contrastando com os dados da literatura, ¢ possivel notar que
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algumas popula¢des possuem mais cromossomos meta/submetacéntrico do que
subtelo/acrocéntrico, como Hypostomus sp. (ARTONI et al., 1998), com 2n=64; H.
aff- cochliodon (BECKER et al., 2014), com 2n=64 e H. tapijara (TRALDI et al.,
2013), com 2n=68. A populagdo de Plecostomus ancistroides que apresentava mais
cromossomos meta/submetacéntrico ¢ a populacdo de H. strigaticeps que apresentava
um numero muito contrastante de cromossomos subtelo/acrocéntricos, ambas
analisadas por Michele et al. (1977), reforca a hipdtese de que estas duas foram
descritas incorretamente (conversa pessoal com o orientador).

No género Hypostomus, existem dois padroes de distribuicdo da
heterocromatina, podendo ser em pouca quantidade em regides centroméricas e
teloméricas de cromossomos meta/submetacéntricos e/ou blocos intersticiais em
cromossomos subtelo/acrocéntricos (ARTONI e BERTOLLO, 2001). Nao é comum
neste género blocos de heterocromatina em cromossomos meta/submetacéntrico,
entretanto, a populagdo de H. hermanni deste estudo apresentou um bloco de
heterocromatina no brago longo de um homoélogo do par 1 metacéntrico. Isto pode ter
acontecido em decorréncia a amplificacdo e transposi¢do da heterocromatina. Fato
semelhante a este pdde ser encontrado em populagdes de H. ancistroides, H. cf.
topavae e H. aff. hermanni analisadas por Kamei ef al. (2015); e sustentam a hipdtese
de que a ocorréncia de blocos nao tao frequentes deve-se a mecanismos de evolucdo
divergentes que estdo atuando no género.

Dados sobre coloragdo com fluorocromos em Hypostomus ainda sdo escassos
na literatura, , € o que fo observado até o momento, nas espécies deste género, sdo as
marcacdes positivas ricas em GC, padrdo similar ao encontrado em H. ancistroides e
H. hermanni do presente trabalho, como encontrado em H. affinis (KAVALCO et al.,

2004; 2005); H. ancistroides (RUBERT et al., 2011) e H. strigaticeps
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(BAUMGARTNER et al., 2014). Pelo fluorocromo DAPI, apenas H. strigaticeps e H.
regani apresentou sinal positivo rico em AT, o que ¢é raro em peixes, mas em algumas
espécies de Hypostomus essas marcagdes ja foram encontradas, como em H.
nigromaculatus (RUBERT et al., 2008); H. paulinus (RUBERT et al., 2011);
Hypostomus sp.XI (MILHOMEM et al., 2010) e H. aff. unae (BITENCOURT et al.,
2012).
Com excegdo de H. hermanni deste estudo que apresentou apenas um sitio de
NOR, nas demais foram evidenciados 3 sitios em posi¢do terminal, caracteristica esta
j& observada em outras espécies do género e que parece estar conservada no grupo.
Para todas as populagdes de H. strigaticeps disponiveis na literatura, Artoni e Bertollo
(1996), Pansonato-Alves et al. (2013) e Rubert et al. (2016) encontraram NORs
simples, nas demais populagdes destas espécies sdo encontrado sitios multiplos
exclusivamente em cromossomos meta/submetacéntrico e subtelocéntrico. Bueno et
al. (2013) ressaltam que essas variacdes de Ag-RONSs, sejam simples ou multiplas,
possam ser causadas por transposicdo dessas seqiiéncias, o que também explica a
distribuicdo dessas AgNORs em diferentes posi¢cdes nos cromossomos. As espécies
aqui analisadas apresentaram variagdes quanto a posi¢ao e numero de sitios hibridados
pela técnica de FISH; entretanto ndo houve sintenia entre as sondas de DNAr 18S e
DNAr 5S. Bueno ef al. (2014) destaca que as espécies que possuem nimero diploide
de 68 a 72 cromossomos apresentam multiplos sitios ribossdmicos 18S, dados estes
que corroboram com o0s aqui encontrados.
Em relacdo a distribui¢do de sitios de DNATr 58S as trés espécies apresentaram
variagdo de numero, posicdo e tipo cromossomico, entretanto H. ancistroides e H.
strigaticeps apresentaram cistrons ribossomicos na regido pericentromérica de um

mesmo par de cromossomos (4 metacéntrico), que pode ser considerado um par
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marcador para estas espécies e para algumas outras do género Hypostomus, como em
H. aff. ancistroides (ROCHA-REIS et al., 2018); H. aff.- hermanni (LARA-KAMEI et
al., 2017); H. strigaticeps (BUENO et al., 2014; BAUMGARTNER et al., 2014) entre
outros. Além deste possivel par marcador H. strigaticeps também apresentou um outro
par com sitios de DNAr 5s, assim como H. hermanni, com 4 pares, confirmando
ocorréncia de sitios multiplos nestas espécies. Traldi et al. (2013) e Kamei et al.
(2017) encontraram multiplos sitios de DNASS em populagdes de H. ancistroides,
indicando que pode ocorrer variagdes no numero e posi¢do dos sitios em diferentes
populacdes da mesma espécie. Com isso, essas variagdes no nimero ¢ localiza¢ao do
DNAr 58S nestas e em outras espécies de Hypostomus podem também ser resultantes
de dispersao de elementos transponiveis e evidencia que o DNAr 5S seja um excelente
marcador para estudo de populagdes (KAVALCO et al., 2004).

Diante disto, quando comparamos os dados aqui obtidos para H. ancistroides.
H. hermanni e H. strigaticeps com os dados presentes na literatura de outras
populacdes, ¢ claramente notavel a conservacdo do nimero diploide e que todas as
espécies apresentaram caracteristicas particulares em relacdo a formula cariotipica,
sugerindo entdo, que rearranjos do tipo fissdes/fussdes céntricas e também inversdes
pericéntroméricas estdo de fato atuando na diversificagdo de espécies de Hypostomus,
reforgando assim a hipotese proposta por Artoni e Bertollo (1996, 2001).

Os representantes do género Hypostomus sdo amplamente diversificados em
estrutura cariotipica, distribui¢do de heterocromatina, sitios ribossomicos, NORs; e
uma hipotese que também pode ser considerada para esta diversificagdo ¢ o isolamento
geografico, que permite com que alteracdes cromossdmicas ocorram de maneira
independente entre as populagdes (RUBERT, 2007). Assim, os estudos citogenéticos

mostram ser marcadores eficazes para o entendimento da diversificagdo cromossdmica
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nos grupos de peixes neotropicais.
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Tabela 1 —Dados citogenéticos disponiveis para H. ancistroides, H. hermanni e H. strigaticeps baseados em artigos originais. Legenda: 2n= niimero
dipléide; m= metacéntrico; sm= submetacéntrico; st= subtelocéntrico; a= acrocéntrico, NORs= regides organizadoras nucleolares; rDNA= DNA
ribossomal; REF.= Referéncias; 9= Feminino; &= Masculino.

L . . P 5S
Espécie Local de coleta 2n NF Formula cariotipica Ag-RONs 18S rDNA DNA Ref.

Plecostomus ancistroides (?) 68 106 10m + 28sm + 30st/a 1
Plecostomus ancistroides (3) 68 105 10m + 27sm + 31st/a 1
Hypostomus ancistroides Riacho Monjolinho, Sdo Paulo 68 102 16m + 18sm + 34st/a (10sm, 17sm, 18st/a) 2
Hypostomus ancistroides Rio Araqud, Sao Paulo 68 96 18m + 10sm + 12st + 28a (6m, 13sm, 14sm) 3
Hypostomus ancistroides Rio Paranapanema, Sao Paulo 68 104 10m + 26sm + 32st/a (19, 20, 21 e 22st-a) (19?:2231212)1 ¢ 4
Hypostomus ancistroides Rio Corumbatai, Sdo Paulo 68 88 16m + 4sm + 16st + 32a (1m, 10sm) 5
Hypostomus ancistroides Corrego Dourados, Parana 68 56 14m + 12sm + 18st + 24a (9sm, 10sm) 6
Hypostomus ancistroides Corrego Maringa, Parana 68 57 16m + 12sm + 18st + 22a (5m, 11sm, 15st) 6
Hypostomus ancistroides Corrego Ximbativa, Parana 68 52 8m + 10sm + 18st + 32a (3m, 5sm, 9sm) 6
Hypostomus aff. ancistroides Rio Tibagi, Parana 66 104 12m + 16sm + 10st + 28a (4 a 6 pares) (4 a 6 pares) 7
Hypostomus ancistroides Rio Piquiri, Parana 68 14m + 14sm + 8st + 32a

Hypostomus ancistroides Rio Piquiri, Parana 68 14m + 14sm + 8st + 32a (19st, 20st) 9
Hypostomus ancistroides Rio Piquiri, Parana 68 14m + 14sm + 8st + 32a (19st, 20st) (19st, 20st) (5m) 10
Hypostomus ancistroides Riacho Horteld, Rio 68 98 10m + 20sm + 10st + 28a (12sm, 16st, 20st) (12sm, 16st, (15sm) 11

Paranapanema 20st)

Hypostomus ancistroides Ribeirdo da Lapa, Ipetina, SP 68 120 14m + 16sm + 22st + 16a (8sm, 13sm, 15sm) (Ssrlns’slj)sm’ (Zi‘;’sfs;n’ 12
Hypostomus ancistroides Rio Piquiri, Parana 68 14m + 14sm + 8st + 32a simples (19a, 20a, 24a) (5sm) 10
H. aff. ancistroides () Rio Keller, Bacia do rio Parana 68 119 16m + 13sm + 22st+ 17a (7m, 9sm, 15st) (7m, 9sm, 15st)  (8m, 21st) 13



H. aff. ancistroides (3)
H. aff. ancistroides (?)
H. aff. ancistroides (&)

Hypostomus ancistroides
Hypostomus ancistroides

Hypostomus hermanni
Hypostomus hermanni

Hypostomus hermanni

Hypostomus aff. hermanni

Hypostomus hermanni

Hypostomus strigaticeps
Hypostomus strigaticeps
Hypostomus strigaticeps

Hypostomus strigaticeps

Hypostomus strigaticeps

Hypostomus strigaticeps

Hypostomus strigaticeps
Hypostomus strigaticeps

Hypostomus strigaticeps

Rio Keller, Bacia do rio Parana

Bacia do rio Paranapanema

Bacia do rio Paranapanema

Ribeirao Cambé, Londrina

Ribeirao Trés Bocas,
Londrina,

Rio Piquiri, Parana
Rio Piquiri, Parana
Rio Piracicaba, Sdo Paulo

Rio Keller, Parana

Ribeirao Trés Bocas,
Londrina

Rio Grande
Rio Mogi-Guagu, Sdo Paulo
Rio Paranapanema
Rio Corumbatai, Sdo Paulo
Rio Ivai, Floresta, Parana

Rio Piquiri, Parana

Corrego Horteld, Rio
Paranapanema,

Rio Piquiri, Parana

Riacho Atlantico, Parana

68
66
66
68

68
72
72
72
72

72

74
72
72
74

72
72

72

72

72

118

98
124

110

86
102
98
98
96
96

100

96

16m + 12sm + 22st + 18a
16m + 12sm + 12st + 26a
17m + 12sm + 12st + 25a

14m + 16sm + 8st + 30a

14m + 16sm + 8st + 30a

10m + 8sm + 32st + 22a

10m + 8sm + 32st + 22a
8m + 18sm + 46st/a

12m + 22sm + 18st + 20a

10m + 20sm + 18st + 24a

8m + 4sm + 62st/a
12m + 18sm + 42st/a
10m + 16sm + 46st/a
10m + 14sm + 14st + 36a

10m + 14sm + 18st + 30a
12m + 12sm + 18st + 30a

10m + 18sm + 18st + 26a

12m + 12sm + 18st + 30a

12m + 12sm + 18st + 30a

(7m, 9sm, 15st)
(5m, 21a)
(5m, 21a,Y)
(16st, 20a)
(15sm, 16st)

(27a, 29a, 33a)
(16, 20, 22)
(16sm, 22sm, 31a)
(33a)
(17st/a)
(18st/a, 28st/a)

(14st, 21a, 22a, 24a)

(10sm, 14st, 18st, 29a)
(25a, 32a)

(28a)

(22a, 23a, 24a)

(7m, 9sm, 15st)
(5m, 21a)
(5m, 21a,Y)
(16st, 20a)

(15sm, 16st)

(27a, 29a, 33a)

(20,22)
(16sm, 22sm,
31a)

(33a)

18st/a, 28st/a)

(28a, 29a)

(25a, 32a, 36a)

(22a, 23a, 24a)

(8m, 21st)
(4m)
(4m)
(4m)

(4m)

multiplos

(4m)

(5m, 19st,
35,36a)

(3m, 18st,
22st, 26a,
31a, 32a)
(4m, 21st,
26a)

(4m, 21st,
28a)
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13

14
14

15

15

10
16
13



Hypostomus strigaticeps

Hypostomus strigaticeps

Hypostomus strigaticeps
Hypostomus strigaticeps

Hypostomus strigaticeps

Rio Piquiri, Parana

Rio Parana, Parana

Rio Iguacu, Parana
Rio Mogi-Guagu, Sao Paulo

Rio Laranjinha, Parana

72

72

72
72

72

98

116

12m + 12sm + 18st + 30a

12m + 12sm + 18st + 30a

12m + 12sm + 18st + 30a
10m + 16sm + 46st/a

10m + 14sm + 20st + 28a

(22a, 23a, 24a)

(22a, 23a, 24a)

(22a, 23a, 24a)
(18st/a)

(23a, 32a)

(4m, 21st,

(22a, 23a, 24a) 28)
(4m, 21st,

(22a, 23a, 24a) 28a)
(4m, 21st,

(22a, 23a, 24a) 28)

(18st/a)

(23a, 32a) (4m, 21st)

71

17

17

17
16

15

Referéncias: 1- Michele et al. (1977); 2- Artoni e Bertollo (1996); 3- Alves et al. (2006); 4- Rubert et al. (2011); 5- Alves et al. (2012); 6- Endo et al. (2012); 7- Maurutto ef al.
(2012); 8- Bueno ef al. (2012); 9- Bueno et al. (2013); 10- Bueno et al. (2014); 11- Pansonato-Alves et al. (2013); 12- Traldi et al. (2013); 13- Lara-Kamei et al. (2017); 14- Rocha-
Reis et al. (2018), 15- Presente estudo; 16- Rubert et al. (2016); 17- Baumgartner et al. (2014).



345

346
347
348

349
350
351
352

353
354
355
356

357
358

359
360
361

362
363
364

365
366
367
368
369

370
371
372
373

374
375
376

377
378
379
380

381
382
383

72

REFERENCIAS

ALMEIDA, F. S.; FUNGARO, M. H. P and SODRE, L. M. K (2001) RAPD and
isoenzyme analysis of genetic variability in three allied species of catfish (Siluriformes,
Pimelodidae) from the Tibagi river, Brazil. J Zool 253:113-120.

ALVES, A, L.; BORBA, R. S.; OLIVEIRA, C.; NIRCHIO, M.; GRANADO, A
FORESTI, F. (2012). Karyotypic diversity and evolutionary trends in the Neotropical
catfish genus Hypostomus Lacépede, 1803 (Teleostei, Siluriformes, Loricariidae).
Comparative Cytogenetics 6(4): 443-452.

ALVES, A. L (2005). Analise da evolugdo da familia loricariidae (Teleostei:
Siluriformes) com base em caracteres cromossomicos ¢ de sequéncias de DNA. Ph.D.
Dissertation, Botucatu, Sdo Paulo: Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista, 150 pp.

ARTONI, R. F.; BERTOLLO, L. A. C (2001) Trends in the karyotype evolution of
Loricariidae fish (Siluriformes). Hereditas 134:201-210.

ARTONI, R. F.; VENERE, P. C.; BERTOLLO, L. A. C (1998) A heteromorphic
Z7/ZW sex chromosome system in fish, genus Hypostomus (Loricariidae). Cytologia
63:421-425.

ARTONI, R. F. & BERTOLLO, L. A. C. Cytogenetic studies on Hypostominae (Pisces,
Siluriformes, Loricariidae). Considerations on karyotype evolution in the genus
Hypostomus. Caryologia, 49: 81-90. 1996.

BAUMGAERTNER, L.; PAIZ, L. M.; ZAWADZK]I, C. H.; MARGARIDO, V. P
PORTELA CASTRO, A. L. D. B. (2014). Heterochromatin polymorphism and physical
mapping of 5S and 18S ribosomal DNA in four populations of Hypostomus strigaticeps
(Regan, 1907) from the Parana River Basin, Brazil: evolutionary and environmental
correlation. Zebrafish, /1(5), 479-487.

BECKER, Q. M. C.; CASTRO, R. J.; SILVA, A. M, VIZZOTTO, P. C. Cytogenetic
characterization of two species of Hypostomus (Siluriformes, Loricariidae) from
tributaries of the Vermelho river, Upper Paraguay river basin. Biodiversidade. 2014; 13:
2-13.

BERTOLLO, L. A. C.; TAKAHASHI, C. S.; MOREIRA-FILHO, O. 1978.
Cytotaxonomic considerations on Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinidae). Rev. Brasil.
Genet. 1: 103-120.

BITENCOURT, J. A.; AFFONSO, P. R. A. M.; GIULIANO-CAETANO, L,
CARNEIRO, P. L. S.; Dias, A. L. (2012). Population divergence and peculiar
karyoevolutionary trends in the loricariid fish Hypostomus aff. unae from northeastern
Brazil. Genetics and Molecular Research, 11(2), 933-943.

BRITSKI, H. A.; SILIMON, K. Z. S.; LOPES, B. S. Manual de identificacio de
peixes do Pantanal Mato-grossense. 1999.
BRITSKI, H. A. Peixes de agua doce do estado de Sao Paulo-Sistematica. Polui¢ao e



384
385

386
387
388

389
390
391

392
393
394
395

396
397
398

399
400
401

402
403
404

405
406

407
408
409

410
411
412

413
414
415
416
417

418
419
420

73

Piscicultura. Faculdade de Satde Publica da USP — Instituto de pesca da coordenadoria
da Pesquisa de Recursos Naturais da Secretaria da Agricultura, 1972.

BUENO, V. et al. Physical mapping of the 5S and 18S rDNA in ten species of
Hypostomus Lacépede 1803 (Siluriformes: Loricariidae): Evolutionary tendencies in the
genus. The Scientific World Journal, v. 2014, 2014.

BUENO, V. et al Karyotypic diversification in Hypostomus Lacépede, 1803
(Siluriformes, Loricariidae): biogeographical and phylogenetic perspectives. Reviews in
Fish Biology and Fisheries, v. 23, n. 1, p. 103-112, 2013.

BUENO, V. et al. Trends in chromosome evolution in the genus Hypostomus Lacépede,
1803 (Osteichthyes, Loricariidae): a new perspective about the correlation between
diploid number and chromosomes types. Reviews in Fish Biology and Fisheries, v. 22,
n. 1, p. 241-250, 2012.

CEREALI, S. S. et al. Karyotype description of two species of Hypostomus
(Siluriformes, Loricariidae) of the Planalto da Bodoquena, Brazil. Genetics and
Molecular Research, v. 7, n. 3, p. 583-591, 2008.

FORESTIL, F.; ALMEIDA-TOLEDO, L. F.; TOLEDO-FILHO, S. A (1981).
Polymorphic nature of nucleolus organizer regions in fishes. Cytogenetic Cell Genet,
31:137-144.

HOWELL, W. M.; BLACK, D. A. Controlled silver-starining of nucleolus organizer
regions with a protective colloidal developer: as 1-step method. Experientia 36: 1014-
1015, 1980.

ISBRUCKER, I. J. H. Classification and catalogue of the mailed Loricariidae (Pisces,
Siluriformes). Versl. Tech. Gegevens, 22: 1-181. 1980.

KAVALCO, K. F.; PAZZA, R,; BERTOLLO, L. A. C.; MOREIRA-FILHO, O (2005)
Karyotypic diversity and evolution of Loricariidae (Pisces, Siluriformes). Heredity
94:180-186.

KAVALCO, K. F.; PAZZA, R,; BERTOLLO, L. A. C.; MOREIRA-FILHO, O (2004).
Heterochromatin characterization of four fish species of the family Loricariidae
(Siluriformes). Hereditas 141:237-242.

LARA KAMEI, M. C. S. et al. Chromosomal diversity of three species of Hypostomus
Lacépede, 1803 (Siluriformes, Loricariidae), from the Parand River Basin, Brazil: a
species complex in Hypostomus ancistroides reinforced by a ZZ/ZW sex chromosome
system. Zebrafish, v. 14, n. 4, p. 357-363, 2017.

LARA-KAMEI, Marcia Cristina de Souza. Andlise citogenética em espécies do género
Hypostomus Lacépede, 1803 (siluriformes: loricariidae) de afluentes da bacia do alto rio
Parana-PR, Brasil: uma contribuicdo a diversidade cariotipica do género. 2015.



421
422

423
424
425

426
427
428

429
430

431
432
433
434

435
436
437
438

439
440
441

442
443
444

445
446

447
448
449
450

451
452
453
454

455
456
457

74

LEVAN, A.; FREDGA, K.; SANDBERG, A. A. Nomenclature for centromeric position
on chromosomes. Hereditas, v. 52, n. 2, p. 201-220, 1964.

LUL R. L.; BLANCO, D. R.; MOREIRA-FILHO, O.; MARGARIDO, V. P. Propidium
iodide for making heterochromatin more evident in the C-banding technique.
Biotechnic & Histochemistry, v. 87, n. 7, p. 433-438, 2012.

MAURUTTO, F. A. M. et al. Cytogenetic characterization of three allopatric species of
Hypostomus Lacépéde (1803) (Teleostei, Loricariidae). Caryologia, v. 65, n. 4, p. 340-
346, 2012.

MICHELE, J. L.; TAKAHASHI, C. S.; FERRARI, I. Karyotypic study of some species
of the family Loricariidae (Pisces). Cytologia, v. 42, n. 3-4, p. 539-546, 1977.

MILHOMEM, S.; CASTRO, R.; NAGAMACHI, C.; De SOUZA, A., FELDBERG, E.;
PIECZARKA J. (2010). Different cytotypes in fishes of the genus Hypostomus
Lcépeéde, 1803,(Siluriformes: Loricariidae) from Xingu river (Amazon region,
Brazil).Comparative cytogenetics, 4, 45.

PANSONATO-ALVES, José Carlos et al. Mapping five repetitive DNA classes in
sympatric species of Hypostomus (Teleostei: Siluriformes: Loricariidae): analysis of
chromosomal variability. Reviews in fish biology and fisheries, v. 23, n. 4, p. 477-489,
2013.

PINKEL, D.; STRAUME, T.; GRAY, J. W. Cytogenetic analysis using quantitative,
high-sensitivity, fluorescence hybridization. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the USA, v.83, p.2934-2938, 1986.

QUEIROZ, L. J. et al. (2020). Evolutionary units delimitation and continental
multilocus phylogeny of the hyperdiverse catfish genus Hypostomus. Molecular
Phylogenetics and Evolution, 145, 106711.

REIS, R. E.; KULLANDER, S. O.; FERRARIS-JR, C. J. Check list of the freshwater
fishes of South and Central America, Edipucrs, Porto Alegre, p. 742, 2003.

ROCHA-REIS, D. A. et al. The Persevering Cytotaxonomy: Discovery of a Unique
XX/XY Sex Chromosome System in Catfishes Suggests the Existence of a New,
Endemic and Rare Species. Cytogenetic and genome research, v. 156, n. 1, p. 45-55,
2018.

RUBERT, M.; da Rosa, R.; ZAWADZKI, C. H.; MARIOTTO, S.; MOREIRA-FILHO,
O.; GIULIANO-CAETANQO, L. (2016). Chromosome mapping of 18S ribosomal RNA
genes in eleven Hypostomus species (Siluriformes, Loricariidae): diversity analysis of
the sites. Zebrafish, /3(4), 360-368.

RUBERT, M. et al. Cytogenetic characterization of four species of the genus
Hypostomus Lacépede, 1803 (Siluriformes, Loricariidae) with comments on its
chromosomal diversity. Comparative Cytogenetics, v. 5, n. 5, p. 397, 2011.



458
459
460

461
462
463
464

465
466
467

468
469

470
471
472

473
474
475

75

RUBERT, M.; ZAWADZKI, C. H.; GIULIANO-CAETANO, L. (2008) Cytogenetic
characterization of Hypostomus nigromaculatus (Siluriformes: Loricariidae).
Neotropical Ichthyology 6: 93—100. doi: 10.1590/S1679-62252008000100011.

RUBERT, M. Estudos citogenéticos em diferentes populacoes de Hypostomus
(Loricariidae, Hypostominae). 2007. 136 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética e
Biologia Molecular), Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de
Londrina, Londrina,2007.

SCHWEIZER, D. Simultaneous fluorescent staining of R bands and specific
heterochromatic regions (DA-DAPI bands) in human chromosomes. Cytogenetic and
Genome Research, v. 27, n. 2-3, p. 190-193, 1980.

SUMNER, A. T. A simple technique for demonstrating centromeric heterochromatin.
Exp. Cell Res., v. 75, p. 304-306, 1972.

TRALDI, J. B. et al. Chromosomal diversity in Hypostomus (Siluriformes,
Loricariidae) with emphasis on physical mapping of 18S and 5S rDNA sites. Genetics
and Molecular Research, v. 12, n. 1, p. 463-471, 2013.

ZAWADZKI, C. H.; BIRINDELLI, J. L. O.; LIMA, F. C. T. 2008a. A new pale-spotted
species of Hypostomus Lacépede (Siluriformes: Loricariidae) from the rio Tocantins
and Xingu basins in central Brazil. Neotropical Ichthyology, 6: 395-402.



10
11

12
13

76

CAPITULO 2

CARACTERIZACAO CROMOSSOMICA DE UMA POPULACAO DE
Loricariichthys platymetopon (LORICARIIDAE, LORICARIINAE) DA REGIAO
URBANA DE LONDRINA, PARANA.
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Resumo

Os loricariineos compreendem a segunda maior subfamilia de peixes de agua doce da
familia Loricariidae. Aproximadamente 257 espécies sdo reconhecidas nesta subfamilia,
e podem ser encontradas na regido da Costa Rica, Panama e em toda a América do Sul.
Sdo caracterizadas pela presenca de pedunculo longo e deprimido e auséncia de
nadadeira adiposa. Com apenas 17 espécies de cascudos-chinelos validos, o género
Loricariichthys encontra-se amplamente distribuido nas bacias amazoOnicas até as
drenagens do sul; e, embora o diagnostico deste género seja facil, as espécies possuem
muitos conflitos taxonomicos pelo fato de serem muito semelhantes e a dificil
identificacdo torna este grupo alvo de erros por apresentarem alto grau de similaridade.
As similaridades das espécies sdo voltadas tanto para a morfologia externa quanto na
caracterizagdo cromossOmica, uma vez que os dados citogenéticos mostram uma
manuten¢do de nimero diploide de 2n=54 cromossomos para quase todas as espécies ja
cariotipadas com variagdes apenas na macroestrutura cromossomica. No presente
estudo, foi analisada uma populacdo de Loricariichthys platymetopon provenientes do
Lago Igapo, regido urbana de Londrina, pertencente a bacia do Alto Rio Parand. As
técnicas citogenéticas empregadas foram coloracdo por Giemsa e fluorocromos
CMA/DAPI, impregnacdo por nitrato de prata, bandeamento C e Hibridacdo in situ
fluorescente com DNAr 18S e 5S. Os exemplares de L. platymetopon exibiram 2n=54
cromossomos, com formula cariotipica de 8m+18sm+4st+24a. O bandeamento C
evidenciou heterocromatina em apenas um par de cromossomos correspondente com a
constricdo secundaria observada pela Giemsa. Sitios ricos em bases AT foram
encontrados em regides pericentroméricas e terminais de quase todo o conjunto
cromossdmico € uma marcagdo rica em bases CG pode ser evidenciado em apenas um
par de cromossomos. As regides organizadoras de nucléolos foram coincidentes com os
locais de DNAr 18S, estando presente na regido terminal do brago curto do par 14.
Neste mesmo par, houve uma condigdo sinténica entre as sondas de DNAr 18S e DNAr
5S, e um par submetacéntrico também exibiu sitios ribossémicos 5S. O par 14
subtelocéntrico ¢ considerado um par marcador espécie-especificos, visto que ele ¢
encontrado em todas as demais populagdes de L. platymetopon ja analisadas. A estrutura
cariotipica desta populagdo difere das demais populagdes estudadas, sugerindo que
essas variagdes estdo ocorrendo por meio de rearranjos cromossdmicos do tipo
inversoes pericéntricas.

Palavra-chaves: Loricariinae. Inversdes Cromossdmicas. Evolugdo cariotipica.
Loricariichthys.
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Introducio

Loricariidae, pertencentente a ordem Siluriformes, ¢ a mais especiosa familia
dentre todos os demais grupos de peixes neotropicais. Reconhecida popularmente como
cascudos, esta familia possui cerca de 1015 espécies validas (FRICKE et al., 2022).
Dividida em seis subfamilias (COVAIN et al., 2016; ROXO et al., 2019), a subfamilia
Loricariinae possui cerca de 257 espécies validas e aproximadamente 30 géneros
(FRICKE et al., 2022). Os loricariineos sdo representados por peixes de tamanho
pequeno a médio porte chamados de cascudos-chinelos, e se diferem dos demais por
apresentarem um pedunculo caudal longo e auséncia de nadadeira adiposa (FERRARIS,
2003; FERRARIS, 2007).

A monofilia filogenética mais recente da subfamilia Loricariinae proposta por
COVAIN et. al. (2016) e ROXO et. al. (2019) reavaliou e confirmou que ela ¢
subdividida em duas tribos: Harttiini e Loricariini. Dentro de Loricariini, o género
Loricariichthys (Bleeker, 1862), com apenas 17 espécies, ¢ um grupo com ampla
distribuicao na bacia amazonica, no sistema do Parana e nos rios costeiros dos Escudos
da Guiana e do Brasil. Embora seja facilmente diagnosticado devido a morfologia
externa, as espécies deste género sdo muito semelhantes e ocasiona na maioria das
vezes, erros de identificacdo devido ao alto grau de similaridade (FERRARIS, 2003).
Segundo Covain e Fish-Muller (2007), a falta do holotipo e da localidade tipo tem
levado este género a uma incerteza taxondmica, indicanda necessidade de uma revisao
mais ampla.

Ainda que escassos, os dados citogenéticos em Loricariichthys mostram uma
manuten¢do de 2n=54 cromossomos em Loricariichthys sp. (FENNOCHIO et al,
1990), L. anus (TAKAGUI et al., 2014, 2020) ¢ L. platymetopon (SCAVONE E JULIO

JR, 1995; TAKAGUI et al., 2014, 2020) entretanto, exemplares de 2n=56 cromossomos
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jé& foram relatados em L. s maculata (Fenocchio et al., 2003), assim como um sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW para uma populacao de L. platymetopon por SCAVONE
e JULIO-JR (1995). Embora o nimero diploide se mantenha conservado na maioria das
espécies analisadas, variagdes na estrutura cariotipica sdo constantes e pouca
heterocromatina ¢ encontrada, preferencialmente em regido pericentromérica sinténica
aos genes ribossomais e as NORs. O objetivo deste estudo foi caracterizar o cariotipo de
uma populagdo de Loricariichthys platymetopon, por meio de diferentes técnicas
citogenéticas e relacionar com os dados descritos na literatura, com o intuito de tentar
inferir hipdteses que estejam relacionadas na evolugdo cariotipica da espécie.

Materiais e Métodos
Espécimes e local de coleta

Um total de 34 exemplares de Loricariichthys platymetopon (15 machos e 19
fémeas) foram coletados no Ribeirdo Cambé¢, Afluente do Rio Tibagi, no municipio de
Londrina, Parana, Brasil. Todos os espécimes foram coletados com tarrafas com
autorizagdo do IBAMA-SISBIO n° 11399-1. Posteriormente, foram fixados,
identificados e depositados no acervo zoologico do Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Londrina (voucher MZUEL: 21108). A conduta experimental foi aprovada
pelo Comité de Etica no uso de animais da UEL, protocolo niimero 60/2017.

Obtenciao cromossomica, coloracio e bandeamentos

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de acordo com o protocolo de Bertollo
et al. (1978), que consiste na dissociacdo do tecido renal. As ldminas foram coradas
com Giemsa e as metafases fotografadas usadas para determinar o nimero diploide e
montagem do cariotipo, posteriormente os cromossomos foram medidos com o software
Easyldio e classificados em metacéntrico (m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico

(st) e acrocéntrico (a), de acordo com Levan et al. (1964). Os cariotipos foram
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organizados pelo programa Adobe Photoshop CS6. As regides organizadoras de
nucléolos foram detectadas por impregnacao com nitrato de prata, seguindo o protocolo
de Howell & Black (1980). A heterocromatina constitutiva foi detectada por
bandeamento-C proposto por Sumner (1972), com modificagdo na coloracdo, usando o
fluorocromo Iodeto de Propideo, conforme Lui ef al. (2012). Regides ricas em CG e AT
foram detectadas com fluorocromos CMA3 e DAPI, respectivamente, de acordo com o
protocolo descrito por Schweizer (1980).

Extracao de DNA

O DNA gendmico total de Loricariichthys platymetopon foi extraido a partir da
musculatura, empregando o protocolo baseado em fenol/cloroférmio proposto por
Almeida et al. (2001) e uma amostra foi utilizada para a preparacdo das sondas DNAr
18S e DNAr 5S.

Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

A hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com o
protocolo de Pinkel et al. (1986), com algumas adaptacdes. A sonda de DNAr 18S
obtida de L. platymetopon foi marcada com Digoxigenina e detectada com anti-
digoxigenin-thodamina (Roche) e a sonda de DNAr 5S marcada com Biotina e
detectada com biotinylated anti-avidin (Sigma-Aldrich). Os cromossomos foram
contracorados com o fluorocromo 4’,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, 2ug/ml) e
analisadas em um microscopio de epifluorescéncia (Leica DM2000), equipado com uma
camera digital. As imagens foram capturadas usando o Leica Application Suite versao

3.1.0. (Leica Microsystems).

Resultados

Loricariichthys platymetopon (Isbrucker & Nijssen, 1979) apresentou 2n=54
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cromossomos ¢ formula cariotipica de 8m+18sm+4st+24a, com uma constri¢ao
secunddria no brago curto do par 14 (Fig.la), e o bandeamento C revelou
heterocromatina neste mesmo par 14, coincidente com a constri¢ao (Fig.1b), assim
como a coloracdo com CMA3, configurando uma regido rica em bases GC (Fig. 2). A
coloragdao com fluorocromo DAPI revelou a presenga de regides ricas em AT em quase
todos os cromossomos, preferencialmente na regido pericentromérica e terminal
(CMA;3"/DAPIY) (Fig. 2). A impregnagdo pelo nitrato de prata foi coincidente com o
DNAr 18S, na qual revelaram marcacdo na regido do brago curto do cromossomo
subtelocéntrico (par 14), concidente com a constrigdo secundaria observada pela
Giemsa (Fig. 3 e box). J4 a sonda de DNAr 5S revelou quatro sitios, estando presente na
regido proximal do brago longo do par 8 submetacéntrico e na regido intersticial do

brago longo do par 14 (sinténico com o DNAr 18S) (Fig. 3).

M| AE RNRN xn a m| KW b
1 ) 3 4 1 2 3 4
s QW AABK AN JH BA KA Ko an ST B8 AR BB AR OA an
5 6 7 8 9 10 n 12 13 5 6 7 8 9 10 n V] 3
st KR AN st| MM BA
14 15 ] 15
on AN DA 08 AN DA N DD “ Ononae o~ BN MA
a 16 17 18 19 20 21 2 23 a 16 17 18 19 20 21 2
AD One ovmn 1vr 00 fe ne aa

24 %5 26 27 A 2% 2% 27

Fig. 1 — Cariotipos de L. platymetopon. Coloragdo com (a) Giemsa e (b) Banda C.
Observe a constricdo no par 14 (a) coincidente com a heterocromatina (b).
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Fig. 2 — Caridtipos de L. platymetopon coradas com dupla coloragdo DAPI (azul) e
CMA; (amarelo). Observe o par 14 com DAPI negativo e CMA positivo.

Fig. 3 — Cari6tipo de L. platymetopon com a double FISH com DNAr 18S (vermelho)
e DNATr 58S (verde). No box, par cromossomico 14 com NORs apds Impregnagdo com
Nitrato de Prata.
Discussao

Os estudos citogéticos disponiveis para o género Loricariichthys sdo escassos,
uma vez que das 17 espécies descritas, apenas 3 (ou 4) foram analisadas e, além de
apresentarem similaridades na morfologia externa (COVAIN & FISCH-MULLER,
2007), ha a existéncia de nuamero diploide igual para duas das trés espécies
cariotipadas, apresentando 2n=54 cromossomos em L. anus, L. platymetopon; onde

somente L. maculata exibiu nimero diploide de 2n=56 (FENNOCHIO et al., 2003). O

nimero diploide de 2n=54 manteve-se conservado na populacdo de L. platymetopon
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analisada neste estudo, diferindo das demais populagdes apenas em relagdo a estrutura
cariotipica. Enquanto em L. platymetopon do presente estudo a constitui¢do cariotipica
de 26m/sm+28st/a, Takagui et al. (2014) e Scavone e Julio-Jr (1995) encontraram uma
variacdo interpopulacional, sendo que a populacdo analisada mais recentemente por
Takagui et al. (2020) apresentava 10m—+16sm+28a para as duas populagdes. Assim
como Artoni e Bertollo (2001) sugerem que 2n=54 ¢ uma caracteristica ancestral em
Loricariidae ¢ que a ocorréncia desse nimero diploide em Loricariinae ¢ rara, sendo
encontrada em duas espécies de Rineloricaria ¢ em apenas espécies do género
Loricariichthys, poucas variacdes essas encontradas na macroestrutura cariotipica das
populagdes analisadas por Takagui ef al.. (2014) e Scavone e Julio-Jr (1995) e do
presente estudo deve-se a rearranjos cromossomicos do tipo inversdo pericéntrica, uma
vez que o numero diploide ndo sofreu alteragdes. Na tribo Loricariini, apenas a
populagdo de L. platymetopon observada por Scavone e Julio-Jr (1995) apresentou
sistema sexual ZZ/ZW até o momento, mostrando a diversificagdo na espécie.
Entretanto, quando comparado com os dados da tribo Harttiini, nota-se que Harttia
carvalhoi e Harttia punctata também apresentam sistema sexual do tipo multiplo
identificado (BLANCO et al., 2017; BLANCO et al., 2014; BLANCO et al., 2013).

As populagdes de L. platymetopon dos rios Jacutinga e Paranapanema analisadas
por Takagui et al. (2014) apresentaram heterocromatina preferencialmente em regides
pericentroméricas para L. anus, enquanto que a populacdo de L. platymetopon coletada
no Rio do Peixe, afluente direto do Alto Parand, analisado por Rodrigues (2010), as
regides heterocromaticas estiveram presentes também em regides pericentroméricas de
quase todo o complemento cromossdmico. Para Loricariidae, a distribui¢do e nimero de
regides heterocromaticas ¢ considerada varidvel (KAVALCO et al., 2004), em

Loricariinae a falta de grandes blocos heterocrométicos parece ser um carater ancestral
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nos peixes desta subfamilia (ZIEMNICZAK et al., 2012), padrdao este observado em
todas as espécies de Loricariichthys ja cariotipadas.

Loricariichthyts platymetopon € a espécie mais amplamente distribuido dentro
do género (FERRARIS, 2003), ocorrendo desde a bacia amazonica até as drenagnes do
sul. Mais ao sul, ocorre nas bacias dos rio Paraguai, Baixo rio Parana e Baixo e Médio
rio Uruguai. Considerando as populagdes de Loricariichthys platymetopon analisadas
por Takagui et al. (2014, 2020) do rio Jacutinga, pertencente a bacia do rio Parand e a
populagdo analisada no presente, aparentemente nao ha barreiras geograficas separando
as populacdes; sendo possivel inferir que estas populacdes estdo se adaptando e fica
notdrio que as diversificacdes entre ambas deve-se a rearranjos cromossdmicos que
estdo atuando no grupo, uma vez que ndo hd indicios de fluxo génico entre elas.

Este estudo traz os primeiros dados com fluorocromos CMA3 e DAPI no género
Loricariichthys. Entretanto, um padrdo semelhante a este ¢ corroborado com os dados
de Benitez et al.(2016) para Loricaria simillima, onde afirma que presenca de regides
ricas em CG ¢ esperado devido a riqueza de nucleotideos guanina e citosina na regido
da NOR em vertebrados.

Nas espécies de Loricariichthys analisadas até o momento, o fendtipo de NOR
simples e em posi¢do intersticial em Loricariinae € uma caracteristica plesiomorfica
(ZIEMNICZAK et al., 2012), pois ¢ um padrdo comum nas subfamilias mais basais de
Loricariidae, como em Neoplecostominae ¢ Hypoptopomatinae (ALVES et al., 2005).
RONs terminais unicas foram encontradas em Loricariichthys platymetopon,
posteriormente confirmada pela FISH com sonda de DNAr18S; e este padrao unico foi
descrito para quase todas as espécies de Loricariinae, todavia, excepcionalmente as
espécies de L. platymetopon provenientes dos rios Jacutinga e Paranapanema

(TAKAGUI et al. 2014) e do rio Miranda (TAKAGUI et al. 2020) assim como do
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presente estudo, os sitios de Ag-NORs e DNAr 18S estavam presentes no mesmo par de
cromossomo 14 subtelocéntrico, indicando que este seja um marcador espécie-
especifico para identificacao desta espécie.

Enquanto o DNAr 18S em Loricariichthys ¢ frequentemente detectado em
apenas um par cromossOmico, apenas duas populagdes de Loricariichthys
platymetopon, incluindo deste estudo, tiveram seus genes de DNAr 5S mapeados; a
populag¢do do rio Miranda apresentou sitios nos pares 9 e 14 (TAKAGUI et al., 2020
neste estudo a espécie apresentou nos pares 8 e 14. Além disso, ambos ainda
apresentaram uma condicdo sinténica no par 14 entre as sondas de DNArlI8S e
DNAT1S5S, confirmando este par como espécie especifico. A presenca de DNAr 5S
multiplos ¢ uma caracteristica comum para algumas espécies da tribo Loricariinae,
como em Sturisoma barbatum (TAKAGUI et al.; 2020), Rineloricaria capitonia, R.
stellata, R. pentamaculata (PRIMO et al.; 2017, 2018) e R. latirostris (PRIMO et al.;
2017, 2018; GLUGOSKI et al., 2018). Segundo Kavalco et al, (2004), essas variagdes
no namero e localizagdo do DNAr 5S podem ser resultados de dispersdo de elementos
transponiveis e fica evidente que o DNAr 5S ¢ um excelente marcador citotaxdmico
para estudo de populagdes.

Desta forma, analisando a populag¢do de Loricariichthys platymetopon do rio
Jacutinga (TAKAGUI et al., 2020) e a do presente estudo, concluimos este trabalho
propondo duas possiveis hipoteses para a diversificagdo cromossdmica desta espécie: a
primeira hipotese corrobora com os dados da literatura de que a existéncia de rearranjos
do tipo inversdes pericéntricas marcaram a variacdo cariotipica desta espécie assim
como nas demais da subfamilia; e a segunda seria que estas espécies estdo evoluindo
dentro de seus proprios sistemas hidrograficos, acumulando diferencas apenas na

estrutura cromossdmica, uma vez que o niumero diploide permanece constante.
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