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APRESENTACAO

Essa tese é composta de dois artigos cientificos, que foram elaborados através de
estudos citogenéticos em espécies de Hypostomus, e abordam os resultados obtidos para
Hypostomus ancistroides, Hypostomus cf. topavae, e Hypostomus aff. hermanni
coletados no rio Keller (bacia do Rio Ivai), com uma andlise da diversidade cariotipica
no género Hypostomus e para trés populagdes de Hypostomus paulinus em dois
afluentes da bacia do rio Ivai — rio Keller e rio Mourdo e um afluente da bacia do rio
Pirap6 - ribeirdo Atlantico, com uma analise comparativa da diversidade cariotipica
microestrutural destas populagdes.

Capitulo | — Caracterizacdo Citogenética de trés espécies de Hypostomus Lacépéde,
1803 (Siluriformes - Loricariidae) do rio Keller - bacia do rio Ivai — Parana: uma

contribuicdo a variabilidade cariotipica do género

Este trabalho serd submetido ao periodico ZebraFish e esta formatado nas normas deste

periddico.

Capitulo Il — Citogenética comparativa de populaces de Hypostomus paulinus Ihering

1905 (Siluriformes: Loricaridae): uma contribuicdo citotaxondmica para a espécie.

Este trabalho serd submetido ao periodico Reviews in Fish Biology and Fisheries e esta

formatado nas normas deste periddico



RESUMO GERAL

O género Hypostomus Lacépéde, 1803, é composto por peixes de pequeno a grande
porte, conhecidos popularmente como cascudos. Devido & grande similaridade
morfologica entre as espécies de Hypostomus, ha uma dificuldade na definicdo do status
taxonémico destas e as andlises citogenéticas tém contribuido de forma significativa
como ferramenta citotaxonémica para o grupo. Hypostomus caracteriza-se pela grande
variacdo no numero diploide (54 a 84 cromossomos) apresentando diversas formulas
cariotipicas, indicando uma evolucdo divergente. Portanto, este estudo teve como
objetivo analisar citogeneticamente diferentes espécies de Hypostomus coletados em
rios afluentes da bacia do alto rio Parand, PR, para obter informacdes citogenéticas que
contribuam com a taxonomia deste grupo, bem como acrescentar dados para inferéncias
sobre a sua evolucdo cariotipica. No rio Keller (afluente da bacia do Rio Ivai, PR) foram
analisadas — H. ancistroides, Hypostomus cf. topavae e Hypostomus aff. hermanni.
Além dessas, trés populacBes de Hypostomus paulinus coletadas nos rios Keller e
Mourdo (afluentes do rio Ivai) e ribeirdo Atlantico (afluente do rio Pirapd, PR). As
espécies foram submetidas as analises por coloracdo com Giemsa, impregnacao por
nitrato de prata, bandeamento C e Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH) com sonda
de DNA ribossomico (rDNA) 18S e 5S. H. ancistroides apresentou 2n=68
cromossomos e formula 16m+12sm+22st+18a, NF=118 para machos e
16m+13sm+22st+17a, com NF=119 para fémeas, caracterizando um sistema
cromossdmico de determinacdo do sexo do tipo ZZ/ZW. Esta espécie apresentou um
sistema de Regido Organizadora de Nucléolo (NORs) mudltiplas (3 pares
cromossomicos) detectado pelo nitrato de prata (Ag-NOR) e sonda de rDNA 18S. A
heterocromatina foi evidenciada em regido pericentromérica da maioria dos
cromossomos e nas regides de NORs. Foram observados blocos em ambas as
terminagdes no par 14 e bloco terminal no brago longo do par 31. FISH com sonda de
DNAr 5S revelou sitios maltiplos (2 pares cromossdmicos) localizados nas posicoes
intersticiais e terminais. Hypostomus cf. topavae mostrou 2n=80 cromossomos sendo
14m+30sm+18st+18a e NF=142, em ambos 0s sexos. Esta espécie apresentou NORs
multiplas (3 pares cromossémicos) detectadas por impregnacdo por prata e sonda
rDNA18S. A heterocromatina foi evidenciada em regides pericentroméricas de varios
cromossomos, nas regides de NORs e blocos terminais nos bragos curtos dos pares 7, e
15 e no brago longo do par 18. FISH com sonda de DNAr 5S revelou sitios multiplos (2



pares cromossdmicos) localizados em posicGes intersticiais e terminais. Para
Hypostomus aff. hermanni foi observado 2n=72 com 12m+22sm+18st+20a e NF=124,
em ambos 0s sexos. Esta espécie apresentou também um sistema de NORs mudltiplas
(Ag-NORs e FISH 18S) envolvendo 3 pares de cromossomos. A heterocromatina foi
evidenciada na regido pericentromérica da maioria dos cromossomos, nos pares Ag-
NORs, além de blocos grandes nos bragos curtos dos pares 1 e 4 e uma marcacao
terminal no brago longo do par 23. FISH com sonda de DNAr 5S revelou uma marcagao
intersticial em apenas um par de cromossomos metacéntricos. Numeros diploides
elevados, NORs multiplas e extensos blocos de heterocromatina em alguns
cromossomos corroboram a hipétese de cariétipos derivados dentro de Loricariidae.
Além disso, as formulas cariotipicas descritas para H. ancistroides, Hypostomus cf.
topavae e Hypostomus aff. hermanni, diferem das outras populacdes disponiveis em
literatura, principalmente pelo fato inédito de um sistema cromossémico sexual ZZ/ZW
para H. ancistroides. Os individuos de H. paulinus das trés populacbes analisadas
apresentaram 2n=76 cromossomos e formula cariotipica de 10m+14sm+24st+28a,
NF=124 em ambos os sexos. Entretanto, os cariétipos das populacdes diferem quanto ao
namero de cromossomos nucleolares (Ag-NORs), localizactes de sitios rDNA 5S e na
distribuicdo de heterocromatina constitutiva. As populacdes dos rios Keller e Mouréo
apresentaram 0s mesmos pares de cromossomos nucleolares, 9, 20 e 28, enquanto que a
populacdo do ribeirdo Atlantico apresentou apenas um par de cromossomos (par 9),
cujas marcacBes por impregnacdo pela prata foram confirmadas pelo FISH18S. A
distribuicho de heterocromatina constitutiva foi evidenciada nas regides
pericentromérica e terminal na maioria dos cromossomos da populacéo do rio Keller e
em menor quantidade nas populacdes do rio Mourdo e ribeirdo Atlantico e ainda,
coincidente com os pares Ag-NORs nas trés populagdes. Entretanto cada populacéo
destacou-se pela distingdo de blocos heterocromaticos. Na populacdo do rio Keller
destacam-se os pares 1, 12, 16, 23 com marcacfes em toda extensdo do brago curto e do
braco longo do par 25 (maior acrocéntrico) e ainda marcagdo em ambas terminagdes do
par 22 com braco curto heteromarcado; e o par 35 com blocos teloméricos no braco
longo. Na populacdo do rio Mourdo destaca-se um grande bloco intersticial do brago
longo do par 29 e na populacdo do ribeirdo Atlantico destacam-se blocos
heterocromaticos no braco curto do par 5, um bloco intersticial no braco longo do par
16 e blocos telomeéricos nos bragos longos dos pares 20 e 22. Com rela¢do ao nimero e
distribuicdo dos sitios de DNAr 5S houve também variacdo entre as populagdes, no
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entanto, as trés populacGes apresentaram em comum um par de metacéntricos
portadores de sitios 5S intersticial. Enquanto na populagdo do ribeirdo Atlantico
observou-se apenas o par de metacéntrico portador do sitio rDNA 5S, sitios adicionais
foram localizados nos bragos curtos de dois pares submetacéntricos e dois pares
subtelocéntricos nas populacdes dos rios Keller e Mourdo. Portanto, os dados
cromossOmicos obtidos para as trés populacbes de H. paulinus caracterizam um
polimorfismo de heterocromatina e de NORs, permitindo uma diferenciagdo na
microestrutura cariotipica sugerindo eventos de rearranjos ndo-Robertsonianos
determinando os eventos de evolucdo cariotipica deste género. Em resumo, os dados
obtidos no presente corroboram a diversidade cariotipica no género Hypostomus,
contribuindo com informacgGes significativas reforcando a hipotese de que a espécie H.
ancistroides seja um complexo de espécies e que as trés populacbes de H. paulinus
estdo sofrendo um processo de evolucdo cariotipica, envolvendo dispersdo de

heterocromatina e regides organizadoras de nucléolo.

Palavra Chave: Hypostomus, evolucdo cariotipica, diversidade cariotipica



GENERAL ABSTRACT

The genus Hypostomus Lacépede, 1803, is composed of small fishes to large popularly
known as catfishes. Due to the hight morphological similarities among the species of
Hypostomus, there is difficulty in the taxonomic status of the definition of these, the
cytogenetic analysis have contributed significantly as a cytotaxonomic tool to the group.
Hypostomus is characterized by a wide variation in the diploid number (54-84
chromosomes) having different karyotype formulas, indicating divergent evolution for
this group. Therefore, this study aimed to analyze cytogenetically different species of
Hypostomus collected in two tributaries of upper Parana river basin to obtain species-
specifics possible characters, contributing this way to the taxonomy of this group, as
well as adding data to inferences about their karyotype evolution. In Keller river
(tributary of Ivai river basin) were analyzed - H .ancistroides, Hypostomus cf. topavae,
and Hypostomus aff hermanni. In addition to these species, three populations of
Hypostomus paulinus were collected in Mourdo and Keller rivers (tributary of Ivai
river) and Atlantic stream (tributary of Pirapo river). The species were submitted to
conventional analysis as Giemsa coloration, impregnation by silver nitrate, C-banding
and molecular cytogenetically technique of Double FISH with rDNA 18S and 5S
probes. H. ancistroides observed 2n = 68 chromosomes with 16m+12sm+22st+18a,
FN=118 for males and 16m+13sm+22st+17a, with FN = 119 for females, featuring a
chromosome system of sex determination of the type ZZ / ZW. This species presented a
multiple NORs (three chromosome pairs) system detected by silver nitrate (Ag-NORS)
and rDNA 18S probe. The heterochromatin was found in pericentromeric region of
most chromosomes, in NORs regions and bitelomerics blocks on short arms of pair 14,
and telomeric on long arm of pair 31, not marked in sexual pairs. FISH with rDNA 18S
probe revealed multiple sites (2 chromosome pairs) located in interstitial and telomeric
position. Hypostomus cf. topavae showed 2n=80 chromosomes being
14m+30sm+18st+la in both genders. This specie showed multiple NORs (3
chromosome pair) detected by silver nitrate and rDNA 18S. The heterochromatin was
found in pericentrometrics region of many chromosomes, in NORs regions and in
telomerics blocks on short arm of pairs 7 and 15 and telomerics blocks of long arm of
pair 18. FISH with rDNA 5S probe showed multiple sites (2 chromosomes pairs)
located in interstitial and telomerics positions. For Hypostomus aff. hermanni was
found a diploid number of 2n=72, with 12m+22sm+18st+20a and FN=124 without



chromosome differentiation between the genders. One multiple NOR system (Ag-NORs
and FISH 18S) involving three pairs of chromosome was found too. The
heterochromatin was observed in pericentromeric region of most chromosomes, in pairs
Ag-NORs, in telomerics blocks of short arm of pairs 1 and 4, large blocks telomeric
marking the long arm of pair 23. FISH with rDNA 5S showed an interstitial marking in
just a pair of metacentric chromosomes. High diploid numbers, multiple NORs and
extensive blocks of heterochromatin in some chromosomes reaffirm the hypothesis of
derived karyotypes within Locariidae. Furthermore, the karyotype formulas described
for H. ancistroides, Hypostomus cf. topavae and Hypostomus aff. hemanni, differ from
other populations found in literature, especially the unprecedented fact of a sexual
chromosome system ZZ\ZW for H. ancistroides. The individuals of H. paulinus of three
analyzed populations showed diploid number of 76 chromosomes, with the karyotype
formula of 10m+14sm+24ST+28a, FN=124 and without chromosome differentiation
between the genders. However, the karyotypes of the populations differ in the number
of nucleolar chromosomes (Ag-NORs) localizations of rDNA 5S sites and distribution
of constitutive heterochromatin. The populations of Keller and Mour&o rivers showed
the three pairs of nucleolar chromosomes, 9, 20 and 28 while Atlantic stream population
showed just one pair of chromosomes (pair 9) whose markings by silver impregnation
were confirmed by FISH 18S. The distribution of constitutive heterochromatin was
evidenciated in pericentrometrics and telomerics regions in most of chromosomes of
Keller river population and fewer in of Mourao river and Atlantic stream and coincides
with the Ag-NORs pairs in the three populations. However each population detached by
the presence of large heterochromatic blocks. In the Keller river population standed out
pairs 1, 12, 16, 23 with markings all along the short arm, the long arm of pair 25
(biggest acrocentric) and a bitelomeric marking the pair 22 heteromarking short arm;
and the pair and 35 with telomerics blocks on long arm. In the population of Mouréo
river stands out a large interstitial block of long arm of pair 29 and in the Atlantic
stream population stands out heterochromatic blocks on short arm of pair 5, an
interstitial block in the long arm of pair 16 and telomeric blocks in the long arm of pairs
20 and 22. Regarding the number and distribution of 5S rDNA sites there were also
variation between populations, however, the three populations had in common a pair of
metacentric carriers of interstitial 5S sites. Whereas the population of the Atlantic
stream there was only the pair of metacentric carrier 5S site, additional sites were
located on the short arms of two submetacentrics pairs and two subtelocentric pairs in
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populations of Keller and Mourdo rivers. Therefore chromosome data obtained for the
three populations of H. paulinus featuring a polymorphism of heterochromatin and
NORs, allowing differentiation in karyotype microstructure suggesting new
evolutionary trends for this species. In summary, the data obtained in the present
corroborate the karyotype diversity in the Hypostomus genus, contributing significantly
with information supporting the hypothesis that H. ancistroides is a species complex
and that the three populations of H. paulinus are suffering a process of karyotype

evolution involving dispersion of heterochromatin and nucleolar organizing regions.

Key Word: Hypostomus, karyotype evolution, diversity karyotype
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RESUMO

Hypostomus é um dos géneros mais especiosos da familia Loricariidae, com
aproximadamente 130 descritas, sendo amplamente encontrados nos rios neotropicais.
Apresentam uma ampla diversidade quanto ao padréo de cores e morfologia, sendo a
analise citogenética uma ferramenta importante para fornecer subsidios aos estudos
taxonémicos e sistematicos do género. Neste estudo foram analisadas trés espécies de
Hypostomus: H. ancistroides, Hypostomus cf. topavae e Hypostomus aff. hermanni,
coletados no rio Keller, afluente do rio Ivai, da bacia do alto rio Parana (PR), os quais
foram submetidos a analise citogenética através de técnicas de coloracdo com Giemsa,
impregnacdo por nitrato de prata, bandeamento C e pelo FISH (Hibridizacdo
fluorescente in situ) com sondas de rDNA 18S e 5S. O numero diploide observado foi
de 68 cromossomos para H. ancistroides com 16m+12sm+22st+18a, NF=118 para
machos e 16m+13sm+22st+17a, NF=119 para fémeas; 80 cromossomos para
Hypostomus cf. topavae com 14m+30sm+18st+18a e NF=142, sem diferenciacdo
cromossOmica entre 0s sexos; e 72 cromossomos para Hypostomus aff. hermanni com
12m+22sm+18st+20a, NF=124, sem diferenciacdo cromossdmica entre 0s sexos. Foram
observados trés pares de cromossomo portadores de Regides Organizadoras de
Nucléolos (NORs) para as trés espécies, porém em pares de cromossomos distintos em
cada espécie, sendo a maioria localizada em posicdo terminal de bracos curtos de
cromossomos submetacéntricos. Nas trés espécies as marcagdes Ag-NORs foram
coincidentes com as hibridiza¢cbes com sondas de rDNA 18S. A heterocromatina foi
observada em posicdo pericentromérica e na regido de NORs nas trés espécies, sendo

evidenciado em H. ancistroides marcagdo bitelomérica no par 14, telomérica no braco
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longo do par 31, em Hypostomus cf. topavae destacam os pares 7 e 15 com blocos
grandes teloméricos nos bracos curtos e o par 18 que além da regido de NOR apresentou
com marcacdo telomérica no brago longo e em Hypostomus aff. hermanni blocos
grandes teloméricos nos bracos curtos dos pares 1 e 4 e uma marcagdo telomérica no
braco longo do par 23. FISH com sonda rDNA 5S evidenciou sitio intersticial em um
par de cromossomos metacéntricos recorrente nas trés espécies. No entanto, em H.
ancistroides e Hypostomus cf. topavae, além deste par, foi detectado marcacdo
telomérica no braco curto de um par de cromossomos submetacéntricos enquanto que
Hypostomus aff. hermanni apresentou sitios de rDNA 5S somente no par de
metacéntricos. Estas trés espécies apresentaram o mesmo numero diploide de outras
populacbes ja analisadas citogeneticamente, porém com variagcbes microestruturais em
seus cariotipos, e H. ancistroides apresentando a diferenciacdo cromossémica em par
sexual ZZ/ZW, diferente de todas as populacGes ja analisadas. Estes dados reforcam a
hipotese de que H. ancistroides formam um complexo de espécies e evidenciam que
diversos rearranjos cromossdmicos estdo atuando na evolucéo cariotipica do género

Hypostomus.

Palavras chaves: Hypostomus, evolucgdo cariotipica, sitios rDNA 5S e 18S.
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ABSTRACT

The Hypostomus genus is one of the richest in species in the family Locariidae,
comprising over 130 species reported, widely found in Neotropical rivers and have a
wide diversity of color patter and morphology. The cytogenetic analysis is an important
tool to provide subsidies to taxonomic systematic studies in the genus. This study
analyzed three species of Hypostomus: H. ancistroides, Hypostomus cf. topavae and
Hypostomus aff. hermanni, collected in Keller river, tributary of Ivai river of upper
Parand river basin, which were submitted to cytogenetic analysis by staining techniques
with Giemsa, silver nitrate impregnation, C-banding and FISH (Fluorescent in situ
hybridization) with rDNA 18S and 5S probes. There was observed 68 diploid
chromosomes number for H. ancistroides with karyotype formula of
16m+12sm+22st+18a with NF=118 for males and 16m+13sm+22st+17a with FN=119
for females; 80 chromosomes for Hypostomus cf. topavae with karyotype formula of
14m+30sm+18st+18a and FN=140 with no differentiation between genders and 72
chromosomes for Hypostomus aff. hermanni with karyotype formula of
12m+22sm+18st+20a and FN=124, with no differentiation between genders. Three
pairs of chromosomes, which have a Nucleolar Organizer Regions (NORs) for the three
species were observed, but in different chromosomes pairs, most of them was located in
terminal position of short arms of submetacentric chromosomes. In all species the Ag-
NORs markings coincided with those hybridization with rDNA 18S probe. The
heterochromatin was observed in centrometric position and at the NORs area in the
three species. In addition, it was evidenciaded in H. ancistroides bitelomeric marking on
the of pair 14 and telomeric on the long arm of pair 31. For Hypostomus cf. topavae is
distinguished the pairs 7 and 15 standed out with large telomerics blocks in the short
arm and the pair 18 which beyond the NORs area showed telomeric marking on long
arm. For Hypostomus aff. hermanni was observed large blocks on the short arms of
pairs 1 and 4, and telomeric marking on long arm of pair 23. The rDNA 5S FISH
evidenciated an interstitial site on a pair of metacentric chromosomes, recurrent in the
three species. However in H. ancistroides and Hypostomus cf. topavae beyond this pair
was detected telomeric marking on the short arm of a submetacentric pair of
chromosome while Hypostomus aff. hermanni showed sites of rDNA 5S only in
metacentric pairs. These three species showed the same diploid number as the others

analyzed populations but with microstructural variations in their karyotypes, and H.
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ancistroides showing chrmossomic differentiation in sexual pair ZZ\ZW different of all
analyzed populations. These information reinforce the hypothesis of H. ancistroides
form a complex of species and evidenciate that many chromosome rearrangements are

acting in karyotype evolution of Hypostomus genus.

Keys Words: Hypostomus, Karyotype evolution, 18S and 5S rDNA sites.
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INTRODUCAO

A familia Loricariidae possui 0 segundo maior numero de espécies entre 0s
teleosteos, com aproximadamente 683 espécies distribuidas na regido Neotropical,*
apresentando uma ampla diversidade fenotipica intraespecifica, e similaridade
interespecifica que muitas vezes dificulta a sisteméatica. Uma de suas subfamilias mais
especiosa € Hypostominae, composta por 60 géneros,? entre eles Hypostomus, que
apresenta 0 maior nimero de espécies, com 132 espécies descritas.® A sistematica de
Hypostomus na bacia do rio Parand ¢ um assunto bastante complexo* e, o género
necessita de uma criteriosa revisdo, antes que se possa identificar as espécies com
seguranca.’

Loricariidae é um grupo muito diversificado do ponto de vista citogenético, com
variagdo no nimero dipléide de 36 cromossomos para Rineloricaria latirostris® a 96
cromossomos para Upsilodus sp.’ Esta variagdo no nimero dipléide é acompanhada por
uma ampla variacdo na formula cariotipicas, sugerindo uma evolucdo cariotipica
divergente.2 O nimero cromossdmico basal para a familia Loricariidae foi sugerido
como 2n=54 cromossomos, uma vez que este valor foi observado em espécies dos
géneros da subfamilia Neoplecostominae,® a qual é considerada basal sob o ponto de
vista taxondmico baseada em dados morfoldgicos.? Entretanto as espécies pertencentes a
Hypostomus, estudadas citogenéticamente mostram numeros dipldides superiores a 54
cromossomos, com variacdo no numero dipléide de 54 cromossomos para H.
plecostomus® a 84 cromossomos para uma espécie citada como Hypostomus sp. 210 e
atualmente nominada Hypostomus perdido.® Esta informagdo é questionada, pois 0s
individuos identificados H. plecostomus neste estudo® podem ser um caso de erro de
identificacdo e poderiam pertencer a outro género de Loricariidae. Assim, 2n=64
cromossomos de H. cochliodon'! deveria ser considerado o menor valor encontrado em
Hypostomus e a amplitude cariotipica seria de 2n= 64 a 84 cromossomos. Neste género
o numero diploide mais freqiiente é 2n= 72'? e espécies com maior nimero de
cromossomos apresentam maior proporcdo de cromossomos subtelo/acrocéntricos em
relacdo a cromossomos meta/submetacéntricos que aquelas com numero diploide
menor. Esta ocorréncia pode ser explicada por rearranjos Robertsonianos (fusdo/fissao
céntricas) envolvidos na evolucdo cariotipica, e desta forma, este género, apresenta uma

posicdo derivada dentro de Loricariidae.'®®
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Ocorréncia de mecanismo cromossémico de determinacdo do sexo entre 0s
Loricariidae apresenta-se bastante variavel, podendo ser encontrados sistemas simples e
multiplos, no entanto ndo é muito comum em Hypostominae. Em relacdo a Hypostomus
foram observados sistema de cromossomos sexuais simples do tipo XX/XY para H.
paulinus, H. ancistroides** e H. cochliodon'! e ZZ/ZW para Hypostomus sp G*° e para
H. albopunctatus.®

A diversidade cromossdmica também é observada no padréo de distribuicdo
de heterocromatina constitutiva, no numero e posicdo da NOR, caracterizando
assim, um grupo com evolucdo cromossdémica divergente, tanto ao nivel macro
como microestrutural.®

Com relagcdo a distribuicdo da heterocromatina constitutiva, foram
propostos dois padrdes de distribuicdo da heterocromatina constitutiva para
subfamilia Hypostominae, que normalmente apresenta-se em pouca quantidade.
Um grupo apresenta pouca heterocromatina localizada preferencialmente na
regido centromérica e /ou telomérica de cromossomos do tipo
meta/submetacéntricos, enquanto em outro existe a ocorréncia de blocos
heterocromaticos em  cromossomos do  tipo  subtelo/acrocéntricos,
preferencialmente em posicéo intersticial ou na regido telomérica.®

Hypostomus apresenta diversidade na distribuicdo das NORs, apresentando
sistema de NORs simples e multiplas. A presenca de AgNORs simples localizada em
posicdo terminal de cromossomos é uma caracteristica basal para Loricariidade, uma
vez que este carater é frequente nos exemplares de Neoplecostominae, a qual é
considerada basal no clado Loricariidae.!” No entanto, a condi¢do mais frequente em
Hypostomus é a ocorréncia de sistema multiplo de AGNOR. '8

Analise de citogenética molecular, como mapeamento fisico de genes
ribossomais, foi realizada, até 0 momento, apenas para um pequeno nimero de espécies
de Hypostomus?® 20.21.22.23 ¢ |ocalizagBes multiplas para estes sitios é a condi¢io mais
freqlente.

Apesar de Loricariidae apresentar cerca de 212 espécies ja estudadas
citogenéticamente,?* este nimero ainda é pequeno face a grande quantidade de 684
especies que integram esta familia e considerando a dificuldade de identificacdo e
estabelecimento de relac6es filogenéticas devido a diversidade morfologicas, as analises
citogenéticas se tornaram ferramentas Uteis nas analise deste grupos de peixes. Desta

forma o presente trabalho teve como objetivo uma andlise citogenética de trés espécies
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de Hypostomus, que ocorrem em pequenos rios do estado do Parand, pertencentes a
bacia do alto rio Parang, a fim de contribuir como uma ferramenta citotaxonémica para
a sistematica deste grupo, bem como fornecer dados, através de diferentes
bandeamentos cromossdmicos, que constituam evidéncias de possiveis rearranjos

cromossémicos, que vém contribuindo para a evolucéo cariotipica do grupo.
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MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foram analisadas trés espécies de Hypostomus do rio Keller, bacia
do rio Ivai (Fig. 01): H. ancistroides — 25 individuos (12 fémeas e 13 machos) (Fig. 02
a) Hypostomus cf. topavae - 12 individuos (5 fémeas e 7 machos) (Fig. 02 b) e
Hypostomus aff. hermanni - 36 individuos (14 machos e 22 fémeas) (Fig. 02 c)

Os cromossomos metafasicos foram obtidos a partir de células retiradas do rim e
processadas de acordo com a metodologia de suspensdo celular.® As regides
organizadoras do nucléolo (NORs) foram detectadas pelo método de impregnagdo por
nitrato de prata,?® para a analise do padrdo de distribuicdo da heterocromatina
constitutiva foi utilizada a técnica de bandamento C?’ usando coloragio com lodeto de
Propidio.?® A hibridizagdo in situ fluorescente (Double FISH) foi realizada com sondas
de rDNA 18S de Prochilodus argenteus®® e de rDNA 5S de Leporinus elongatus®
usando a técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH).313233 Os cromossomos

foram identificados de acordo com os critérios de relagdo de bragos (RB).>*

Figura 01 — mapa hidrografico da bacia do alto rio Parana evidenciando o local

de coleta das trés espécies.
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Figura 02 — Hypostomus ancistroides (a), Hypostomus cf. topavae (b) e

Hypostomus aff. hermanni (c).
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RESULTADOS

Hypostomus ancistroides (Ihering, 1911)

Esta espécie apresentou numero diploide de 68 cromossomos, com férmula
cariotipica de 16m+13sm+22st+17a, NF=119 para fémeas (Fig. 03 a) e
16m+12sm+22st+18a, NF=118 para machos (Fig. 03 b). A diferenca cromossémica
entre 0s sexos se deve a presenca de um par de cromossomos heteromorficos composto
pelo maior acrocéntrico e um submetacéntrico nas fémeas, enquanto que nos machos
este par € constituido por dois acrocéntricos, 0 maior par de acrocéntricos, par 26 (Fig.
03 a e b). Foi detectado um sistema de NORs multiplas, localizadas nos bragos curtos
dos pares 7 (metacéntrico), 9 (submetacéntrico) e 15 (subtelocéntrico) (Fig. 03 a). Estas
posicdes dos sitios Ag-NOR foram coincidentes com a marcacdo de sonda rDNA 18S
(Fig. 05 a). Detectou-se a presenca de heterocromatina na regido pericentromérica da
maioria dos cromossomos, nas regides marcadas pelo nitrato de prata, blocos
biteloméricos no par 14, e telomérico no braco longo do par 31. N&o houve marcacdo de
heterocromatina nos pares sexuais pelas técnicas utilizadas (Fig. 04 a e b). A sonda
rDNA 5S detectou marcacdes em posicdo intersticial de um par de cromossomos
metacéntricos e telomérica no braco curto de um par de cromossomos submetacéntricos
(Fig.05 a)

Hypostomus cf. topavae (Godoy, 1969)

Esta espécie apresentou numero diploide de 80 cromossomos, com férmula
cariotipica de 14m+30sm+18st+18a e NF=142, sem diferenciacdo cromossdmica entre
0s sexos. (Fig. 03 c). As NORs foram evidenciadas em trés pares de cromossomos, em
posicdo telomérica no brago curto dos pares 13 e 18 (submetacéntricos) e em posicdo
telomérica do braco longo do par 35 (acrocéntricos) (Fig. 03 c). Estas regibes foram
coincidentes com as marcagdes de sonda rDNA 18S (Fig. 05 b). A heterocromatina foi
localizada em regides pericentroméricas de varios cromossomos e nas regides de NOR,
destacando-se os pares 7 e 15 com blocos grandes teloméricos nos bragos curtos e o par
18 que além da regido de NOR apresentou marcagédo telomérica no brago longo (Fig. 04
c). A sonda rDNA 5S detectou marcagdes em posicdo intersticial de um par de
cromossomos metacéntricos, telomérica no brago curtos um par de cromossomos

submetacéntricos (Fig. 05 b).
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Hypostomus aff. hermanni (Ihering, 1905)

Esta espécie apresentou nimero diploide de 72 cromossomos, com formula
cariotipica de 12m+22sm+18st+20a, NF=124, sem diferenciacdo cromossdmica entre 0s
sexos. (Fig. 03 d). Foi observado sistema de NORs multiplas, encontradas em posicao
telomérica no braco curto dos pares 16 (submetacéntrico), 22 (subtelocéntrico) e
telomérica no braco longo do par 29 (acrocéntrico) (Fig. 03 d). Estas posicdes dos sitios
Ag-NOR foram coincidentes com a marcagdo de sonda rDNA 18S (Fig. 05 c). Foi
evidenciado heterocromatina na regido pericentromérica da maioria dos cromossomos,
nas regides marcadas pelo nitrato de prata, além de blocos grandes nos bracos curtos
dos pares 1 e 4 e uma marcacdo telomérica no braco longo do par 23 (Fig.04 d). A
sonda rDNA 5S demonstrou uma marca¢do intersticial em um Unico par de

cromossomos metacéntricos. (Fig. 05 c).
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Fig. 05 — Double FISH com sondas de rDNA 18S (verde) e rDNA 5S (vermelho)
de (a) Hypostomus ancistroides, (b) Hypostomus cf. topavae e (c) Hypostomu aff.

hermanni.
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DISCUSSAO

A anélise cariotipica das trés espécies de Hypostomus mostrou uma
diversidade em numero diploide e formula cariotipica consistente com dados prévios
sobre a variabilidade cromossomica existente neste género e uma ocorréncia de par
sexual ZZ/ZW inédita para H. ancistroides. Todas as espécies apresentaram alta
frequéncia de cromossomos subtelo/acrocéntricos em relagdo a cromossomos
meta/submetacéntricos (58,82% em H. ancistroides, 45% para Hypostomus cf. topavae
e 55,55% em Hypostomus aff. hermanni).

Segundo revisdo de dados citogenéticos,’? o nimero dipldide em Hypostomus
varia de 64 cromossomos para H. cochliodon® a 84 cromossomos para H. perdido®
(citado como Hypostomus sp — rio Perdido*®) com uma alta frequéncia de cromossomos
subtelo/acrocéntrico em relacdo a cromossomos meta/submetacéntricos, variando de
24,32% em H. aurogunttatus (citada como H. luetkeni)®® a 83,78% em H. strigaticeps.!*
Até o momento, entre as espécies de Hypostomus analisadas do ponto de vista
citogenético, incluindo as do presente trabalho, apenas H. aurogunttatus®® apresentou
frequéncia de subtelo/acrocéntrico em relacdo a meta/submetacéntrico abaixo de 40%.
Estes dados reforcam a hipdtese de que, espécies com alto nimero dipléide apresentam
alto niamero de cromossomos subtelo/acrocéntrico e propdem que rearranjos de fisséo
céntricas tém representado parte importante na evolucéo do género.'* 8

Enquanto as variacGes interespecificas ocorrem ao nivel no nimero dipldide, as
intraespecificas ou interpopulacionais tém sido detectadas com maior frequéncia ao
nivel formulas cariotipicas nas espécies analisadas. Numero dipldide constante e
diversificacdo na formula cariotipica foram observados em outras populacdes das
espécies analisadas neste trabalho, H. ancistroides,*?1® 2022 36. 37 1 topavae,'? % H.
hermanni*® e também para outras espécies ndo abordadas neste trabalho, H.
albopunctatus, 183940 4 nigromaculatus,** H. regani®® 20:36.37.38 ¢ H_strigaticeps.'®
20, 31, 42 Estas ocorréncias sugerem que o género apresenta evolugdo cariotipica
divergente, pois além de rearranjos Robertsonianos promovendo alteracdo no nimero
cromossémico, rearranjos ndo-robertsonianos estariam alterando a formula cariotipica
entre populagBes de uma mesma espécies. Da mesma maneira que as espécies deste
género apresentam uma variabilidade morfolégica, ha uma diversidade cariotipica

intraespecifica nas diversas populagdes, caracterizando grupos de individuos com

24



relacbes morfoldgicas e cariotipicas, mas que apresentam divergéncias, formando
complexo de espécies em evolucéo.

A ocorréncia de um sistema de determinacdo de sexo do tipo ZZ/ZW em H.
ancistroides € inédita, pois entre as populacfes desta espécie analisadas até 0 momento,
apenas uma apresentou diferenca cromossémica entre o sexo, com um par de
cromossomos heteromorficos em machos, indicando um sistema de diferenciacéo
sexual XX/XY e, nas demais populacdes ndo foram detectadas diferenca cariotipica
entre individuos machos e fémeas. A populacdo analisada com presenca de sistema de
cromossomos sexuais,'* ndo tem localidade descrita e ndo apresenta nimero de depdsito
em museu ictiolégico, o que dificulta a comparacdo dos resultados. A diferenciacéo
cromossémica entre os sexos, aliada a formula cariotipica distinta desta populacao,
contribui para reforcar a hipotese que propdem a existéncia de um complexo de espécies
para H. ancistroides.*’

Embora a maioria das espécies peixes nao exiba diferenciacdo de cromossomos
sexuais, oito tipos de sistemas de mecanismos de cromossomos sexuais envolvendo
macho heterogamético (XY, X0, X1X2Y e XY1Y2) e fémeas heterogaméticas (ZW, Z0
e ZW1W2 e um WXZ ndo usual) foram descritos** 3 em Loricariidae. Ocorréncia de
par sexual no género Hypostomus é raro, sendo descrito o sistema XX/XY apenas para
H. cochliodon,* H. ancistroides e H. macrops* e o sistema ZZ/XW para Hypostomus
sp. G e H. albopunctatus.’® No entanto na subfamilia Hypostominae é comum a
ocorréncia de diferenciacdo de cromossomos sexuais no género Ancistrus, sendo ja
observado o sistema ZZ/ZW para Ancistrus cf. dubius,***, Ancistrus sp. purus e
Ancistrus sp. macoari*® e Ancistrus sp. 84’ e também ha descricdo do sistema XX/X0
para Ancistrus n sp.1.%

Analises citogenéticas e moleculares tém revelado que o padrdo de
heterocromatina tem um papel importante na evolucdo cariotipica de peixes,
determinando mecanismos de diferenciacdo de caridtipos, diferenciacdo de
Cromossomos sexuais e de cromossomos supranumerarios em diversos grupos.*3 4% 50.51
No entanto, na populagdo de H. ancistroides do Rio Keller ndo foi evidenciado, pela
metodologia aplicada, blocos de heterocromatina constitutiva nos pares sexuais,
sugerindo que outros mecanismos, independente de heterocromatinizacdo, estdo
envolvidos no estabelecimento do par sexual, como dele¢Bes e translocacGes néo-

robertsonianas.
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Para as trés espécies foi observado sistema de NORs multiplas, e comparando os
dados de localizagdo de NORs das trés espécies analisadas neste trabalho com outras
populaces j& analisadas destas espécies podemos verificar que existem similaridades na
localizagdo das NORs. Todas as populacbes de H. ancistroides analisadas
citogenéticamente até o momento, apresentaram sistemas de NORs mdltiplas em bracos
curtos de cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos, sendo a
maioria constituidas por 3 pares,®® 22 % 37 yma populacdo apresentou dois pares de
cromossomos  submetacéntricos®” e outra apresentou 4 pares de cromossomos
subtelo/acrocéntricos.?® Apenas duas populacdes de Hypostomus cf. topavae ja foram
analisadas e uma delas apresentou sistema de NORs simples no brago curto de um par
de cromossomos submetacéntricos!? e a outra, sistema de NORs multiplas no brago
curto de um par de cromossomos subtelocéntricos e no braco longo de um par de
acrocéntricos.® A Unica populacio de Hypostomus hermanii ja analisada
citogenéticamente,'® também apresentou trés pares de cromossomos subtelocéntricos e
nos bragos curtos. Estas similaridades entre os tipos cromossdmicos e as posigdes das
NORs em populacdes distintas, sugerem que estes cromossomos sdo homeologos aos
pares observados neste estudo e que a distincdo no nimero dos pares em relacdo ao
conjunto de cromossomos foi promovida por mecanismos de delecdes e duplicacdes
envolvendo o conjunto cromossémico.

Além das espécies analisadas neste trabalho, sistema de NORs multiplas tem
mostrado ser comum para o género Hypostomus, sendo descrito para H. iheringii,> H.
nigromaculatus,** H. albopunctatus,'® 8 H. strigaticeps,!® 2 37 2 H. regani,® 3¢ 3"
$Hypostomus sp. C, D1, D2 e E.*® Embora sistema de NORs mdltiplas sejam as mais
comuns no género, sistemas de NORs simples também tém sido observada em H.
paulinus,?® Hypostomus perdido® (citado como Hypostomus sp 2 %), H. cochliodon® e
H. cf. wuchereri.®* Considerando que a presenca de AgNORs simples e em posicéo
terminal de cromossomos é uma caracteristica basal para Loricariidade e a ocorréncia de
sitios multiplos pode ser explicada por rearranjos ndo-robertsonianos, a analise destas
trés espécies, apresentando estas caracteristicas derivadas, como numero dipléide
elevado e sistema de NORs multiplas véem contribuir com a hipGtese deste género ser
derivado entre os Loricariidae.

A distribuicdo de heterocromatina nas especies analisadas neste trabalho foi
diversificada. Em Hypostomus existem dois padrdes de distribuicdo de heterocromatina,

um apresentando pouca heterocromatina localizada na regido centromérica e telomérica
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em cromossomos metacéntricos/submetacéntricos, e outro grupos com blocos
intersticiais em cromossomos subtelo/acrocéntricos.® N&o é comum no género
Hypostomus blocos grandes em cromossomos meta/submetacéntricos, como observados
nas trés espécies analisadas neste trabalho. Por outro lado, a auséncia de blocos de
heterocromatina intersticiais parece colocar o padrdo de heterocromatina de H.
ancistroides, Hypostomus cf. topavae e Hypostomus aff. hermanni dentro do primeiro
padrdo proposto para o grupo.

A dispersdo da heterocromatina constitutiva pode ocorrer a partir da
transferéncia de segmentos de hetecromatina teloméricos para sitios intersticiais
equilocalizados entre bracos de cromossomos ndo-homologos, conforme a proximidade
destes em nucleos interfasicos.? Além disso, mecanismos de amplificacio da
heterocromatina e transposicdo podem agir na interfase. Este modelo explica a
ocorréncia destes blocos nestas espécies como condicdo ndo frequente e sustentam a
hipotese de mecanismos de evolucdo divergentes atuando neste género. Desta forma,
nas espécies analisadas, a presenca de blocos conspicuos de heterocromatina em regies
terminais podem ter se originado por amplificacdo e transposi¢ao das mesmas.

Com relacdo a presenca de sitios de rDNA 5S as trés espécies apresentaram um
par de cromossomos metacéntricos pequenos (par 4) portador deste sitio em posicdo
intersticial. Em Hypostomus aff. hermanii este foi o Gnico sitio encontrado, enquanto
que em H. ancistroides e Hypostomus cf. topavae outro par submetecéntrico com
posicdo telomérica foi evidenciado. Embora poucas espécies tenham sido analisadas
para esta caracteristica, ocorréncia de sitios multiplos destes cistrons foram descritos
para uma populacdo de H. ancistroides,?? que além do par metacéntrico com marcagao
intersticial, apresentou dois pares submetacéntricos, sendo um par em posicao
intersticial e outro em posicdo terminal, podendo ser considerados cromossomos
homeologos se considerarmos rearranjos ndo-robertsonianos. N&o héa relatos de analise
destes cistrons para Hypostomus cf. topavae e Hypostomus aff. hermanni. Outras
espécies deste género apresentaram tantos multiplos sitios deste cistrosn como em H.
regani,'® Hypostomus affinis,® H. nigromaculatus,® como também sitios intersticiais de
rDNA 5S em um Unico par metacéntrico, H. tapijara?? e H. cf. strigaticpes.® A
localizagdo de rDNA 5S em posicdo intersticial em um uUnico par de cromossomo
metacéntrico parece ser uma caracteristica primitiva e conservada em peixes e, esta
localizagdo pode representar alguma vantagem para o grupo.”® Entre os peixes

neotropicais, a ocorréncia rDNA 5S em dois pares de cromossomos tem sido

27



predominante.® 57 %8.5%.60 Assim & possivel que esta condigdo possa ser a mais basal
para o género. No entanto, a presenca de varios sitios pode ter surgido a partir de uma
dispersdo desta sequéncia mediada por elementos transponiveis.®!

De forma geral, entre os Loricariideos, diversos grupos mostram diferentes
tendéncias de evolucdo cariotipicas, provavelmente devido as variagdes no tamanho e
estruturas das populacdes, aliada a mobilidade, que seriam fatores preponderantes neste
processo.

Os grupos caracterizados por alta mobilidade e constituidos por um grande
namero de individuos apresentam uma macroestrutura cariotipica mais estavel como é o
caso dos Curimatideos®® 548 e Anostomideos.®® Por outro lado, os grupos com pequena
mobilidade e baixa densidade populacional, mostram uma grande variacdo cariotipica
no nivel inter e intraespecifica, como verificado nos géneros Hoplias,®” Astyanax® e
Corydoras.® Pelo fato das espécies do género Hypostomus ndo apresentarem habitos
migradores e constituirem geralmente populacdes pequenas,’® a fixacdo de rearranjos
cromossomicos pode ser facilitada.

Hypostomus apresenta grande variedade morfolégica que dificulta a
identificacdo das espécies e o estabelecimento de relacdes filogenéticas. O estudo
citogenético visa contribuir tanto com a identificagdo quanto para estabelecer relagdes
filogenéticas. A caracterizacdo destas trés espécies de Hypostomus contribui para
consolidar este grupo como um género derivado na familia Loricariidae, pois
apresentam caracteristicas primitivas, como numero dipldide elevado com grande
proporcdo de cromossomos do tipo subtelo/acrocéntricos em relagdo a cromossomos
meta/submetacéntricos, derivados de rearranjos robertsonianos, e mdaltiplos sitios de
NORs, rDNA 18S e 5S, bem com variagdo em distribuicdo de heterocromatina
constitutiva, possivelmente derivada de rearranjos n&do-robertsonianos. Como as
especies destas populagdes mantiveram a constancia do numero dipléide encontrados
em outras populacOes ja analisadas, mas apresentaram variagdes microestruturais em
seus cariotipos, reforcam a hipdtese de evolugdo cariotipica divergente neste género e
evidenciam que ha grupos de individuos muito proximos em estrutura cariotipicas que

formam complexos de espécies.
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Capitulo 1l — Citogenética comparativa de populacdes de Hypostomus
paulinus Ihering 1905 (Siluriformes: Loricaridae): uma contribuicdo
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RESUMO

Hypostomus é o género mais especioso na familia Loricariidae, compreendendo 132
espécies. Estes peixes apresentam uma grande variedade morfol6gica e diversidade de
cores, 0 que dificulta a identificacdo de espécies, principalmente nos géneros
amplamente distribuidos. O objetivo deste estudo foi o de contribuir para a
caracterizacdo citogenéticos de Hypostomus paulinus de trés populacGes distintas.
Foram coletados exemplares em dois afluentes do rio Ivai — rios Keller e Mourdo e em
um afluente do rio Pirapé — Ribeirdo Atlantico. Os cromossomos foram submetidos a
coloracdo por Giemsa, impregnacdo por nitrato de prata, bandas C e técnicas de
citogenética molecular utilizando o FISH (Hibridizacdo Fluorescente in situ) com
sondas de rDNA 18S e 5S. As trés populagdes apresentaram 2n=76 cromossomos com a
mesma férmula cariotipica de 10m+14sm+24st+28a e NF=124, sem diferenciacéo
cromossdmica entre 0s sexos. As populacdes dos rios Keller e Mourdo apresentaram
semelhancas em posicdo de NORs e sitios de rDNA 5S, e distincdo no padrdo de
distribuicdo de heterocromatina. A populagéo do ribeirdo Atlantico mostrou-se distinta
em todas estas caracteristicas. Foi observado sistema de NORs multiplas para as
populacbes dos rios Keller e Mouréo, localizadas em posicdo telomérica do braco curto
dos pares 9 (submetacéntrico) e 20 (subtelocéntrico) e no brago longo do par 28
(acrocéntrico) e sistema de NORs simples na populacédo do ribeirdo Atlantico localizada
em posicao telomérica no brago curto do par 9 (submetacéntrico). A heterocromatina
constitutiva permitiu distinguir cada uma das populag¢Ges analisadas. A populacédo do rio
Keller apresentou heterocromatina na regido pericentromérica da maioria dos

cromossomos, destacando blocos grandes em varios pares: 1, 12, 16, e 23 com
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marcacdo em todo brago curto; o par 25 (maior acrocéntrico) com todo o brago longo
marcado; o par 22 com marcacdo bitelomérica e o par 35 com blocos teloméricos no
braco longo. A populagdo do rio Mourdo apresentou heterocromatina na regido
pericentromérica em apenas alguns cromossomos e nas regides de AgQ-NORs,
destacando-se um bloco intersticial do brago longo do par 13 e um grande bloco em
quase todo braco longo do par 29. A populacdo do ribeirdo Atlantico apresentou
heterocromatina escassa na regido pericentromérica de poucos cromossomos, nos sitio
Ag-NORs e destacando bloco fortemente corado em posicdo telomérica no brago curto
do par 5, bloco intersticial no braco longo do par 16 e blocos teloméricos nos bracos
longos dos pares 20 e 22. Nas trés populacbes os sitios Ag-NORs foram banda C
positiva. Os sitios de rDNA 5s foram localizados em um Unico par metacéntrico em
posicdo intersticial para a populacdo do ribeirdo Atlantico e nas populacGes do rios
Keller e Mourao este par também foi evidenciado, além localizacdo terminal nos bragos
curtos de dois pares submetacéntricos e dois pares subtelocéntricos. Estas analises
sugerem que estas populacdes de H. paulinus pertencem a mesma espécies, mas as
variacGes microestruturais em seus cariotipos podem ser responsaveis por processos de

evolucdo cariotipica distinta para cada populacéo.

Palavras chaves: Hypostomus, diferenciacéo cariotipica, heterocromatina.
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ABSTRACT

The genus Hypostomus is the richest in species in the family Locariidae, compressing
about 132 species. These fishes have a great morphology variety and color diversity,
which make it difficult to identify the species, especially of widely distributed genus.
The aim of this study is cooperating to cytogenetic characterization of Hypostomus
paulinus of three different populations. Samples were collected in two tributaries of Ivai
river- Keller and Mourdo rivers and in a tributary of Pirapé river- Atlantic Stream. The
chromosomes were submitted through Giemsa coloration, impregnation by silver
nitrate, C-banding and techniques of molecular analysis using FISH (fluorescent in situ
Hybridization) with 18S and 5S probes. All three populations showed 2n=76
chromosomes with the same karyotype formula of 10m+14sm+24st+28a and FN=124,
with no chromosomal differentiation between genders. The populations of Keller and
Mourao rivers showed similarities in NORs position and rDNA 5S sites, and distinction
in heterochromatin distribution pattern. The population of Atlantic stream showed
distinct in all characteristics. Was observed multiple system NORs for populations of
Mourdo and Keller rivers, localized in telomeric position on short arm of pairs 9
(submetacentric) and 20 (subtelocentric) and on long arm of pair 28 (acrocentric) and
simple NORs system in population of Atlantic stream which showed telomeric cistrons
in short arm of pair 9 (submetacentric). The constitutive heterochromatin allowed
distinct each one of analyzed populations. The Keller river population had
heterochromatin in pericentromeric regions on the majority chromosomes, highlighting
big blocks on pairs, 1, 12, 16 and 23, with blocks on the whole short arm marked , the
pair 25 (biggest acrocentric) with all short arm marked, pair 22 with bitelomeric
marking and 35 with telomerics blocks on long arm. All Ag-NORs sites were C-
banding positive. The population of Mourdo river showed heterochromatin in
pericentromeric region in just a few chromosomes and regions of Ag-NORs, especially
an interstitial block of long arm of pair 13 and one big block in almost all long arm of
pair 29. The population of Atlantic stream showed little heterochromatin in
pericentromeric region of few chromosomes in Ag-NORs sites and detaching block
strongly stained in the short arm of pair 5 in the terminal position, interstitial block on
the long arm of pair 16 and telomeric blocks in the long arms of the pairs 20 and 22.
The sites 5S rDNA sites were localized on only one metacentric pair on interstitial

position for population from Atlantic stream and populations from Keller and Mourao
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river this pair was also evidenciated, beyond the terminal localization on short arms of
two submetacentrics pairs and two subtelocentrics pairs. These analyses suggest that
these populations belong to a complex of species well related, but with microstructural

variations in their karyotypes, that can be responsible for speciations process.

Key words: Hypostomus, karyotype variation, nucleolar organizing regions
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INTRODUCAO

Hypostomus compreende 132 espécies que podem ser encontradas desde a
Amazonia até o Parana (Ferraris 2007; Froese e Pauly 2014; Zawadzki et al. 2014), das
quais 23 espécies sdo relatadas para a bacia do alto rio Parana. (Weber 2003; Jerep et al.
2007; Zawadzki et al. 2008). Este género é considerado um dos grupos mais
diversificados de peixes neotropicais, apresentando uma variedade de formas, o que
dificulta a identificacdo das espécies e o estabelecimento de relagdes filogenéticas,
tornando a sistematica de Hypostomus um assunto muito complexo (Zawadzki et al.
2010). E observado também uma grande variagdo intraespecifica em relagio a
morfologia e padrao de cores (Reis et al. 2006)

Apesar de muitos estudos, como analise de DNA, isoenzimas e comparacao
morfoldgica, tentarem esclarecer a sistematica e relacdes filogenéticas entre os taxons,
had muitos grupos ndo resolvidos dentro Hypostomus e as propostas filogenéticas
disponiveis incluem um numero limitado de espécies nominadas. (Montoya-Burgos
2003; Armbruster 2003; Zawadzki et al. 2005, 2008; Martinez 2009). Com isso, a
analise citogenética de peixes torna-se uma importante ferramenta para a caracterizagdo
das espécies em estudos citotaxondémicos e verificagdo da biodiversidade (Moreira-
Filho e Bertollo, 1991; Vicari et al. 2008)

Este género é um dos mais amplamente estudados em analises citogenéticas da
subfamilia Hypostominae, (Arai 2011) apresentando diversidade cariotipica de 2n= 54
para H. plecostomus (Muramoto et al. 1968) a 2n=84 para Hypostomus sp.2 (Cereali et
al. 2008), e atualmente nominada Hypostomus perdido (Zawadzki et al. 2014). Segundo
Traldi et al. (2013) existe a possibilidade de que no estudo de H. plecostomus de
Muramoto et al. (1968) ter ocorrido erro na identificacdo dos espécimes e os individuos
analisados pertencerem a outro género. Desta forma 0 menor nimero cromossémico no
género serd de H. cochliodon com 2n=64 cromossomos, analisado por Cereali (2006)

Segundo Artoni e Bertollo (2001), o nimero dipldide de 54 cromossomos é
proposto como numero cromossdmico primitivo para loricarideos, por ser o nimero
diploide encontrado nos géneros da subfamilia Neoplecostominae que € considerada
basal pela classificacdo taxondmica (Armbruster 2004). Este nUmero cromossémico nao
¢ frequente para os Hypostomus que geralmente apresentam um ndmero dipldide
elevado, com frequéncia de 2n=72 cromossomos (Bueno et al. 2012) e com grande

proporcdo de cromossomos do tipo subtelo/acrocéntricos em relacdo a cromossomos
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meta/submetacéntricos, indicando que arranjos de fusdo e fissdo céntricas (rearranjos
Robertsonianos) contribuiram para a evolucdo cariotipica deste grupo. (Artoni e
Bertollo 2001)

Variagdes cariotipicas intrapopulacionais sdo frequentes em Hypostomus,
existindo populacdes que apresentam o mesmo numero cromossdémico e variacdes na
férmula cariotipica como H. ancistroides (Michele et al. 1977; Artoni e Bertollo 1996;
Alves et al. 2006; Rubert et al. 2011; Endo et al. 2012; Bueno et al. 2012), H.
albopunctatus ( Artoni e Bertollo 1996), H. regani ( Artoni e Bertollo 1996; Alves et al.
2006; Mendes- Neto et al. 2011; Rubert et al. 2011; Bueno et al. 2012), Hypostomus aff.
unae (Bitencourt et al. 2011), H nigromaculatus (Rubert et al. 2008), H iheringii (Traldi
et al. 2012), H. strigaticeps (Baumgértner et al. 2014). Estas ocorréncias demonstram
que rearranjos ndo robertsonianos também estdo atuando na evolucdo cariotipica deste
grupo.

Esta mesma diversidade é verificada no nimero e posi¢cGes da NORs que séo
consideravelmente variaveis (Artoni e Bertollo 2001), sendo encontrada em sistema de
NOR simples e multiplas, frequentemente localizado em posicdo telomérica, associadas
ou ndo a heterocromatina. O sistema de NORs mdltiplas tem sido o mais freqlente em
espécies de Hypostomus das bacias do sul da América do Sul. (Bueno et al. 2013). A
presenca de AgNORs em um Unico par de cromossomo é considerada basal para
Loricariidae (Alves et al. 2005), portanto, considerando este carater, o género
Hypostomus pode ser considerado derivado dentro da familia.

Espécies de Hypostomus apresentam ampla variabilidade na natureza e no
padrdo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva, o que reforca a hipdtese de que
este grupo possui uma evolucdo cromossémica divergente, tanto ao nivel macro como
microestrutural (Artoni e Bertollo 1999). Polimorfismos de heterocromatina constitutiva
tém sido observados em algumas espécies de Hypostomus como observado em
diferentes populacbes de Hypostomus aff. unae e de Hypostomus cf. wuchereri
(Bittencourt et al. 2011), H. strigaticeps (Baumgartner et al. 2014) e variacOes
intrapopulacionais em H. iheringii (Traldi et al. 2012).

Em Hypostomus, dados sobre a localizacéo fisica dos sitios rDNA 5S ainda séo
escassos, porém variagdes destas marcagdes tem sido relatada. Em H. ihenrigi foi
identificado apenas um par de cromossomos marcado (Traldi et al. 2012), enquanto que
em H. regani (Mendes-Neto et al. 2011) e H. affins (Kavalco et al. 2005) foram

identificados nove e oito sitios marcados, respectivamente. O par de cromossomos
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metacéntricos portador do sitio intersticial de rDNA 5S é considerado mais freqiiente
em diversos grupos de peixes (Martins e Galetti Jr. 2001)

Podemos perceber que a diversidade morfolégica é acompanhada por uma
diversidade cariotipica, indicando que o género é um grupo derivado entre o0s
Loricariidae, provavelmente oriundos de processos de evolucao divergentes. Devido a
dificuldade em identificar as espécies, as anélises citogenéticas poderdo contribuir para
identificacdo de espécies e estabelecimento de relagfes filogenéticas. Desta forma este
trabalho comparou através de dados citogenéticos, trés populacGes de Hypostomus
paulinus com pequenas variagdes morfoldgicas, a fim de confirmar se pertencem a

mesma espécie.
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MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foram analisadas trés populacbes de Hypostomus paulinus
(Ihering 1905) (Fig. 02 a, b e ¢): 27 individuos (16 fémeas e 11 machos) do Rio Keller,
41 individuos (15 fémeas e 26 machos) do Rio Mourdo e 17 individuos (8 fémeas e 9
machos) do Ribeirdo Atlantico (Fig. 01)

Os cromossomos metafasicos foram obtidos a partir de células retiradas do rim e
processadas de acordo com a metodologia de suspensdo celular (Bertollo et al. 1978).
As regides organizadoras do nucléolo foram detectadas pelo método de impregnacéao
por nitrato de prata (Howell e Black 1980) e para a anélise do padréo de distribuicdo da
heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica de bandamento C (Sumner 1972),
empregando a coloracdo com lodeto de Propidio (Lui et al. 2009). A hibridizacéo in situ
fluorescente (Double FISH) foi realizada com sondas de rDNA 18S de Prochilodus
argenteus (Hatanaka e Galetti-Jr 2004) e de rDNA 5S de Leporinus elongatus (Martins
e Galetti-Jr 1999). A técnica de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) foi realizada de
acordo com Pinkel et al. (1986), modificada por Heslop-Harrison et al. (1991) e
Cuadrado e Jouvre (1994). Os cromossomos foram identificados de acordo com 0s

critérios de relacdo de bracos (RB), proposto por Levan et al.(1964)

Figura 01 — mapa hidrografico da bacia do alto rio Parané evidenciando o local

de coleta das trés populagdes.
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Figura 02 — imagens dos especimes de Hypostomus paulinus populagdo do rio

Keller (a), populacéo do rio Mouréo (b) e populacao do ribeirdo Atlantico (c).




RESULTADOS

Os individuos analisados nas trés populacdes apresentaram numero diploide de
76 cromossomos, com formula cariotipica de 10m+14sm+24st+28a e NF=124, sem
diferenciacdo cromossomica entre os sexos (Fig. 03 a, b e c). Estas populagdes
apresentaram diferencas quanto ao numero de cromossomos portadores de NORs,
nimero de sitios de rDNA 5S e no padrdo de distribuicdo da heterocromatina

constitutiva , que serdo descritas a seguir.

Populacédo de Hypostomus paulinus do rio Keller.

Os individuos desta populacdo apresentaram trés pares de cromossomos
portadores de sitios Ag-NOR, localizados em posi¢do telomérica do brago curto dos
pares 9 (submetacéntrico) e 20 (subtelocéntrico) e no brago longo do par 28
(acrocéntrico) (Fig. 03 a). Estas posicdes de NOR foram confirmadas por sonda rDNA
18S (Fig. 05 a). A heterocromatina foi observada em regido pericentromerica da maioria
dos cromossomos, destacando-se os pares 1, 12, 16 e 23, com marca¢des em todo o
braco curto, o par 22 com marcacdo bitelomérica, o par 25 (maior acrocéntrico) com
todo o braco longo heterocromatico e o par 35 com bloco telomérico no braco longo.
Todos os sitios Ag-NOR apresentaram-se banda C positivas (Fig 04 a). A sonda rDNA
5S evidenciou cinco pares cromossémicos portadores destes cistrons, sendo um par de
metacéntricos em posicao intersticial no braco curto, dois pares de submetacéntricos
em posicdo terminal no braco curto e dois pares de subtelocéntricos em posicdo

terminal no brago curto (Fig. 05 a).

Populacédo de Hypostomus paulinus do rio Mouréo

Os individuos desta populacdo apresentaram o mesmo padrdo localizacdo de
NORs observados para os individuos do Ribeirdo Keller, ou seja, trés pares de
cromossomos portadores de sitios AQNOR, localizados em posicao telomérica do brago
curto dos pares 9 (submetacéntrico) e 20 (subtelocéntrico) e no brago longo do par 28
(acrocéntrico) (Fig. 03 b). Esta regides foram confirmadas por sonda rDNA 18 S (Fig. 5
b). Foi evidenciado heterocromatina em posi¢do centromérica apenas em alguns

cromossomos e nas regides de NORs, destacando-se bloco intersticial do brago longo do
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par 13 e um grande bloco em quase todo braco longo do par 29 (Fig. 4 b). A sonda
rDNA 5S evidenciou cinco pares cromossdmicos portadores destes cistrons, sendo um
par de metacéntricos em posi¢do intersticial no braco curto, dois pares de
submetacéntricos em posicdo terminal no brago curto e dois pares de subtelocéntricos

em posicdo terminal no braco curto (Fig. 05 a).

Populacdo de Hypostomus paulinus do ribeirdo Atlantico Os
individuos desta populacéo apresentaram apenas um par de cromossomos portadores de
sitios Ag-NORs, localizadas no brago curto do par 9 (submetacéntrico) (Fig. 03 c). Esta
localizagdo foi confirmada por rDNA 18S(Fig. 5¢). A heterocromatina constitutiva se
apresentou escassa has regides pericentroméricas de poucos cromossomos. Destaca-se
nesta populagdo heterocromatina no brago curto em posicao telomérica do brago curto
do par 5, em posic¢do intersticial no braco longo do par 16 e em posi¢do telomérica nos
bracos longos dos pares 20 e 22 , além do sitio Ag-NOR ser positivo (Fig. 04c). A
sonda rDNA 5S evidenciou uma Unica marcacdo na regido intersticial de um par

metacéntrico pequeno (Fig. 05 c).

45



m | BA KX X3 X ux XRAAMD| 4
AgNOR
o R EAAR S A apan T
| DAGAAAAD KBAA A AMR AlALAL & a
13 4 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
*IAARDOAIAAARDAA AN AAAAASAD 4o

36 37 38

m| BH XA X% axn BE aa 0A b
1 2 3 4 5 9 20 28
AgNOR
sm|HANE SO OE AR ¥E 02 gNORs
6 7 8 9 10 11 12
st| B8 DR QA AR AS AL AD 8520 aaon as
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

a|BEAD BOARAS 08 AA AARBAAASAS AR A
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

m (S8 BANEEN AN B
1 2 3 4 5 9 C
AgNORs
- HANE DO BRawaAaa
6 4 8 9 10 11 12
AR an0nsanan0s 000 anas aa
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

5 " AD DA DOAROAGARBAAAAARSS &nsa
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

~—

S

Figura 03. Cariotipos corados por Giemsa das populacBes de Hypostomus
paulinus rio Keller (a) rio Mourdo (b) ribeirdo Atlantico(c). Em evidéncia em cada
metafase os pares portadores de NORs evidenciados por marcacdo com nitrato de

prata.
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c. rio Keller (a) rio Mourdo (b) e ribeirdo Atlantico (c).
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Figura 05 - Double FISH com sonda rDNA 5S (seta) e 18S (cabeca de seta) de
H. paulinus (a) rio Keller (b) rio Mouré&o (c) ribeirdo Atlantico.
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DISCUSSAO

As trés populacdes analisadas apresentaram 0 mesmo namero dipldide e férmula
cariotipica, contudo, cada uma destas populacBes apresentou variacdo em relacdo ao
ndmero e posicdo das NORs, nos sitios de rDNA 5S e na distribuicdo da
heterocromatina, que permitem caracteriza-las e diferencié-las.

O numero diploide observado para estas trés populacdes de H. paulinus
analisados neste trabalho é 0 mesmo encontrado por Rubert et al., (2011) em populagéo
do rio Paranapanema (SP), localidade tipo de Hypostomus paulinus, e por Correia
(2010) em uma populacdo do rio Tijuco (no estado de Minas Gerais), divergindo na
formula cariotipica. Por outro lado, o numero diploide obtido para esta espécie por
Michele et al. (1977) foi de 74 cromossomos, diferentemente dos demais dados
apresentados até o momento. No entanto, a falta de informacdo sobre localizagdo de
NORs, heterocromatina, localidade de coleta e nimero de dep6sito em museu
ictioldgico dificulta a comparacédo destes dados.

O numero dipldide elevado e grande proporcdo de cromossomos
subtelo/acrocéntrico em relacdo a cromossomos meta/submetacéntricos observados
neste trabalho, esta de acordo com a maioria das espécies de Hypostomus j& analisadas
citogeneticamente (Bueno et al. 2012). Estes dados reforcam as hip6teses de que
namero diploide elevado no género é acompanhado de uma maior propor¢do de
cromossomos subtelo/acrocéntricos. (Artoni e Bertollo 2001; Bueno et al. 2012) e a
condigdo de grupo derivado para o Hypostomus dentro da familia Loricariidade,
provavelmente promovida por rearranjos Robertsonianos, uma vez que 0 numero
diploide primitivo sugerido para Loricariidade é de 54 cromossomos (Artoni e Bertollo
2001), encontrado em espécies da subfamilia basal Neoplecostominae (Armbruster
2004).

A manutencdo no namero diploide e variagdes cariotipicas microestruturais ja
foram observadas em vérias espécies de Hypostomus, como em H. nigromaculatus
(Rubert et al. 2008; Traldi et al. 2013), H. topavae ( Bueno et al. 2012; Martinez et al.
2011), H. regani (Artoni e Bertollo 1996; Alves et al. 2006), H. albopunctatus (Casale
et al. 2002; Rubert et al. 2011; Penteado et. al. 2009), H. strigaticeps ( Rubert et al.
2011; Martinez 2009; Baumgartner et al. 2014), H. ancistroides ( Artoni e Bertollo
1996; Alves et al. 2006; Michelle et al. 1977; Martinez et al. 2011, Traldi et al. 2013;

Endo et al. 2012). Estas variacdes de formulas cariotipicas intraespecificas em
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Hypostomus tém sugerido que existam complexos de espécies, como € o caso de H.
ancistroides (Endo et al. 2012) e H. nigromaculatus (Rubert et al. 2008), derivados por
arranjos cromossomicos ndo-Robertsonianos.

A ocorréncia de NOR simples em espécimes do ribeirdo Atlantico e NORs
maultiplas nos individuos dos rios Keller e Mourdo constitui outra diferenciacdo da
primeira populagdo em relacéo as duas ultimas citadas. Entretanto, o par 9 (Ag-NOR)
revelou-se conservado para as trés populag@es. Em Hypostomus, o0 nimero e posicao de
NORs é diversificado, sendo a presenca de sistemas de NORs multiplas mais frequente,
observado em H. ihering (Traldi et al. 2012), Hypostomus cf. topavae (Martinez et al.
2011), H. nigromaucalatus (Rubert et al. 2008), H. albopunctatus (Artoni e Bertollo
1996) H strigaticeps (Rubert et al. 2011; Endo et al. 2012; Bueno et al. 2012,
Baumgartner et al. 2014) H. regani (Bueno et al. 2012; Endo et al. 2012; Rubert et al.
2011; Martinez et al. 2011; Alves et al. 2006) H. hermani (Bueno et al. 2012); H.
ancistroides (Artoni e Bertollo 1996; Alves et al. 2006; Endo et al. 2012; Rubert et al.
2011; Bueno et al. 2012), Hypostomus sp ¢, D1, D2 e E (Artoni e Bertollo 1996). No
entanto existem descricdes de sistema de NORs simples para 0 género, como observado
em Hypostomus perdido (Zawa(citado Hypostomus sp 2 por Cereali et al. 2008),
Hypostomus cf topavae (Bueno et al. 2012), Hypostomus cf wuchereri (Bitencourt et al.
2011), H. paulinus (Rubert et al. 2011) e H. cochliodon (Paiva 2011).

A presenca de AGNORs em um unico par de cromossomo € considerado basal
para Loricariidae (Alves et al. 2005), portanto, a ocorréncia de NORs multiplas sugere
que possam ter sido originadas a partir de mecanismos de dispers@o por rearranjos de
translocacBes ndo robertsonianas e/ou de elementos transponiveis.

Sitios de NORs localizadas no braco curto do par 9 presente nas trés populacfes
sugere uma simplesiomorfia para esta espécie. NORs localizada em um cromossomo
submetacéntrico, com marcacao no similar a do ao par 9, ja foram descritas em varias
especies de Hypostomus: H. ancistroides (Artoni e Bertollo 1996; Alves et al. 2006;
Traldi et al. 2012); Hypostomus sp. A e Hypostomus sp. F (Artoni e Bertollo 1996) H.
boulengeri (Paiva 2011). Por analise filogenética de Montoya-Burgos (2003), H.
ancistroides e H. boulengeri sdo grupos proximos. A populacdo de H. paulinus
analisada por Rubert et al. (2011) (populacéo da localidade tipo da espécies) também
apresentou um unico par de cromossomos portadores de NORs, mas do tipo
subtelo/acrocéntrico. Embora ndo seja 0 mesmo tipo de cromossomo, a condigéo de

sistema de NORs simples € compartilnado por estas duas populagdes, desta forma, a
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populacdo do ribeirdo Atlantico analisada neste trabalho apresenta maior semelhanca
com a localidade tipo, em relagcdo a NORs, que com as populagdes do Rio Keller e Rio
Mourdo. Estas analises sugerem que um par submetacéntrico (similar ao par 9) seria o
par primitivo portador da NORs nestas populacdes de H. paulinus e eventos de
translocacfes teriam promovido a dispersao destes genes para outros pares. Apesar de
Montoya-Burgos (2003) néo ter incluido em suas analises filogenéticas H. paulinus,
esta semelhanca em relacdo ao sistema de NOR simples pode sugerir que H. paulinus
pertenca ao mesmo grupo de H. ancistroides e H. boulengeri.

Cada uma das trés populacdes analisadas apresentou um padrdo distinto de
distribuicdo de heterocromatina, e mesmo as populacbes do rio Keller e do rio
Mouréo que apresentaram similaridades nos cromossomos portadores de NORs e
sitios rDNA 5S, puderam ser diferenciadas pelo padrdo de banda C. A populagéo
de H. paulinus analisada por Rubert et al (2011) apresentou heterocromatina
distribuida na regido pericentromérica do primeiro par de cromossomos
metacéntricos, na regido terminal dos bragos longos oito pares de cromossomos
subtelocéntricos/acrocéntricos, um dos quais era o par portador da NOR com
heterocromatina localizada na porcdo proximal deste sitio e blocos de
heterocromatina ocupando quase todo o braco longo. Ja a populacdo de Correia
(2010) apresentou heterocromatina em regido intersticial e telomérica da maioria
dos cromossomos subtelo/acrocéntricos.

Se considerarmos a similaridade do tipo de marcacgéo no par de acrocéntrico com
todo o braco longo marcado (25 na populacéo do rio Keller e 29 na populacéo do rio
Mourdo) com o par subtelo/acrocéntrico apresentado por Rubert et al. (2011), a
marcacdo do primeiro par de cromossomos metacéntricos da populacdo do rio Keller
com o primeiro par metacéntrico da populacdo de Rubert et al. (2011), as marcagdes
intersticial de Correia (2010) com os pares encontrados com marcagdes intersticiais
deste estudo (13 na populacdo do rio Mourdo e 16 na populacéo do ribeirdo Atlantico),
podemos considerar que nestas diferentes populagfes de H. paulinus estdo ocorrendo
eventos de heterocromatinizacdo, amplificagdo, delecdo e mobilidade de blocos
heterocrométicos como processos de evolugdo cariotipica.

A amplificagdo e mobilidade dos blocos heterocromaticos de cromossomos
€ um fato bem documentado em alguns organismos (Hamilton et al. 1990; Modi,
1993). Os resultados obtidos neste trabalno nos mostram uma variagdo

microestrutural no caridtipo das trés populacGes e podemos sugerir que estes
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eventos podem estar trabalhando no sentido de promover formacdo de novas
espécies, pois ja foi verificado que, polimorfismo cromossémico, principalmente
envolvendo heterocromatina tem um papel relevante na histéria evolutiva do
género Hypostomus.

Nas trés populagdes analisadas um par metacéntrico pequeno é portador de
sitio intersticial de DNAr 5S. Na populagdo do ribeirdo Atlantico esta foi a unica
marcacao. As populacBes do ribeirdo Keller e do rio Mourdo apresentaram, além
deste par, mais quatro pares portadores destes cistrons ribossdémicos. A localizagédo
intersticial desses genes € considerada a mais frequente em diversos grupos de
peixes (Martins e Galetti Jr 2001). Apesar de haver pouca informacdo sobre esta
caracteristica em Hypostomus, o sitio intersticial de DNAr 5S em um par
metacéntrico também € constante em espécies de Hypostomus, encontrado em H.
regani (Mendes-Neto et al. 2011), H. iheringii (Traldi et al. 2012), H. ancistroides,
H. nigromaculatus, e H. tapijara (Traldi et al. 2013), H. strigaticeps (Baumgartner
et al. 2014), mas alguns resultados apontam espécies com varios sitios
ribossémicos em algumas espécies: H. affinis (Kavalco et al. 2004); H. strigaticeps
(Baumgartner et al. 2014), H. regani (Mendes-Neto et al. 2011) H. ancistroides e
H. tapijara (Traldi et al. 2013).

Uma explicacdo para ocorréncia de dispersdo de regides heterocrométicas e
genes ribossomais no conjunto de cromossomos parece estar associado com
elemento transponiveis. Segundo Dimitri et al. (2009), estas regifes seriam
caracterizadas pela presencga de sequéncias de DNA repetitivo e remanescentes de
elementos transponiveis. De acordo com Koga et al. (2006), os elementos
transponiveis contribuem com a evolucdo do genoma porque sua atividade de
transposicdo causa mutacOes e sua natureza repetitiva aumenta a taxa de rearranjos
cromossémicos. Sitios ribossdmicos podem estar associados com elementos
transponiveis os quais, podem promover mudancas de posicdo destas regides e
assim explicar a alta variagdo em numero e posicdo de sitios de DNAr 5S em
algumas espécies de Hypostomus (Pansonato-Alves et al. 2013). Portanto, técnica
de hibridizacdo in situ com sondas para esses elementos transponiveis,
principalmente da familia Rex (Rexl, Rex3, Rex6), devem auxiliar no
entendimento das variacOes observadas nas populacGes analisadas, em relacdo as

regides heterocromaticas, posi¢es de NORs e sitios de rDNA 5S.
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A similaridade da NOR no par 9 para, do par submetacéntrico portador do sitio
rDNA 5S e as similaridades de pares com blocos heterocromaticos nestas populagdes,
sugere uma proximidade entre os peixes destas localidades, por terem mantido a mesma
localizagdo destes sitios, no entanto pode-se sugerir que eventos evolutivos
diversificados estdo promovendo rearranjos estruturais no cariétipo e promovendo
mudancas que permitem diferenciar cada uma destas populagdes.

A similaridade cariotipica entre as popula¢des dos rios Keller e Mouréo, a
despeito da variacdo no padrdo de heterocromatina, se deve provavelmente pelo
fato de que estas populacbes ocorrem em afluentes da mesma bacia, a do rio Ivai.
Enquanto que a populagéo do ribeirdo Atlantico (bacia do rio Paranapanema) e
populacéo do rio Piracicaba analisada por Rubert et al. (2011) (bacia do rio Tieté)
pertencem a dois tributarios do lado esquerdo do alto rio Parana, mais ao norte do
que o rio Ivai. Adicionalmente, os rios Tieté e Paranapanema desaguam no alto rio
Parana sem a presenca de uma queda em sua foz, e o rio Ivai apresenta quedas em
seus trechos inferiores separando algumas espécies de peixes que desdguam sem a
presenca de uma queda. Desta forma os eventos cariotipicos que estdo promovendo
estas variacOes microestruturais sdo distintos para cada bacia.

Podemos considerar que Hypostomus paulinus pertence a um grupo
derivado dentro da familia Hypostominae, por apresentar um ndmero dipléide
elevado de 76 cromossomos, com grande proporcdao de Cromossomos
subtelo/acrocéntricos em relacdo a cromossomos meta/ submetacéntricos
(68,42%),0 que pode ser explicado por rearranjos Robertsonianos, porém a
variacdo microcariotipica intrapopulacional de localizacdo da NOR, nos sitios de
rDNA 5S e na distribuicdo de heterocromatina ndo pode ser explicado por estes
arranjos, mas por rearranjos nao-Robertsonianas. Portanto varios eventos
evolutivos estdo contribuindo para a evolugdo divergente deste grupo de
Hypostomus.

A diferenciacdo na microestrutra evidenciada no padrdo de banda C e na
localizacdo da NOR pode sugerir que H. paulinus nas diferentes populagdes
analisadas neste trabalho, estejam passando por mecanismos de evolugdo
cromossomica, sendo a constituigdo cariotipica da populacao do ribeirdo Atlantico
sugerida como primitiva, por apresentar caracteristicas ancestrais dentro de
Loricariidade e as populactes do rio Keller e rio Mourdo, seriam derivadas por

mecanismos divergentes de evolugdo cariotipica.
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