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RESUMO 

 

Loricariidae é uma das maiores famílias de peixes de água doce com 931 espécies 

válidas distribuídas em 100 gêneros. As espécies pertencentes a essa família são 

popularmente conhecidas como cascudos que possuem um corpo achatado, coberto por 

placas ósseas, e boca ventral em forma de ventosa. Pertencente à família Loricariidae e 

a subfamília Neoplecostominae, o gênero Neoplecostomus compreende espécies de 

tamanho pequeno que habitam riachos da região sul e sudeste do Brasil. O gênero 

apresenta interesse em estudos genéticos, visto que é composto por espécies vágeis e 

que, por raramente migrarem, podem acumular diferenças genéticas entre populações. 

Das dezesseis espécies válidas descritas até o momento para este gênero, oito foram 

descritas para a bacia do rio Paraná e há evidências da ocorrência de novas espécies 

para esta bacia. Sendo assim, este estudo teve como objetivo estudar a diferenciação 

cariotípica e a diversificação genética no gênero Neoplecostomus das bacias 

hidrográficas dos rios Iguaçu, Itararé, Cinzas e Tibagi com vistas ao entendimento da 

evolução cariotípica e descrição da biodiversidade. Para isso, foram realizas coletas em 

quatro localidades: rio Pinhão (Neoplecostomus sp. 1), rio Samambaias 

(Neoplecostomus cf. botucatu), rio das Pedras (Neoplecostomus sp. 2) e rio São João 

(Neoplecostomus yapo). Os dados citogenéticos revelaram um número diploide de 54 

cromossomos para as quatro populações, poucas regiões heterocromáticas e sítios 

cromossomo independentes para os genes ribossomais 5 e 18S. Os resultados 

citogenéticos evidenciam uma alta estabilidade cariotípica, observado também na 

subfamília Neoplecostominae. Foram realizadas análises moleculares envolvendo o 

gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade 1 (COI) e todas as distâncias 

genéticas foram superiores a 4,7 %. Além disso, contrários à estabilidade 

cromossômica, os dados de distância genética evidenciaram ausência de fluxo gênico e 

estruturação populacional, além de sugerir uma provável espécie de Neoplecostomus 

não descrita para o rio Pinhão, bacia do rio Iguaçu. 

 

Palavras-chave: DNA Barcoding, COI, Neoplecostominae. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The Loricariidae family is one of the largest families of freshwater fishes, with 931 

species distributed in 100 genera. Loricariidae members are popularly known as 

armored catfishes and characterized by a depressed body, covered by bony plates and  a 

ventral sucker mouth. Inside the subfamily Neoplecostominae, the genus 

Neoplecostomus comprises small species that inhabit streams of south and southeast 

regions of Brazil. This genus is interested in genetic studies because they rarely migrate 

and can accumulate genetic differences between populations. Of the sixteen valid 

species described so far for this genus, eight were described for the Paraná river basin 

and there is evidence of new species occurring in this basin. Therefore, the objective of 

this study was to analyze the karyotype differentiation and genetic diversification in the 

genus Neoplecostomus from Iguaçu, Itararé, Cinzas and Tibagi river basins, with the 

goal of understand the karyotype evolution and biodiversity. The specimens were 

captured at four localities: Pinhão river (Neoplecostomus sp. 1), Samambaias river 

(Neoplecostomus cf. botucatu), Pedras river (Neoplecostomus sp. 2) and São João river 

(Neoplecostomus yapo). Cytogenetic data revealed a diploid number of 54 

chromosomes to the four populations, few heterochromatic regions and independent 

chromosome sites for 5S and 18S ribosomal genes. The cytogenetic results revealed a 

high karyotypic stability, which is also observed for the subfamily Neoplecostominae. 

Also, were performed molecular analyzes by mitochondrial cytochrome c oxidase 

subunit 1 gene (COI) amplification, where all genetic distances were higher than 4.7%. 

In addition, contrary to chromosome stability, genetic distance data also showed 

absence of gene flow, population structure and suggested a probable Neoplecostomus 

species not described yet for Pinhão river at Iguaçu basin. 

 

Keywords: DNA Barcoding, COI, Neoplecostominae. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

1.1 DADOS GERAIS DA FAMÍLIA LORICARIIDAE  

 

Os peixes constituem o grupo mais diversificado e um dos mais interessantes 

para estudos com ênfase na variabilidade genética e na evolução entre os vertebrados 

(NELSON, 2006). Dentre todas as ordens, Siluriformes é a mais diversificada e 

amplamente distribuída de Osteichthyes (peixes ósseos) com aproximadamente 3.500 

espécies válidas (FERRARIS JÚNIOR, 2007; ESCHEMEYER; FONG, 2016). A 

diversidade de formas, tamanho do corpo e habitat dos Siluriformes sul-americanos é 

elevada. Entre eles estão inclusas as três mais diversas famílias de Siluriformes 

neotropicais: Loricariidae, Ariidae e Trichomycteridae (FERRARIS JÚNIOR, 2007; 

REIS; KULLANDER; FERRARIS JÚNIOR, 2003; ESCHEMEYER; FONG, 2016). 

Loricariidae é composta de indivíduos vulgarmente nomeados de “cascudos”, 

endêmicos da região Neotropical (Costa Rica, Panamá e América do Sul) (REIS; 

KULLANDER; FERRARIS JÚNIOR, 2003). Constitui uma das famílias de peixes de 

água doce com número elevado de representantes, 931 espécies válidas distribuídas em 

100 gêneros (ESCHMEYER; FONG, 2016). De modo geral, habitam ambientes lóticos 

de pouca profundidade e com fundo arenoso (NELSON, 2006), mas podem ser 

encontrados também em lagos e rios com correnteza fraca a moderada, pequenos arroios 

e até rápidos tributários (COVAIN; FISCH-MULLER, 2007). 

Os loricarídeos são caracterizados por um corpo deprimido, coberto por placas 

ósseas, presença de barbilhões na maioria das vezes e, sobretudo, uma importante 

modificação na estrutura da boca: ventral em forma de ventosa (maxilas soltas) 

(DELARIVA; AGOSTINHO, 2001; COVAIN; FISCH-MULLER, 2007). Essa 

adaptação estrutural permite que esses peixes fiquem aderidos ao substrato, até mesmo 

em fluxos de água particularmente rápidos. A boca e os dentes apresentam fortes 

adaptações que os permitem se alimentar de algas, pequenos invertebrados e detritos 

(COVAIN; FISCH-MULLER, 2007). Além disso, realizam respiração pelas brânquias e 

paredes vascularizadas do estômago, fato que lhes possibilitam ficar fora da água por 

longo período e ocupar os mais variados habitats (FERRARIS JÚNIOR, 2003). 

Os cascudos apresentam características biológicas que lhes proporcionam 

acentuada importância ecológica, o que é salientado pelo hábito alimentar detritívoro-

herbívoro, que varia em função das características do ambiente sendo, o alimento 
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aproveitado por estas espécies, produtos dos processos metabólicos do meio aquático 

(ANGELESCU; GNERI, 1949). Como os loricarídeos habitam todos os tipos de águas, 

desde pequenos riachos até grandes rios, eles são um importante componente da 

biodiversidade aquática (CRAMER; BONATTO; REIS, 2011). 

Em 2015, a família Loricariidae agrupava sete subfamílias: Lithogeneinae, 

Delturinae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Ancistrinae e 

Hypostominae (ESCHEMEYER; FONG, 2015). Porém para o ano de 2016, com uma 

nova classificação ela passa a ter oito subfamílias, com a criação de Rhinelepinae e 

Otothyrinae sendo que Ancistrinae então passa a formar uma tribo dentro de 

Hypostominae (ESCHEMEYER; FONG, 2016; LUJAN et al., 2015). Embora as bases 

de dados de diversidade de peixes considerarem a ocorrências destas oito subfamílias, 

dentro de Loricariidae a classificação destas e a relação entre seus gêneros vêm sendo 

alvo de repetidas reformulações (ISBRÜCKER, 1980; ARMBRUSTER, 2004; REIS; 

PEREIRA; ARMBRUSTER, 2006; CHIACHIO; OLIVEIRA; MONTOYA-BUGOS, 

2008; CRAMER et al., 2008; CRAMER; BONATTO; REIS, 2011). 

  

1.2 ESTUDOS CITOGENÉTICOS EM LORICARIIDAE 
 

Entre os Siluriformes, a família Loricariidae apresenta uma ampla diversidade de 

formas cariotípicas e números cromossômicos (LARA-KAMEI, 1998). Com relação ao 

número cromossômico, ocorre variação do número diploide (2n) de 2n=34 

cromossomos em Ancistrus cuiabae (MARIOTTO et al., 2009) a 2n=96 cromossomos 

em Hemipsilichthys gobio, citado como Upsilodus sp. (KAVALCO et al., 2004a). Essa 

ampla variação no número diploide ocorre por mecanismos robertsonianos, do tipo 

fusão e fissão cêntrica (ARTONI; BERTOLLO, 2001). Além destes, alterações 

cromossômicas que modificam o número fundamental (NF) também são amplamente 

registradas na diversificação cariotípica (BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 

2012). Contudo, estudos citogenéticos em Loricariidae ancorados na análise de grupos 

irmãos permitiram definir o número diploide de 54 cromossomos como um caráter basal 

na família (ARTONI; BERTOLLO, 2001; ZIEMNICZAK et al., 2012). 

No ano de 2000, dados citogenéticos para Loricariidae estavam disponíveis 

apenas para 56 espécies das 600 descritas na época (de OLIVEIRA; GOSZTONYI, 

2000). Posteriormente, no ano de 2003, o número de registros citogenéticos aumentou 

de 56 para 70 espécies, porém, neste intervalo, mais 80 espécies foram descritas 
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(KAVALCO, 2003). Embora as informações sobre diferentes espécies estejam cada vez 

mais disponíveis devido ao aumento das atividades de pesquisa neste campo, o 

conhecimento de cariótipos de peixes é ainda reduzido quando comparados aos de 

mamíferos e outros grupos de seres vivos (MAURUTTO, 2010) e também quando 

comparado ao número de espécies da família Loricariidae (ARTONI; BERTOLLO, 

2001). 

 

1.2.1 Subfamília Hypostominae 

 

A subfamília Hypostominae é a mais numerosa da família Loricariidae com 465 

espécies válidas (ESCHEMEYER; FONG, 2016). Entre as espécies pertencentes a esta 

subfamília poucas mantém o 2n de 54 cromossomos (ARTONI; BERTOLLO, 2001; 

BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 2012, BUENO et al., 2014). O gênero 

Hypostomus, é o mais numeroso dentro deste grupo com cerca de 120 espécies 

(ZAWADZKI; WEBER; PAVANELLI, 2010) e em relação à citogenética apresenta 

tendência de aumento do 2n a partir de rearranjos cromossômicos do tipo fissão cêntrica 

(ARTONI; BERTOLLO, 2001; BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 2012).  

Os estudos citogenéticos em Hypostomus indicam grande variabilidade em 

diversos aspectos cariotípicos, o que confere ao grupo uma enorme complexidade 

(ARTONI; BERTOLLO, 1996). A variação do 2n ocorre de 54 cromossomos em H. 

plecostomus (MURAMOTO; OHNO; ATKIN, 1968) a 84 cromossomos em 

Hypostomus sp. 2 (CEREALI et al., 2008). As variações cromossômicas inter-

populacionais são recorrentes, especialmente em relação à fórmula cariotípica 

(MICHELE; TAKAHASHI; FERRARI, 1977; ARTONI; BERTOLLO, 1996; ALVES 

et al., 2006; BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 2012). Uma característica muito 

interessante em Hypostominae é a relação inversa entre o número diploide e o número 

de cromossomos com dois braços, sugerindo a ocorrência de muitos eventos de 

fusão/fissão cêntrica na evolução do grupo (ARTONI; BERTOLLO, 2001). 

Ancistrus também é um gênero bastante numeroso dentro desta subfamília com 

cerca de 62 espécies descritas (BIFI; PAVANELLI; ZAWADZKI, 2009). Análises 

cariotípicas neste grupo revelaram uma grande diversidade de número cromossômico, 

desde 2n = 34 em Ancistrus sp. 1, Ancistrus sp. 2 e Ancistrus cuiabae Knaack, 1999 (de 

OLIVEIRA et al., 2007; MARIOTTO et al., 2011) até 2n = 54, em Ancistrus claro 

Knaack, 1999 (MARIOTTO et al., 2011). Todos os representantes desta tribo possuem 
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2n ≤ 54, indicando que fusões cêntricas contribuíram para a evolução cariotípica deste 

grupo (MARIOTTO et al., 2011). 

 

1.2.2 Subfamília Loricariinae 

 

Loricariinae é a segunda subfamília mais numerosa em Loricariidae com 239 

espécies válidas (ESCHEMEYER; FONG, 2016) e os dados citogenéticos apontam uma 

grande diversidade tanto no que se refere ao número de cromossomos quanto à fórmula 

cariotípica (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005). Em Loricariidae, o 2n=54 

cromossomos é considerado característica primitiva (ARTONI; BERTOLLO, 2001), 

porém dentro de um único gênero, como Rineloricaria, por exemplo, há uma grande 

oscilação deste valor; de 2n=36 em Rineloricaria latirostris (GIULIANO-CAETANO, 

1998) a 2n=70 em Rineloricaria sp. (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005). Rosa et 

al. (2012) relataram que tanto fissões quanto fusões cêntricas, aliados a mecanismos de 

inversão e combinações gaméticas, poderiam explicar a variação do 2n. 

Outra característica cromossômica importante para espécies deste gênero é a 

grande quantidade de variações inter e intrapopulacionais (ALVES; OLIVEIRA; 

FORESTI, 2005). Rosa et al. (2012) estudando duas populações de Rineloricaria cf. 

lima na nascente do rio Ribeira na região sul do Brasil observaram um polimorfismo 

numérico e estrutural com variação do número diploide (2n=66 a 2n=70), número de 

braços, distribuição da heterocromatina, número e localização de sítios  do DNA 

ribossomal (rDNA) 5S, além da presença de sítios teloméricos intersticiais. 

 

1.2.3 Subfamília Hypoptopomatinae 

 

A subfamília Hypoptopomatinae é composta atualmente por 52 espécies válidas 

(ESCHEMEYER; FONG, 2016), sendo poucos os estudos citogenéticos realizados 

nesta subfamília. No entanto, o número diploide de 54 cromossomos e regiões 

organizadoras de nucléolo (RONs) intersticiais têm sido encontradas em quase todas as 

espécies (ANDREATA et al., 2000;  KAVALCO et al., 2005). As exceções são para 

Hisonotus gibbosos com 2n=58 cromossomos (ANDREATA et al., 2000) e Otocinclus 

aff. vestitus com 2n=72 cromossomos (ANDREATA et al., 1994), sendo assim um 

grupo bastante conservado do ponto de vista cariotípico (CAMILO, 2004). 
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Estudando populações de Parotocinclus maculicauda na bacia hidrográfica do 

rio Ribeira, Ziemniczak et al. (2012) encontraram 2n=54 cromossomos e NF 108 com 

heterocromatina distribuída preferencialmente nas regiões pericentroméricas dos pares 

4, 11, 14, 16, 17 e 18, além de estar localizada no braço longo do par 12 em região 

proximal e terminal. As regiões organizadoras de nucléolo (RONs) foram localizadas na 

região intersticial do braço longo do par 12. Também foram localizados os sítios 

cromossômicos dos genes ribossomais 5S e 18S, os quais se apresentaram sintênicos e 

adjacentes. 

 

1.2.4 Subfamília Neoplecostominae 

 

Em Neoplescotominae são descritas 58 espécies (ESCHEMEYER; FONG, 

2016) agrupadas em seis gêneros: Neoplecostomus, Isbrueckerichthys, Kronichthys, 

Pareiorhaphis, Pareiorhina e Pseudotocinclus (ARMBRUSTER 2004; CHIACHIO; 

OLIVEIRA; MONTOYA-BURGOS, 2008; ROXO; OLIVEIRA; ZAWADZKI, 2012). 

Estas espécies encontram-se distribuídas em regiões de drenagem na região sudoeste da 

América do Sul, desde o Rio Grande do Sul até a Bahia, exceto Pareiorhaphis regani, a 

qual ocorre no rio Negro (Bacia Amazônica) (FERRARIS JÚNIOR, 2007; ROXO et al., 

2014). 

A citogenética do grupo tem demonstrado um 2n=54 cromossomos estável, além 

de sítios de rDNA 5S e 18S sintênicos, características compartilhadas com o grupo 

irmão Trichomycteridae e considerados como primitivos para o grupo (ZIEMNICZAK 

et al., 2012). Entre as principais variações cariotípicas descritas para esta subfamília 

estão as alterações de fórmula cariotípica, de número de sítios de rDNA, além de 

variações em relação aos blocos de heterocromatina (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 

2005; ZIEMNICZAK et al., 2012).  

 

1.3 GÊNERO Neoplecostomus: ASPECTOS GERAIS E CITOGENÉTICOS 

 

O gênero Neoplecostomus é endêmico da América do Sul e inclui atualmente 16 

espécies, sendo 8 destas pertencentes à bacia do rio Paraná (Tabela 1) (LANGEANI, 

1990; ANDRADE, 2012). Compreende espécies de tamanho pequeno (até 15 cm) e 

seus representantes são encontrados na região sul e sudeste do Brasil em pequenos 

riachos de águas claras e rasas, com correnteza forte a moderada e fundo com 
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pedregulhos e, às vezes, arenoso (LANGEANI, 1990; PEREIRA; REIS, 2002; 

PEREIRA; OYAKAWA, 2003). Espécies desse gênero são diagnosticadas por possuir o 

lábio inferior com duas ou três séries de papilas bem desenvolvidas e proeminentes após 

cada série de dentes e por possuir o ventre recoberto parcialmente por um escudo, entre 

as nadadeiras peitorais e pélvicas, formado por pequenas placas e limitado por áreas 

nuas (LANGEANI, 1990). 

 

Tabela 1: Relação das espécies descritas de Neoplecostomus (até o presente momento) 

e suas áreas de distribuição. 

Espécie Localidade Autores 

N. granosus bacia do rio Atlântico Leste Cuvier; Valenciennes (1840) 

N. microps bacia do rio Paraíba do Sul Steindachner (1877) 

N. paranensis bacia do rio Paraná Langeani (1990) 

N. franciscoensis bacia do rio São Francisco Langeani (1990) 

N. espiritosantensis bacia do Atlântico Leste Langeani (1990) 

N. ribeirensis bacia do rio Ribeira de Iguape Langeani (1990) 

N. variipictus bacia do rio Paraíba do Sul Bizerril (1995) 

N. corumba bacia do rio Paraná Zawadzki; Pavanelli; Langeani (2008) 

N. selenae bacia do rio Paraná Zawadzki; Pavanelli; Langeani (2008) 

N. yapo bacia do rio Paraná Zawadzki; Pavanelli; Langeani (2008) 

N. botucatu bacia do rio Paraná Roxo; Oliveira; Zawadzki (2012) 

N. bandeirante bacia do rio Paraná Roxo; Oliveira; Zawadzki (2012) 

N. langeanii bacia do rio Paraná Roxo; Oliveira; Zawadzki (2012) 

N. jaguari bacia do rio Paraná Andrade; Langeani (2014) 

N. doceensis 

N. paraty 

bacia do rio Doce 

bacia do Atlântico Leste 

Roxo et al. (2014) 

Cherobim; Lazzarotto; Langeani (2016) 

Fonte: Andrade (2012) com modificações. 

 

Embora as espécies desse gênero sejam bastante semelhantes entre si, 

normalmente elas apresentam algumas características morfológicas distintas, como 

caracteres morfométricos e padrões de coloração (LANGEANI, 1990; ZAWADZKI et 

al., 2004; ZAWADZKI; PAVANELLI; LANGEANI, 2008). A espécie N. paranensis é 

caracterizada principalmente pela ausência ou redução da nadadeira adiposa 

(LANGEANI, 1990) o que não ocorre, por exemplo, com N. corumba, N. selenae e N. 
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yapo onde todas apresentam a nadadeira adiposa bem desenvolvida (ZAWADZKI; 

PAVANELLI; LANGEANI, 2008).  

Algumas espécies apresentam dimorfismo sexual como é o caso de N. jaguari. 

Machos apresentam papilas urogenitais visíveis o que não ocorre nas fêmeas. Já as 

fêmeas apresentam maior largura mandibular com dentes mais longos e finos e mais 

curtos e robustos nos machos (ANDRADE; LANGEANI, 2014). 

Até o ano de 2015, os dados citogenéticos para as espécies deste gênero estavam 

disponíveis apenas para N. microps, N. paranensis e N. yapo. Os estudos cariotípicos 

nestas espécies demonstraram o número diploide de 54 cromossomos e uma aparente 

conservação cariotípica (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005; KAVALCO et al., 

2005).  

Em um estudo citogenético realizado por Kavalco et al. (2004a) para a região da 

bacia do rio Paraíba do Sul, N. microps apresentou 2n=54 cromossomos 

(24m+20sm+10st) e NF 108. Foi observada pouca heterocromatina constitutiva, restrita 

a região intersticial dos pares dos cromossomos 14 e 25. Com a técnica de tripla 

coloração (cromomicina/distamicina/DAPI), foi possível observar que essas regiões 

heterocromáticas apresentaram sinal positivo após a coloração com cromomicina, 

evidenciando regiões GC ricas. Com DAPI não houveram evidências de regiões AT 

ricas.  

Espécimes de N. yapo coletados no rio Verde (bacia do rio Tibagi) foram 

estudados por Ziemniczak et al. (2012), onde observaram um 2n de 54 cromossomos 

(22m+22sm+10st) com NF 108. Também blocos heterocromáticos foram evidenciados 

no braço longo dos pares 10 e 24 e bandas menos evidentes em região centromérica de 

outros cromossomos. As RONs foram localizadas na região intersticial do braço longo 

do par 10, onde foi localizado o rDNA 18S e um sítio de rDNA 5S foi localizado em 

região intersticial do braço longo do par de cromossomos 24. 

 Neoplecostomus yapo também foi estudado citogeneticamente na região de 

Londrina e Califórnia (Paraná) por Rubert et al. (2010), onde apresentou 2n=54 

(22m+20sm+12st-a), com a presença de constrição secundária na região intersticial do 

braço longo do par 12. A impregnação por nitrato de prata detectou RONs simples nos 

pares dos cromossomos 12. Quanto à distribuição da heterocromatina as bandas 

positivas localizaram-se na região pericentromérica de um par st-a e no par 12, 

provavelmente associada às regiões organizadoras de nucléolo. 



Programa de Pós-Graduação em Biologia Evolutiva                             20 

 

1.4 DNA Barcoding 

 

Historicamente os dados morfológicos foram os primeiros a serem utilizados para 

a identificação de espécies, pois foram os primeiros disponíveis aos pesquisadores que 

começaram com a sistematização do conhecimento sobre os seres vivos. Com o avanço 

da ciência e o aumento do número de espécies estudadas, novas fontes de dados foram 

adicionadas aos processos de descrição e classificação das espécies. Atualmente, 

caracteres fisiológicos, embriológicos, comportamentais e moleculares auxiliam como 

ferramentas adicionais aos dados morfológicos clássicos à descrição de espécies 

(PEREIRA; OLIVEIRA, 2015). 

Utilizar métodos moleculares para identificar espécies apresenta algumas 

vantagens com relação ao método tradicional, embora não vise à substituição deste e 

sim complementariedade entre ambos. Podemos destacar que o método molecular é 

rápido e tem se tornado menos custoso nos últimos anos. Pode ser utilizado para a 

identificação a partir de qualquer estágio de vida, especialmente com os que passam por 

diversos estágios, como por exemplo, insetos e plantas. Além disso, tem facilitado a 

identificação de espécies muito semelhantes morfologicamente (HEBERT et al., 2003; 

PEREIRA; OLIVEIRA, 2015). 

Diversos procedimentos moleculares têm sido utilizados com o intuito de 

identificar espécies. A técnica de eletroforese de aloenzimas é uma delas e tem 

contribuído em estudos de interpretação de variabilidade genética. Esta técnica é útil na 

discriminação de populações de alguns gêneros de peixes, como por exemplo, em 

Neoplecostomus (LUCENA et al., 2012; PHILIPPSEN et al., 2009) e Oligosarcus 

(SANTOS; RENESTO, 2013). 

Em um estudo realizado por Zawadzki et al. (2004) utilizando a técnica de 

eletroforese de aloenzimas, analisaram duas populações de Neoplecostomus, uma do 

Rio Corumbá (Caldas Novas-MG) e outra de tributário do rio Paranapanema (Botucatu-

SP). Foram encontrados seis locus diagnósticos e a divergência genética com diferenças 

significativas entre amostras das duas localidades, sugerindo que os espécimes da 

população do rio Corumbá poderiam representar uma nova espécie.  

Embora as ferramentas moleculares tenham fornecido novas oportunidades de 

estudo, principalmente na biologia evolutiva, o uso de diferentes técnicas e/ou genes, 

para diferentes grupos taxonômicos, inviabilizava a criação de um sistema universal de 

identificação molecular de espécies (PEREIRA; OLIVEIRA, 2015). Com o intuito de 
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solucionar essa problemática, Herbert e colaboradores no ano de 2003 propuseram o uso 

de uma metodologia denominada DNA Barcoding utilizando um fragmento da 

subunidade 1 do gene mitocondrial citocromo c oxidase (COI ou Cox1). O fundamento 

básico deste método está na busca da variabilidade existente entre as sequências de 

DNA de um mesmo gene devido ao acúmulo de mutações ao longo da história evolutiva 

(HERBERT et al., 2003). 

A mitocôndria possui um genoma próprio, conhecido como DNA mitocondrial 

(mtDNA). O mtDNA animal é uma molécula circular, cujo tamanho varia de 16 a 20 

mil nucleotídeos. Apresenta um conteúdo gênico conservado, porém com divergência 

rápida. (BILLINGTON; HERBERT, 1991). Possui 13 genes codificantes de proteínas, 

dois RNA ribossômicos, 22 RNA transportadores e uma região conhecida como “região 

controle” responsável pelo processo de transcrição e replicação da molécula (PEREIRA; 

OLIVEIRA, 2015). 

Esta metodologia foi denominada DNA Barcoding, em analogia ao sistema de 

identificação de produtos utilizando códigos de barras. Da mesma forma que um 

produto é identificado por sua combinação única e exclusiva de código de barras, uma 

espécie poderia ser identificada por uma combinação única e exclusiva de nucleotídeos 

desse fragmento de aproximadamente 650 pares de base (pb) do gene COI (HEBERT et 

al., 2003). Essa combinação é oriunda do acúmulo de mutações no decorrer da história 

evolutiva de cada espécie que pode gerar variações nas sequências de DNA. Sabendo 

então que as histórias evolutivas são independentes e que o processo de mutação é 

aleatório, uma sequência de nucleotídeos poderia ser capaz de identificar uma espécie 

(PEREIRA; OLIVEIRA, 2015). 

O mtDNA animal reúne várias características que o tornam um marcador 

adequado para estudos evolutivos como por exemplo, sua alta taxa de evolução, a qual 

acredita ser 10 vezes superior à de um gene nuclear. Isso se deve a baixa capacidade de 

reparo da enzima DNA polimerase e a alta exposição da molécula de DNA aos agentes 

oxidativos que são gerados durante o processo de respiração celular (BROWN; 

GEORGE JÚNIOR; WILSON, 1979). Além disso, os genes mitocondriais não possuem 

íntrons (espaçadores gênicos), os quais, usualmente atrapalham as análises dos 

segmentos de DNA, pela grande variação existente nesses segmentos. Outra 

característica favorável é o fato deste DNA ser haplóide, ou seja, possui apenas uma 

cópia do material genético em comparação ao genoma nuclear (PEREIRA; OLIVEIRA, 

2015). 
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As sequências de DNA dentro de uma espécie (variação intraespecífica) devem 

ser mais semelhantes entre si do que quando comparadas em espécies diferentes 

(variação interespecífica) (HERBERT et al., 2003). Na maioria dos casos é o que 

ocorre, porém existem exceções. A hibridação entre espécies pode criar uma incerteza 

taxonômica, já que a herança do gene COI é materna e neste caso a geração híbrida teria 

o DNA mitocondrial de uma espécie (WARD et al., 2005). 

As diferenças observadas entre as variações intra e interespecíficas é 

denominada de “Barcoding gap” o qual pode variar de acordo com o grupo de estudo. 

A primeira proposta sugeriu que este valor deve ser de pelo menos 10 vezes o valor da 

média de divergência intraespecífica (HEBERT et al., 2004). Outra proposta, mais 

utilizada, baseada em análises estatísticas, sugere que se um espécime desconhecido 

apresentar um valor de divergência genética maior que 2% em relação a um espécime 

conhecido, esse espécime terá 95% de probabilidade de representar uma espécie 

diferente (WARD et al., 2009). 

Inicialmente, a proposta de usar o DNA Barcoding era padronizar o processo de 

identificação de espécies usando um único segmento de DNA de um único gene. Porém, 

se fez necessário a busca por segmentos alternativos para grupos nos quais o COI não 

foi resolutivo. Alguns grupos de espécies, por exemplo, apresentam baixa taxa de 

evolução deste gene, apresentando valores de divergência genética tão baixa que 

impedem sua discriminação (WARD et al., 2009). Por esse motivo, para fungos está 

sendo utilizado além do COI, um fragmento do espaçador transcrito interno do DNA 

ribossômico. Para alguns grupos de insetos, o gene 28S tem demonstrado melhor 

desempenho. No caso das plantas, genes do cloroplasto matk, rbcla e rbclb tem sido 

utilizados (PEREIRA; OLIVERA, 2015). 
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

Atualmente, há evidências de espécies ainda não descritas para Neoplecostomus 

provenientes do alto rio Paraná, do rio Iguaçu e de rios litorâneos brasileiros. Algumas 

destas evidências são oriundas de estudos moleculares, investigações osteológicas e 

ocorrência de dimorfismo sexual em dentição. As espécies desse gênero são 

morfometricamente semelhantes e poucos caracteres morfológicos são úteis para 

distingui-los. Além disso, alguns estudos citogenéticos também já foram realizados para 

este gênero e os resultados sugerem uma constituição cariotípica estável e conservada. 

Portanto, devido à similaridade morfológica e cariotípica outros caracteres são 

necessários para auxiliar na identificação e caracterização de novas espécies neste 

grupo. Outras abordagens principalmente genéticas e bioquímicas podem servir como 

ferramentas auxiliares para a taxonomia. Com isso, a avaliação citogenética e molecular 

em diferentes populações de Neoplecostomus podem ser mais uma ferramenta na 

análise da biodiversidade deste gênero. 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

 Estudar a diferenciação cariotípica e a diversificação genética no gênero 

Neoplecostomus nas bacias hidrográficas do rio Tibagi, Iguaçu, Cinzas e Itararé com 

vistas ao entendimento da evolução cariotípica e descrição da biodiversidade. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Caracterizar através de técnicas citogenéticas convencionais e moleculares os 

espécimes coletados em afluentes da bacia do rio Paraná; 

 Estimar através da técnica de DNA Barcoding a divergência nucleotídica e 

distância genética entre as espécies e entre seus respectivos grupos; 

 Demonstrar através de dados de variância molecular (AMOVA), de redes 

haplotípicas e Análise Bayesiana se as populações estão estruturadas e qual o 

nível de estruturação destas; 

 Comparar e correlacionar os dados obtidos com os disponíveis na literatura para 

entendimento da evolução cariotípica do gênero. 
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3.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAL 

 
3.1.1 Coletas e procedimentos 

 

Foram realizadas coletas de Neoplecostomus em quatro rios pertencentes a 

diferentes bacias hidrográficas no estado do Paraná (Figura 1). No rio Pinhão 

(25°35’49.52” S, 51°40’43.85” O), município de Pinhão-PR pertencente à bacia 

hidrográfica do Iguaçu foram amostrados 14 exemplares de Neoplecostomus sp. 1 (6 

machos e 8 fêmeas). No rio Samambaias (24°13’16.84” S, 49°39’38.11” O), município 

de Jaguariaíva-PR, bacia hidrográfica do rio Itararé foram amostrados 10 exemplares de 

Neoplecostomus cf. botucatu (6 machos e 4 fêmeas). Já no rio das Pedras (24°07’40.30” 

S, 50°14’11.55” O), município de Ventania-PR, bacia hidrográfica do rio das Cinzas 

foram amostrados 21 exemplares de Neoplecostomus sp. 2 (11 machos e 10 fêmeas). No 

rio São João (24°53’46.61” S, 50°12’36.36” O), município de Carambeí-PR, bacia 

hidrográfica do rio Tibagi, foram amostrados 15 exemplares de Neoplecostomus yapo (5 

machos e 10 fêmeas) (Figura 2). 

Os peixes foram coletados na natureza com licença do Ministério do Meio 

Ambiente (MMA)/ Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade 

(ICMBio) (Anexo 1) fazendo uso de peneiras e tarrafas. Após a captura, os exemplares 

foram acondicionados em recipientes com água e posteriormente encaminhados ao 

laboratório de Biologia Cromossômica: Estrutura & Função (Chromosome Biology: 

Structure & Function) da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Campus Uvaranas, 

onde permaneceram em aquários aerados até a realização das técnicas. Os 

procedimentos estão de acordo com o Comitê de Ética do uso de animais da 

Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo 8782/2016) (Anexo 2). 

 

3.2 MÉTODOS 
 

3.2.1 Análises citogenéticas convencionais 

 

Para a análise cromossômica foi necessária a obtenção de células metafásicas, 

tanto em qualidade como em quantidade. O rim possui função hematopoiética, ou seja, 

produzir células sanguíneas (tanto as de defesa como as de transporte de O2/CO2). 

Sendo assim, foi injetado uma solução de fermento (0,5 gramas de fermento biológico, 

1,5 gramas de dextrose e completado com 6 mL de água) na região ventral do animal 
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com a intenção de induzir um aumento na frequência no número de mitoses, através da 

técnica de Suspensão de levedura de Cavallini e Bertollo (1988). Após 24 horas da 

aplicação deste indutor, injetou-se intraperitonialmente uma solução de colchicina 

(0,025%) na proporção de 1mL/100g de peso do animal para obter células em fase de 

metáfase. 

Após 45 minutos da aplicação da colchicina o animal foi anestesiado e 

posteriormente eutanasiado. Foram retiradas amostras de fígado para estudos 

moleculares, as quais foram preservadas em etanol absoluto e mantidas a -20°C. 

Também foram retiradas amostras do rim para estudos citogenéticos de acordo com a 

técnica de Bertollo, Takahashi e Moreira-Filho (1978) (Anexo 3). Os exemplares foram 

fixados em solução de formol 10% e preservados em álcool 70%.  

 A detecção da heterocromatina constitutiva foi realizada de acordo com a técnica 

descrita por Sumner (1972) (Anexo 4). Esta técnica permite a observação de regiões 

específicas em que o cromossomo apresenta DNA altamente repetitivo e, por isso, são 

detectadas regiões mais escuras nos cromossomos correspondentes às regiões 

condensadas.  

 

3.2.2 Análises citogenéticas moleculares 

 

Nas análises moleculares foram utilizadas sondas de rDNA 18S e 5S para a 

localização dos seus respectivos sítios cromossômicos nas populações estudadas através 

da técnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization) (Anexo 5). A sonda do rDNA 

5S foi isolada através do genoma total de Neoplecostomus yapo com os primers 

5SA_forward: 5’ TACGCCCGATCTCGTCCGATC 3’ e 5SB_reverse: 5’ 

CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC 3’. Já a sonda do rDNA 18S foi isolada a partir do 

DNA nuclear de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI JÚNIOR, 2004) 

clonado em Escherichia coli e obtido através da técnica de mini preparação plasmidial 

(Anexo 6). Ambas as sondas foram marcadas pela técnica de PCR (Polymerase Chain 

Reaction) utilizando nucleotídeos marcados biotina 16-dUTP (Roche) (Anexo 7) e 

digoxigenina 11-dUTP (Roche) (Anexo 8).  

Posteriormente a esse processo, as sondas foram submetidas à FISH. O protocolo 

geral da FISH sob alta condição de estringência (2,5 ng/μL sonda, 50% formamida, 2 x 

SSC, 10% sulfato dextrano, 37°C por 16 h) segue o procedimento geral descrito por 

Pinkel, Straume e Gray (1986). Para a detecção das sondas foram utilizados os 

anticorpos streptavidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) e Anti-
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digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos 

foram contracorados com DAPI (0,2 μg/mL) em meio de montagem Vectashield 

(Vector) e analisados no microscópio de epifluorescência Zeiss Axio Imager A2 

acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl Zeiss®) em Câmera Zeiss AxioCam MRm 

de Captura Monocromática com sensor CCD e resolução de 1.4 megapixels. 

 

3.2.3 Montagem dos cariótipos 
 

Depois de capturadas, as fotografias dos cromossomos foram recortadas e 

organizadas em cariótipos com uso do software Adobe Photoshop CC 2015, onde os 

homólogos foram pareados e dispostos em grupos metacêntrico (m), submetacêntrico 

(sm), subtelocêntrico (st) e acrocêntrico (a). A classificação cromossômica adotada foi a 

proposta por Levan, Fredga e Sandberg (1964) onde o limite de relação de braços (RB), 

braço maior/braço menor, estabelecido é: RB= 1,00 - 1,70 / (m); RB= 1,71 - 3,00 / (sm); 

RB= 3,01 - 7,00/ (st) e RB= maior que 7,00 / (a). Na determinação do NF, os 

cromossomos metacêntricos, submetacêntricos e subtelocêntricos foram considerados 

com dois braços cromossômicos e os cromossomos acrocêntricos com apenas um braço. 

3.2.4 Extração de DNA e PCR 

 

 Para a extração de DNA genômico, foram utilizadas amostras de fígado 

armazenadas e preservadas em etanol absoluto seguindo o método CTAB 

cetyltrimethylammonium bromide de Murray e Thompson (1980) (Anexo 9). Após a 

extração, foi verificada a integridade do DNA em gel de agarose 1% e as amostras 

quantificadas em um Nanovue (GE Healthcare). Foram diluídas amostras de DNA para 

a utilização na técnica de PCR, onde foram amplificados fragmentos do gene (COI) 

utilizando-se os primers: Fish F1 5’ TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’ e 

Fish R1 5’ TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’ (Anexo 10).  

 Após a amplificação, o resultado da PCR foi verificado em gel de agarose 1%, 

onde foram observadas bandas únicas entre 600 e 700 pares de base. As amostras foram 

então purificadas com kit PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) 

seguindo as recomendações do fabricante e enviadas para o sequenciamento 

nucleotídico realizado pela empresa ACTGene Análises Moleculares (disponibilizado 

pela empresa Ludwig Biotec), utilizando-se o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems). 
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3.2.5 Análise dos dados 

 

 Todas as sequências obtidas para a espécie foram inicialmente analisadas com o 

software Geneious 8.1.9 (KEARSE et al., 2012). As sequências foram então alinhadas 

usando o algoritmo ClustalW implementado no Geneious, onde foram checados 

possíveis erros no sequenciamento comparando com os dados já depositados no 

GenBank (NCBI) através da ferramenta BLAST. Para o cálculo das distâncias genéticas 

foi utilizado o software MEGA 7.0.14 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), 

utilizando o modelo de evolução de Kimura-2-Parâmetros (K2P) (KIMURA, 1980). 

Para a análise de fluxo gênico e diversidade haplotípicas (h) e nucleotídica (π) foi 

utilizado o software DnaSP (LIBRADO; ROZAZ, 2009) e para a análise da 

estruturação populacional e análise molecular de variância (AMOVA) (EXCOFFIER; 

SMOUSE; QUATTRO, 1992) foi utilizado o software Arlequin 3.5.2.2 (EXCOFFIER; 

LISHCER, 2010). Utilizando o programa PopArt 1.7 foram geradas redes de haplótipos 

através do critério de median joining (LEIGH; BRYANT, 2015). As análises de 

estruturação foram feitas através das atribuições de cada indivíduo às populações 

utilizando inferência Bayesiana, usando os softwares Structure 2.3.4 (PRITCHARD; 

STEPHENS; DONNELLY, 2000) e Bayasian Analysis of Population Structure - BAPS 

6 (CORANDER et al., 2004; CORANDER; MARTTINEN, 2006). A árvore de 

inferência bayesiana for gerada com o programa MrBayes 3.2 (HUELSENBECK; 

RONQUIST, 2001; RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). 
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4. RESULTADOS 

 

Os resultados estão organizados em um capítulo correspondente ao artigo 

científico: 

CAPÍTULO I 

Estabilidade cariotípica e divergência genética em Neoplecostomus (Siluriformes: 

Loricariidae) em afluentes do rio Paraná 
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Estabilidade cariotípica e divergência genética em Neoplecostomus (Siluriformes: 

Loricariidae) em afluentes do rio Paraná 

 

Resumo 

O gênero Neoplecostomus inclui 16 espécies válidas e distribuição pela bacia do rio 

Paraná, São Francisco e região Litorânea. No entanto, a diversidade neste grupo de 

peixes é subestimada. Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a diferenciação 

cariotípica e a diversificação genética em Neoplecostomus em diferentes bacias 

hidrográficas no estado do Paraná. Para isto, foram realizadas coletas de espécimes de 

Neoplecostomus sp. 1 no rio Pinhão (rio Iguaçu), Neoplecostomus cf. botucatu no rio 

Samambaias (rio Itararé), Neoplecostomus sp. 2 no rio das Pedras (rio das Cinzas) e N. 

yapo no rio São João (rio Tibagi). Foram obtidos valores 2n conservados de 54 

cromossomos, sendo 18m+20sm+16st e NF 108 para as quatro populações amostradas. 

O bandamento C detectou poucas regiões heterocromáticas. A hibridização in situ do 

gene ribossomal 18S demonstrou a localização do sítio ribossomal 45S em um único par 

cromossômico e, em dois sítios cromossômicos para o gene ribossomal 5S. Análises 

moleculares envolvendo fragmentos da subunidade 1 do gene mitocondrial citocromo c 

oxidase (COI) demonstraram uma distância genética variando de 4,7% a 9,9%, sem 

sobreposição de haplótipos e ausência de fluxo gênicos entre as espécies estudadas. Os 

resultados citogenéticos deste estudo evidenciam uma alta estabilidade cariotípica para 

as espécies de Neoplecostomus. Em adição, os resultados da distância genética para 

Neoplecostomus do rio Pinhão e do rio das Pedras são comparáveis a de espécies 

distintas neste gênero de peixes. Diante deste aspecto, é importante ressaltar a 

estabilidade cromossômica em Neoplecostominae e a importância de integrar os dados 

morfológicos, citogenéticos e moleculares para a determinação da biodiversidade do 

gênero. 
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Introdução 

Dados morfológicos, quer anatômicos, morfométrico e merísticos, assim como os 

de coloração são precursores nas ciências taxonômicas e sistemáticas. Entretanto, nas 

últimas décadas houve um aumento do número de espécies estudadas e novas formas de 

análise foram adicionadas aos processos de identificação e classificação das espécies. 

Atualmente, caracteres fisiológicos, embriológicos, comportamentais, moleculares e 

citogenéticos auxiliam como ferramentas adicionais aos dados morfológicos clássicos à 

descrição de espécies (PEREIRA; OLIVEIRA, 2015). 

Dados citogenéticos como o número e a morfologia dos cromossomos, o padrão 

de bandas, número e a posição dos sítios de DNAs ribossomais e a localização de DNAs 

repetitivos satélites identificam características compartilhadas e derivadas entre espécies 

próximas, os quais contribuem para o entendimento de espécies divergentes (VICARI et 

al., 2006; da SILVA et al., 2015; de OLIVEIRA et al., 2016), complexo de espécies 

(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991) padrões biogeográficos (VICARI et al., 2008; 

da ROSA et al., 2014) e na resolução de sinonímias (BELLAFRONTE; MARGARIDO; 

MOREIRA-FILHO, 2005). Em adição aos dados citogenéticos e morfológicos, também 

o uso de marcadores moleculares, os quais se baseiam na história evolutiva de 

sequências nucleares e organelares são muito utilizados na taxonomia e sistemática 

(PADIAL et al., 2010; SCHILICK-STEINER et al., 2010; TRAVENZOLI et al., 2015). 

Isto se deve ao fato de que essas metodologias buscam diretamente a variação ao nível 

da molécula de DNA, o que faz com que essas abordagens permitam a análise 

filogenética e de fluxo gênico principalmente (TORRES; MATOSO; ARTONI, 2004). 

Um dos genes utilizados para a identificação de espécies é a subunidade 1 do 

gene mitocondrial citocromo c oxidase (COI ou Cox1), proposto por Herbert e 

colaboradores no ano de 2003 e descrito como metodologia de DNA barcode. O 

fundamento básico deste método está na busca da variabilidade existente entre as 

sequências de DNA de um mesmo gene devido ao acúmulo de mutações ao longo da 

história evolutiva. Sendo assim, uma espécie poderia ser identificada por uma 

combinação única e exclusiva de nucleotídeos desse fragmento de aproximadamente 

650 pares de base (pb) do gene (HERBERT et al., 2003). 

Pertencente à família Loricariidae, subfamília Hypoptopomatinae e tribo 

Neoplecostomini, o gênero Neoplecostomus é endêmico da América do Sul e seus 

representantes estão distribuídos na região sul e sudeste do Brasil. O gênero inclui 

atualmente 16 espécies descritas para as bacias do rio Paraná, São Francisco e 
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Litorânea, sendo 8 destas pertencentes à bacia do rio Paraná (LANGEANI, 1990; 

ANDRADE, 2012). Espécies desse gênero são diagnosticadas por possuir o lábio 

inferior com duas ou três séries de papilas bem desenvolvidas e proeminentes após o 

dentário e por possuir a área ventral entre a origem das nadadeiras peitorais e a origem 

das nadadeiras pélvicas recoberta por um escudo formado por pequenas placas 

(LANGEANI, 1990). Estas espécies possuem tamanho pequeno, usualmente até 130 

mm de comprimento padrão, e habitam riachos de águas claras e rasas, com fundo 

pedregoso e correntezas fortes a moderadas (LUCENA et al., 2012; ROXO et al., 2012).  

As espécies de Neoplecostomus são bastante semelhantes entre si e normalmente 

apresentam algumas poucas e sutis características morfológicas diagnósticas. Enquanto 

que Neoplecostomus paranensis (Langeani, 1990) é caracterizada principalmente pela 

ausência ou redução da nadadeira adiposa (LANGEANI, 1990), N. selenae (Zawadzki, 

Pavanelli e Langeani, 2008) é diferenciada por odontódeos hipertrofiados nos lados do 

focinho. Outras populações, como aquelas evidenciadas por caracteres aloenzimáticos 

por Lucena et al. (2012) e por caracteres moleculares por Roxo et al. (2012) não 

apresentam caracteres morfológicos diagnósticos evidentes. 

Os estudos citogenéticos em exemplares da tribo Neoplecostomini evidenciaram 

uma estrutura cariotípica conservada e compartilhadas com o grupo irmão 

Trichomycteridae (ZIEMNICZAK et al., 2012). Dados cariotípicos para as espécies do 

gênero Neoplecostomus, Neoplecostomus microps, N. paranensis e N. yapo 

demonstraram o número diploide de 54 cromossomos e poucas variações em fórmulas 

cariotípicas (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005; KAVALCO et al., 2005; 

ZIEMNICZAK et al., 2012).  

Poucos são os estudos citogenéticos e moleculares em Neoplecostomini 

(ZIEMNICZAK et al., 2012) e existem evidências de espécies ainda não descritas para 

Neoplecostomus provenientes do alto rio Paraná (LUCENA et al., 2012; ROXO et al., 

2012). Neste contexto, devido à similaridade morfológica e cariotípica e a presença de 

poucos e sutis caracteres diagnósticos em Neoplecostomus, a adição de metodologias 

associadas podem contribuir para identificar e caracterizar novas espécies neste grupo. 

Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a diferenciação cariotípica e genética 

no gênero Neoplecostomus provenientes de quatro diferentes bacias hidrográficas no 

estado do Paraná. 
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Material e Métodos 

Foram realizadas coletas em quatro rios pertencentes a diferentes bacias 

hidrográficas no estado do Paraná (Figura 1). No rio Pinhão, município de Pinhão 

(25°35’49.52” S, 51°40’43.85” O), pertencente à bacia hidrográfica do Iguaçu foram 

amostrados 14 exemplares de Neoplecostomus sp. 1 (6 machos e 8 fêmeas). No rio 

Samambaias (24°13’16.84” S, 49°39’38.11” O), município de Jaguariaíva, bacia 

hidrográfica do rio Itararé foram amostrados 10 exemplares de Neoplecostomus cf. 

botucatu (6 machos e 4 fêmeas). Já no rio das Pedras (24°07’40.30” S, 50°14’11.55” 

O), município de Ventania, bacia hidrográfica do rio das Cinzas foram amostrados 21 

exemplares de Neoplecostomus sp. 2 (11 machos e 10 fêmeas). No rio São João 

(24°53’46.61” S, 50°12’36.36” O), município de Carambeí, bacia hidrográfica do rio 

Tibagi, foram amostrados 15 exemplares de Neoplecostomus yapo (5 machos e 10 

fêmeas) (Figura 2). Os peixes foram coletados na natureza com licença do Ministério do 

Meio Ambiente e Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade 

(MMA/ICMBio/SISBIO: 15117-1).  

As preparações citogenéticas seguiram a metodologia de Bertollo, Takahashi e 

Moreira-Filho (1978). A detecção da heterocromatina constitutiva foi realizada de 

acordo com a técnica descrita por Sumner (1972). Para as análises moleculares as 

lâminas foram submetidas a ensaios de FISH (Fluorescence in situ hybridization) de 

acordo Pinkel, Straume e Gray (1986) com sondas de DNA ribossômico 18S e 5S. A 

sonda do rDNA 5S foi isolada através do genoma total de um indivíduo de 

Neoplecostomus yapo com os primers 5SA_forward: 5’ 

TACGCCCGATCTCGTCCGATC 3’ e 5SB_reverse: 5’ 

CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC 3’. Já a sonda do rDNA 18S foi isolada a partir do 

DNA nuclear de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI JÚNIOR, 2004). 

Ambas as sondas foram marcadas pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) 

utilizando nucleotídeos marcados biotina 16-dUTP (Roche) e digoxigenina 11-dUTP 

(Roche).  

O protocolo geral da FISH utilizado foi sob alta condição de estringência (2,5 

ng/μL sonda, 50% formamida, 2xSSC, 10% sulfato dextrano, 37°C por 16 h). Para a 

detecção das sondas foram utilizados os anticorpos Streptavidina conjugada com Alexa 

Fluor 488 (Invitrogen) e Anti-digoxigenina conjugada com Rodamina (Roche Applied 

Science). Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2 μg/mL) em meio de 

montagem Vectashield (Vector) e analisados no microscópio de epifluorescência Zeiss 
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Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl Zeiss®) em Câmera Zeiss 

AxioCam MRm de Captura Monocromática com sensor CCD e resolução de 1.4 

megapixels. 

Depois de capturadas, as fotografias dos cromossomos foram recortadas e 

organizadas em cariótipos com uso do software Adobe Photoshop versão CC 2015, 

onde os homólogos foram pareados e dispostos em grupos metacêntrico (m), 

submetacêntrico (sm), subtelocêntrico (st) e acrocêntrico (a). A classificação 

cromossômica adotada foi a proposta por Levan, Fredga e Sandberg (1964). Na 

determinação do número fundamental (NF), os cromossomos metacêntricos, 

submetacêntricos e subtelocêntricos foram considerados com dois braços 

cromossômicos e os cromossomos acrocêntricos com apenas um braço. 

Para a extração de DNA genômico, foram utilizadas amostras de fígado seguindo 

o método CTAB cetyltrimethylammonium bromide de Murray e Thompson (1980). 

Após a extração, foi verificada a integridade do DNA em gel de agarose 1% e as 

amostras quantificadas em um Nanovue (GE Healthcare). Foram diluídas amostras de 

DNA para a utilização na técnica de PCR onde foram amplificados segmentos do gene 

mitocondrial citocromo c oxidase subunidade I (COI). A reação de amplificação da 

sequência COI foi realizada com a utilização dos primers denominados de Fish F1 e 

Fish R1 (WARD et al. 2005). A reação foi composta por 1x Taq Reaction buffer (200 

mM Tris pH 8.4, 500 mM KCl), 40 µM dNTPs, 2 mM MgCl2, 2 U de Taq DNA 

polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), 0.2 µM primers e 100 ng/mL de DNA molde. 

O programa da reação foi: desnaturação inicial por 2 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C 

por 1 min, 52°C por 40 s, 72 °C por 1 min e extensão final a 72 °C por 10 min.  

 Após a amplificação, o resultado da PCR foi verificado em gel de agarose 1%, 

onde foram observadas bandas únicas entre 600 e 700 pares de base. As amostras foram 

então purificadas com kit PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) 

seguindo as recomendações do fabricante e submetidas ao sequenciamento nucleotídico, 

utilizando-se o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

 Todas as sequências obtidas para a espécie foram inicialmente analisadas com o 

software Geneious 8.1.9 (KEARSE et al., 2012). As sequências foram então alinhadas 

usando o algoritmo ClustalW implementado no Geneious, onde foram checados 

possíveis erros no sequenciamento comparando com os dados já depositados no 

GenBank (NCBI) através da ferramenta BLAST. Para o cálculo das distâncias genéticas 

foi utilizado o software MEGA 7.0.14 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), 
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utilizando o modelo de evolução de Kimura-2-Parâmetros (K2P) (KIMURA, 1980). 

Para a análise de fluxo gênico e diversidade haplotípicas (h) e nucleotídica (π) foi 

utilizado o software DnaSP (LIBRADO; ROZAZ, 2009) e para a análise da 

estruturação populacional e análise molecular de variância (AMOVA) (EXCOFFIER; 

SMOUSE; QUATTRO, 1992) foi utilizado o software Arlequin 3.5.2.2 (EXCOFFIER; 

LISHCER, 2010). Utilizando o programa PopArt 1.7 foram geradas redes de haplótipos 

através do critério de median joining (LEIGH; BRYANT, 2015). As análises de 

estruturação foram realizadas através das atribuições de cada indivíduo às populações 

utilizando inferência bayesiana, usando os softwares Structure 2.3.4 (PRITCHARD; 

STEPHENS; DONNELLY, 2000) e Bayasian Analysis of Population Structure - BAPS 

6 (CORANDER et al., 2004; CORANDER; MARTTINEN, 2006). A árvore de 

inferência bayesiana foi gerada com o programa MrBayes 3.2 (HUELSENBECK; 

RONQUIST, 2001; RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). 

 

Resultados 

 

1. Análises citogenéticas 

Foi encontrado o número diploide de 54 cromossomos para as espécies de 

Neoplecostomus analisadas (rios Pinhão, Samambaias, Pedras e São João). A fórmula 

cariotípica (18m+20sm+16st) e número fundamental de 108 também foram os mesmos 

para as espécies amostradas (Figura 3). O bandamento C detectou poucas regiões 

heterocromáticas para as quatro populações, entre eles blocos no braço longo do par 

submetacêntrico 10 e na região pericentromérica do par subtelocêntrico 25, além de 

bandas menos evidentes em outros cromossomos (Figura 4).  

A hibridização in situ do gene ribossomal 18S demonstrou a localização do sítio 

ribossomal 45S no par submetacêntrico 10 em região intersticial do braço longo para as 

quatro espécies amostradas. Por sua vez, a localização in situ do rDNA 5S demonstrou 

dois sítios cromossômicos: na região subterminal do cromossomo submetacêntrico 11 e 

na região proximal do par subtelocêntrico 24 (Figura 5). 

 

2. Análises moleculares 

 Foram amplificadas e sequenciadas vinte e um fragmentos do gene citocromo c 

oxidase subunidade I (COI) de diferentes indivíduos de Neoplecostomus, sendo cinco 

do rio Pinhão, Samambaias e Pedras e seis do rio São João. As sequências não 
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mostraram inserções, deleções, códon de parada (stop codons) ou erros do 

sequenciamento. As vinte e uma sequências obtidas apresentaram 653 nucleotídeos com 

154 sítios variáveis, diversidade nucleotídica π= 0,06934. O número de haplótipos 

considerados foi 21 com diversidade haplotípicas de h= 1,00000. 

A divergência genética K2P entre Neoplecostomus cf. botucatu do rio 

Samambaias e Neoplecostomus sp. 2 do rio das Pedras foi de 4,7%, entre 

Neoplecostomus cf. botucatu e Neoplecostomus sp. 1 do rio Pinhão foi de 8,3% e entre 

Neoplecostomus cf. botucatu e N. yapo foi de 9,9%. Entre Neoplecostomus sp. 2 e 1 a 

divergência foi de 7,4%, entre Neoplecostomus sp. 2 e N. yapo de 9,2% e entre 

Neoplecostomus sp. 1 e N. yapo 8,3% (Tabela 1). Além disso, foram comparadas as 

vinte e uma sequências deste estudo com sequências depositadas no BOLD (The 

Barcode of Life Data System) das espécies N. botucatu, N. selenae, N. paranensis e N. 

yapo (Tabela 2). Os resultados demonstram que as sequências das espécies do rio 

Samambaias e das Pedras apresentam similaridade acima de 95% com Neoplecostomus 

botucatu. Por sua vez, as sequências das espécies do rio São João e Pinhão apresentam 

similaridade acima de 95% com Neoplecostomus yapo. 

A análise da árvore de neighbor joining (Figura 6) agrupou algumas sequências 

de espécies diferentes em um mesmo clado, como ocorreu com a sequência 

Pedras_4664 do rio das Pedras inserida no ramo da espécie do rio Samambaias e as 

sequências Pinhão_4716 e Pinhão_4718 do rio Pinhão inseridas entre o ramo do rio São 

João. Os valores de bootstrap de clados variaram de 15 a 97%. A análise Bayesiana 

(Figura 7), considerando o modelo de substituição HKY+G (HASEGAWA; KISHINO; 

YANO, 1985) gerado pelo Modeltest, evidenciou quatro ramos consistentes: 

Neoplecostomus sp. 1 do rio Pinhão (bacia do Rio Iguaçu); Neoplecostomus cf. botucatu 

do rio Samambaias (Itararé); Neoplecostomus sp. 2 do rio das Pedras (Cinzas) e 

Neoplecostomus yapo do rio São João (Tibagi). Os valores de probabilidade posterior 

variaram de 55 a 100%. Hemipsilichthys gobio foi utilizada como outgroup para 

enraizamento da árvore e mostrou possuir um ancestral comum com todas as espécies 

analisadas, se situando fora do grupo de interesse. 

As sequências barcode de Neoplecostomus obtidas foram utilizadas também para 

a construção de uma rede de haplótipos. Essa rede evidencia que não há sobreposição de 

haplótipos entre as espécies e que os haplótipos de uma mesma espécie são mais 

próximos entre si quando comparados às demais (Figuras 8 e 9). Através dos dados da 

análise de variância molecular (AMOVA), foi possível verificar o valor de variância 
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entre dos grupos de 13,30% e dentro dos grupos de 66,55% com um valor de 

ΦST=0.33450 (Tabela 3).  

Com relação às análises de inferência de estruturação populacional, a análise 

gerada no BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure) indicou que não há 

sobreposição das sequências, indicando dois grupos: Samambaias e Pedras (Vermelho) 

e Pinhão e São João (Verde) (Figura 10). Apenas a sequência A03 do rio São João não 

foi incluída em nenhum grupo. Na análise de inferência de estruturação populacional 

gerada Structure considerando k=2 (2 grupos) também foram observados dois grupos: 

Samambaias e Pedras (Vermelho) e Pinhão e São João (Verde) (Figura 11). A 

probabilidade de atribuição das sequências foi próxima de 90%. Quando considerado 

k=3, também foi observado o grupo Samambaias e Pedras (Verde), São João 

(Vermelho) e Pinhão (Azul) (Figura 12), sendo que algumas sequências não ficaram 

definidas em grupos distintos, principalmente entre Pinhão e São João. Sequências do 

rio Pinhão apresentam 50-60% de atribuição ao grupo São João e sequências do rio São 

João com até 40% de atribuição ao grupo Pinhão. 

 

Discussão 

A citogenética tem auxiliado nos últimos anos a caracterizar geneticamente 

diversas famílias de peixes e tem demonstrado algumas tendências cariotípicas em cada 

uma delas (ZIEMNICZAK et al., 2012). Dentro de Loricariidae, algumas subfamílias 

apresentam tendência ao aumento ou redução do número cromossômico, como é o caso 

de Hypostominae, onde poucas espécies apresentam o número diploide basal de 54 

cromossomos (MARIOTTO et al., 2011; BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 

2012). Em subfamílias mais diversificadas como, por exemplo, Loricariinae, os dados 

citogenéticos apontam uma grande diversidade tanto no que se refere ao número de 

cromossomos quanto à fórmula cariotípica (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005). Na 

tribo Hypoptopomatini poucas espécies apresentaram variação do número diploide basal 

(ANDREATA et al., 2000) e em Neoplecostomini, até o momento, todas conservam 

este valor (ZIEMNICZAK et al., 2012). 

Os estudos citogenéticos realizados demonstram que as espécies pertencentes à 

Neoplecostomus apresentam estruturas cariotípicas similares, sugerindo uma aparente 

conservação cariotípica. Além da organização cariotípica conservada, os exemplares do 

gênero Neoplecostomus são próximos morfologicamente, apesar de formar populações 

com suposta baixa vagilidade e com tendências ao isolamento em cabeceiras dos rios. 
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Porém, vale ressaltar que este isolamento deve ser encarado como temporalmente 

pontual, uma vez que estes organismos acompanham as variações de nível hidrológico 

dos rios e riachos ao longo dos períodos climáticos (ROXO et al., 2012). Com relação 

ao número diploide, todas as espécies até então estudadas mantiveram o caráter basal 

para Loricariidae (KAVALCO et al., 2004a; ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005; 

RUBERT et al., 2010; ZIEMNICZAK et al., 2012), inclusive as quatro espécies 

avaliadas neste estudo. 

Apesar da conservação do 2n, variações de fórmula cariotípica já foram 

observadas em estudos de citogenética comparativa de Neoplecostomus. Para a bacia do 

rio Paraíba do Sul, N. microps do rio Paraitinga, apresentou 2n= 54 cromossomos e 

fórmula cariotípica: 24m+20sm+10st, NF=108 (KAVALCO et al., 2004a). Enquanto 

que, N. microps do riacho Grande apresentou 2n=54 cromossomos e fórmula 

cariotípica: 20m+20sm+14st (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005). Neoplecostomus 

paranensis foi estudada citogeneticamente em duas regiões do Brasil: riacho Sapateiro, 

região de Barbacena, Minas Gerais e riacho Hortelã, região de Botucatu, São Paulo, 

embora esta última possa corresponder à N. botucatu, descrita posteriormente. Em 

ambas as localidades, as espécies apresentaram o mesmo número diploide e a mesma 

fórmula cariotípica: 54 cromossomos e fórmula cariotípica 20m+20sm+14st (ALVES; 

OLIVEIRA; FORESTI, 2005). 

Na bacia do rio Tibagi, dois estudos citogenéticos já foram realizados em N. yapo. 

Um deles, realizado no rio Verde, região de Ponta Grossa (alto Tibagi) demonstrou 

número diploide de 2n=54 cromossomos com fórmula cariotípica: 18m+20sm+16st e 

NF=108 (ZIEMNICZAK et al., 2012). O outro estudo foi realizado no ribeirão dos 

Apertados, região de Londrina (baixo Tibagi) demonstrou o mesmo número diploide, 

porém com variações na fórmula cariotípica: 22m+20sm+12st-a (RUBERT et al., 

2010). 

Outro marcador amplamente utilizado para a diferenciação citogenética, além do 

número diploide e do número fundamental é a distribuição da heterocromatina nos 

cromossomos através da técnica de Banda C. Esta ferramenta torna-se um marcador 

citogenético importante porque permite estimar a diversidade dentro de grupos, através 

da variabilidade estrutural dos cromossomos. Além disso, pode ser útil na compreensão 

da organização e diferenciação de genomas (KAVALCO et al., 2004a). 

As regiões heterocromáticas de N. microps estão restritas a regiões intersticiais 

dos pares cromossômicos 14 e 25 (KAVALCO et al., 2004a). Para N. yapo do baixo 
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Tibagi, as bandas estão localizadas na região pericentromérica de um par st e no par 12 

associado provavelmente às regiões organizadoras do nucléolo (RUBERT et al., 2010). 

Ziemniczak et al. (2012) observaram em N. yapo do alto Tibagi blocos heterocromáticos 

no braço longo dos pares 10 e 24 e outras bandas menos evidentes em regiões 

centroméricas de outros cromossomos. Portanto, pode-se notar que de maneira geral, as 

espécies pertencentes a esse gênero apresentam um cariótipo constituído basicamente de 

regiões eucromáticas e que as marcações estão restritas a dois pares cromossômicos 

(KAVALCO et al., 2004a). Isso também pode ser observado nas espécies de 

Neoplecostomus deste estudo, onde foram verificadas poucas regiões de 

heterocromatina. 

Ainda são escassos os estudos de citogenética molecular em Neoplecostomus. Em 

N. yapo do rio Tibagi, o rDNA 18S foi localizado na região intersticial do braço longo 

do par de cromossomos sm 10 e os sítios de rDNA 5S foram localizados em região 

intersticial do braço longo do par 24 (ZIEMNICZAK et al., 2012). Um estudo realizado 

por Kavalco et al. (2004b) em Neoplecostomus microps utilizando apenas sonda do 

rDNA 5S, também foi observado apenas um sítio intersticial. Neste trabalho, foram 

detectados dois sítios para o rDNA 5S um no par cromossômico 11 e outro no par 24. 

Desta forma, este estudo evidencia pequenas variações cromossômicas entre espécies de 

Neoplecostomus, principalmente em relação ao número de cópias do rDNA 5S.  

Assim como na taxonomia tradicional onde caracteres morfológicos são utilizados 

para reconhecer espécies, no DNA Barcoding a variação nucleotídica é utilizada para 

este princípio (HERBERT et al., 2003; WARD et al., 2005). Contrário aos resultados 

citogenéticos, o isolamento genético entre as espécies foi demonstrado neste estudo com 

as análises de DNA Barcoding. As populações identificadas neste estudo como 

Neoplecostomus sp. 1, Neoplecostomus cf. botucatu, Neoplecostomus sp.2 e N. yapo 

apresentaram taxas de divergência genética que variaram de 4,7 a 9,9%. Ward et al. 

(2009) analisaram a distribuição da divergência genética das sequências barcode entre 

1088 espécies de peixes e, baseados em análises estatísticas, sugeriram se um espécime 

desconhecido apresentar um valor de divergência genética maior que 2% em relação a 

um espécime conhecido, esse espécime teria 95% de probabilidade de representar uma 

espécie diferente (HERBERT et al., 2003; WARD et al., 2005, 2009; PEREIRA, 2011).  

Os valores de Φst indicam quanto ao fluxo gênico e estruturação populacional. 

Estes valores de Φst representam estruturação populacional baixa (0 - 0,05), moderada 

(0,05 - 0,15), alta (015 - 0,25) e, acima de 0,25, representa forte estruturação 
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populacional. Valores próximos a 1 são encontrados entre espécies diferentes 

(WRIGHT, 1978; HARTL; CLARK, 1997). Os resultados deste estudo apontam para 

uma forte estruturação das espécies de Neoplecostomus (valor obtido de Φst superior a 

0,25). Em adição, os dados da árvore de neighbor joining não separaram as sequências 

das quatro espécies em clados sem sobreposições. Por sua vez, os dados da análise 

Bayesiana demonstram proximidade entre as espécies do rio Samambaias e Pedras, 

porém separadas em clados distintos, bem como a espécie do São João. As sequências 

do rio Pinhão se organizaram em dois ramos, ambos com altos valores de suporte. Esses 

dados condizem com os valores de divergência genética e de Φst e indicam estruturação 

populacional.  

O valor de boostrap do ramo que sustenta as sequências do Pinhão e São João 

(56%) é inferior ao observado no ramo que sustenta Pedras e Samambaias (92,7%). 

Além do valor de bootstrap considerado baixo para o suporte do ramo contendo Pinhão 

e São João há ainda uma parafilia em relação a alguns indivíduos amostrados no rio 

Pinhão, que se agrupam em um ramo distinto com alto valor de suporte, indicando um 

processo de separação de recente desse ramo. Vale ressaltar que os locais de 

amostragem das populações de Neoplecostomus correspondem ao sistema do rio Paraná. 

Neoplecostomus sp.1, pertencente a bacia do rio Iguaçu, sistema do Baixo Rio Paraná é 

a única que apresenta uma barreira geográfica histórica à aproximadamente 22 milhões 

de anos, representado pelas Sete Quedas (BONETTO, 1986; BRITSKI; LANGEANI, 

1988). Já Neoplecostomus cf. botucatu, Neoplecostomus sp. 2 e N. yapo pertencem ao 

sistema do Alto Rio Paraná e foram amostradas nas cabeceiras de três diferentes sub-

bacias iniciais do rio Paranapanema: Itararé, Cinzas e Tibagi, respectivamente. A 

população de N. yapo, da bacia do rio Tibagi, bem como a população do rio Pinhão 

demonstraram estruturação e ausência de fluxo gênico por um longo período evolutivo. 

As populações de Neoplecostomus cf. botucatu e Neoplecostomus sp. 2 apresentaram 

estruturação média e restrição de fluxo gênico recente entre as populações, o que pode 

ser explicado pela ausência de barreira geográfica e maior proximidade entre as duas 

sub-bacias da margem esquerda do alto rio Paranapanema.  

As análises de estruturação populacional do BAPS e do Structure (k=2) 

mostraram a ocorrência de dois grupos, demonstrando que as espécies do rio das Pedras 

e Samambaias podem pertencer a um mesmo grupo e São João e Pinhão a outro grupo. 

Entretanto, quando a análise do Structure é considerada com três grupos (k=3), observa-

se que algumas sequências do Pinhão apresentam baixa similaridade com os outros dois 
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grupos, especialmente com o grupo Pedras e Samambaias. Isso indica que as sequências 

do rio Pinhão compartilham maior similaridade com as sequências do rio São João, mas 

que a espécie do rio Pinhão pode formar outro grupo. 

A análise de identificação de espécies de acordo com o BOLD demonstraram 

similaridade com duas espécies (N. botucatu e N. yapo) e está de acordo com a análise 

do BAPS e do Structure. Nesta análise, as espécies dos rios Samambaias e Pedras são 

correspondentes a N. botucatu e as espécies do rio São João e Pinhão correspondentes a 

N. yapo. A princípio a população do rio Pinhão teria identificação molecular para 

pertencer à N. yapo e a população do rio das Pedras à N. botucatu. Entretanto, os valores 

de divergência genética entre as populações de cada grupo, indicam 4,7% de 

divergência genética entre Samambaias e Pedras e 8,3% entre as populações Pinhão e 

São João (este último considerado alto). Incertezas taxonômicas e a identificação de 

novas espécies de Neoplecostominae já foram demonstradas com o emprego de 

métodos moleculares (ZAWADZKI et al., 2004; LUCENA et al., 2012; ROXO; 

OLIVEIRA; ZAWADZKI, 2012; ROXO et al., 2014). Vale ressaltar que embora estes 

dados indiquem duas novas espécies, outros modos de análises devem ser levadas em 

consideração inclusive a identificação taxonômica dos indivíduos.  

Em um estudo recente foi descrito cientificamente Neoplecostomus paraty 

Cherobim, Lazzarotto & Langeani, 2016 com base em dados morfológicos e análises 

das sequências parciais do gene COI. Os dados de distância genética de N. paraty 

quando comparada à N. microps do rio Paraíba do Sul foram entre 2,04 e 3,22%. 

Embora os valores sejam próximos a 2%, que é considerado o valor limite para peixes, 

essas duas espécies apresentam diferenças no padrão de coloração e estão separadas por 

um longo período evolutivo por uma barreira geográfica, a Serra da Bocaina na divisa 

dos estados de São Paulo e Rio de Janeiro (CHEROBIM; LAZZAROTTO; 

LANGEANI, 2016). No presente trabalho, os valores de distância genética de 

Neoplecostomus sp. 1 são superiores aos encontrados para a descrição de N. paraty e, 

considerando o isolamento geográfico histórico do rio Iguaçu (BONETTO, 1986; 

BRITSKI; LANGEANI, 1988), esses dados, juntamente com a análise Bayesiana e a 

rede haplotípica demonstraram a possibilidade de uma espécie não descrita para o rio 

Pinhão, a qual é estreitamente relacionada à N. yapo. Neste estudo, o emprego de 

métodos citogenéticos e moleculares foram utilizados no reconhecimento da diversidade 

de Neoplecostomus em populações de afluentes do rio Paranapanema (Cinzas, Itararé e 

Tibagi) e rio Iguaçu. Os resultados obtidos demonstraram uma grande conservação do 
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cariótipo, comum a exemplares de Neoplecostominae (KAVALCO et al., 2004a; 

ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005; RUBERT et al., 2010; ZIEMNICZAK et al., 

2012). Em adição, a metodologia barcode, a análise Bayesiana, rede haplotípica e os 

índices Φst demonstraram ausência de fluxo gênico e valores compatíveis para a 

indicação de uma espécie não descrita para o rio Pinhão.  

 

Considerações Finais 

Os resultados genéticos deste estudo demonstraram uma alta estabilidade 

cariotípica para as espécies do gênero Neoplecostomus. Esta estabilidade cariotípica é 

também observada para a subfamília Hypoptopomatinae. Em adição, os resultados da 

análise molecular indicam para ocorrência de duas espécies ainda não descritas para a 

Neoplecostomus do rio Pinhão e do rio das Cinzas. Diante deste aspecto, é importante 

ressaltar a estabilidade cromossômica em Neoplecostomini e a importância de integrar 

os dados morfológicos, citogenéticos e moleculares para a determinação da 

biodiversidade do gênero. 
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Tabela 2: Distâncias genéticas baseadas no modelo Kimura-2-Parâmetros entre pares de sequências (matriz inferior), entre as médias 

interpopulacionais (matriz superior) e médias intrapopulacionais. 

  

Samambaias Pedras Pinhão São João 

a b c D E F G H i J k L M N o p q r s t u 

(a) Samambaias_4618           

0,047 0,083 0,099 

(b) Samambaias_030 0,031         

(c) Samambaias_4779 0,029 0,038       

(d) Samambaias_033 0,040 0,045 0,043     

(e) Samambaias_031 0,040 0,027 0,044 0,032   

(f) Pedras_4657 0,051 0,034 0,051 0,055 0,036   

0,074 0,092 

(g) Pedras_4659 0,051 0,034 0,047 0,051 0,036 0,007   

(h) Pedras_4658 0,047 0,038 0,047 0,051 0,036 0,011 0,014   

(i) Pedras_4660 0,047 0,031 0,047 0,051 0,032 0,004 0,007 0,007   

(j) Pedras_4664 0,068 0,051 0,064 0,057 0,053 0,042 0,038 0,045 0,038   

(k) Pinhao_4716 0,092 0,084 0,110 0,100 0,094 0,104 0,104 0,100 0,100 0,106   

0,083 

(l) Pinhao_4718 0,082 0,072 0,086 0,082 0,082 0,094 0,086 0,090 0,090 0,092 0,045   

(m) Pinhao_4713 0,088 0,069 0,089 0,094 0,072 0,051 0,055 0,057 0,050 0,086 0,066 0,064   

(n) Pinhao_4717 0,084 0,069 0,079 0,092 0,071 0,053 0,053 0,053 0,050 0,083 0,066 0,057 0,018   

(o) Pinhao_4714 0,081 0,069 0,079 0,089 0,071 0,048 0,051 0,050 0,050 0,086 0,062 0,057 0,014 0,014   

(p) Sao_Joao_4638 0,148 0,137 0,155 0,151 0,135 0,133 0,142 0,138 0,133 0,157 0,126 0,125 0,123 0,119 0,118   

(q) Sao_Joao_4459 0,084 0,088 0,098 0,096 0,098 0,107 0,103 0,100 0,104 0,090 0,063 0,064 0,096 0,094 0,092 0,110   

(r) Sao_Joao_4462 0,092 0,072 0,092 0,098 0,076 0,057 0,061 0,057 0,053 0,094 0,100 0,094 0,047 0,049 0,049 0,108 0,084   

(s) Sao_Joao_4465 0,112 0,098 0,116 0,121 0,100 0,080 0,084 0,084 0,078 0,120 0,126 0,120 0,070 0,070 0,070 0,126 0,112 0,042   

(t) Sao_Joao_4639 0,090 0,074 0,092 0,090 0,073 0,078 0,082 0,082 0,074 0,096 0,092 0,078 0,065 0,065 0,068 0,096 0,068 0,047 0,068   

(u) Sao_Joao_4640 0,078 0,063 0,078 0,080 0,070 0,067 0,071 0,067 0,063 0,092 0,080 0,074 0,053 0,053 0,053 0,088 0,064 0,034 0,060 0,029   

 
Samambaias Pedras Pinhão São João 

Distância média 
intrapopulacional 0,036852131 0,021247631 0,046467943 0,075724 
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Tabela 3: Resumo da identificação das espécies de acordo com a similaridade das 

sequências de Barcode obtidas com aquelas depositadas no BOLD Systems. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sequência consultada Correspondência máxima % 

Samambaias_030 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus botucatu 97,24 

Samambaias_4779 Sem correspondência - 

Samambaias_033 Sem correspondência - 

Samambaias_031 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus botucatu 97,4 

Samambaias_4618 Sem correspondência - 

Pedras_4657 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus botucatu 99,81 

Pedras_4659 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus botucatu 99,44 

Pedras_4658 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus botucatu 99,06 

Pedras_4660 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus botucatu 99,81 

Pedras_4664 Sem correspondência - 

Pinhão_4716 Sem correspondência - 

Pinhão_4718 Sem correspondência - 

Pinhão_4713 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,44 

Pinhão_4717 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,09 

Pinhão_4714 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,25 

São_João_4638 Sem correspondência - 

São_João_4459 Sem correspondência - 

São_João_4462 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 99,31 

São_João_4465 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,85 

São_João_4639 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 98,23 

São_João_4640 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,71 
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Tabela 4: Resultados da análise molecular de variância (AMOVA) para todas as 

populações considerando (Samambaias + Pedras) e (Pinhão + São João) (p<0,01). 

  

                  

Fonte de 

variação 
  

Graus de 

liberdade 
  

Soma dos 

quadrados 
  

Componentes de 

variância 
  

% de 

variação 

                  

                  

Entre os 

grupos 
  1            123.000         5.03867 Va   13.30 

                  

Entre 

populações 

com os 

grupos 

  2   133.761         7.63765 Vb   20.15 

                  

Dentro das 

populações  
  18   453.967         25.22037 Vc   66.55 

 

Total 
  21   710.727   3.789.669     

                  

    
 

            

Índice de 

fixação 
ΦSC= 0.23244           

  ΦST= 0.33450             

  ΦCT= 0.13296             
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Figura 1: Mapa representativo dos locais de coleta deste estudo. Ponto 1:  rio Pinhão 

(Neoplecostomus sp. 1). Ponto 2: rio Samambaias (Neoplecostomus sp. 2). Ponto 3: rio 

das Pedras (Neoplecostomus sp. 3). Ponto 4: rio São João (Neoplecostomus yapo). 
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Figura 2: Espécimes de Neoplecostomus estudados neste trabalho. Neoplecostomus sp. 

1 do rio Pinhão, Neoplecostomus sp. 2 do rio Samambaias, Neoplecostomus sp. 3 do rio 

das Pedras e Neoplecostomus yapo do rio São João. O tamanho da barra corresponde a 2 

cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neoplecostomus sp. 1    Neoplecostomus sp. 2 

Neoplecostomus sp. 3    Neoplecostomus yapo 
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Figura 3: Cariótipos de Neoplecostomus submetidos à coloração convencional por 

Giemsa. A) Neoplecostomus sp. 1, rio Pinhão. B) Neoplecostomus  sp. 2, rio 

Samambaias. C) Neoplecostomus  sp. 3, rio das Pedras. D) Neoplecostomus yapo, rio 

São João. Barra = 10 µm. 

A 

B 

D 

C 
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Figura 4: Cariótipos de Neoplecostomus submetidos à técnica de bandamento C. A) 

Neoplecostomus sp. 1, rio Pinhão. B) Neoplecostomus  sp. 2, rio Samambaias. C) 

Neoplecostomus  sp. 3, rio das Pedras. D) Neoplecostomus yapo, rio São João. Barra = 

10 µm.  

A 

B 

C 

D 
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Figura 5: Cariótipos de Neoplecostomus submetidos à dupla FISH com sondas de 

rDNA 18S (vermelho) e rDNA 5S (verde). A) Neoplecostomus sp. 1, rio Pinhão. B) 

Neoplecostomus sp. 2, rio Samambaias. C) Neoplecostomus sp. 3, rio das Pedras. D) 

Neoplecostomus yapo, rio São João. Os cromossomos foram contracorados com DAPI. 

Barra = 10 µm.  

A 

C 

D 

B 
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Figura 6: Árvore de neighbor joining construída com base nas distâncias genéticas segundo a taxa de substituição Kimura-2-Parâmetros. 

Números acima dos ramos indicam o valor de suporte de bootstrap com 1000 replicações.
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 Figura 7: Análise Bayesiana construída com o software MrBayes.  A árvore foi gerada com 1.500.000 gerações utilizando o modelo de 

substituição evolutiva HKY+G indicado pelo programa Modeltest.
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Figura 8: Rede de haplótipos construída através de median joining realizada no software PopArt. Cada círculo representa um haplótipo e é 

proporcional ao número de indivíduos que o compartilham. 
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 Figura 9: Disposição gráfica dos haplótipos realizada no software PopArt das quatro populações deste estudo de acordo com as coordenadas 

geográficas dos pontos de coleta. 
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Figura 10: Análise de inferência de estruturação populacional do BAPS considerando 

as quatro populações, 1) Samambaias, 2) Pedras, 3) Pinhão e 4) São João. 

 

Figura 11: Análise de inferência de estruturação populacional Bayesiana do Structure 

considerando k=2. No eixo x estão as quatro populações deste estudo, 1) Samambaias, 

2) Pedras, 3) Pinhão e 4) São João. No eixo y, encontram-se as probabilidades de 

atribuição. 

 

Figura 12: Análise de inferência de estruturação populacional Bayesiana do Structure 

considerando k=3. No eixo x estão as quatro populações deste estudo, 1) Samambaias, 

2) Pedras, 3) Pinhão e 4) São João. No eixo y, encontram-se as probabilidades de 

atribuição. 

       1              2                        3                                   4 
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ANEXOS 

 

Anexo 1: Licença permanente para coleta de material zoológico MMA/ IBAMA/ 

SISBIO: 15117-1 
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Anexo 2: Carta de aprovação da Comissão de ética do uso de animal 
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Anexo 3: Obtenção de Cromossomos Mitóticos (BERTOLLO et al., 1978) 

 

1. Injetar intra-abdominalmente no animal uma solução de colchicina 0,025%, na 

proporção de 1 mL/100g de peso.  

2. Manter o peixe em aquário aerado durante 50 minutos.  

3. Anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo benzocaína diluída a 

0.01%, sacrificando-o em seguida.  

4. Retirar uma pequena porção do rim anterior, transferindo-a para cerca de 10 ml de 

solução hipotônica (KCl 0.075M), dissociando as células com uma seringa desprovida 

de agulha.  

5. Incubar em estufa a 37
o
C durante 30 minutos.  

6. Re-suspender o material com o auxílio de uma pipeta Pasteur, colocando-o em um 

tubo de centrífuga, descartando os fragmentos de tecidos não desfeitos.  

7. Acrescentar algumas gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de ácido acético 

glacial), recém preparado, re-suspendendo o material repetidas vezes.  

8. Centrifugar durante 10 minutos, a 900 rpm.  

9. Descartar o material sobrenadante com uma pipeta Pasteur. Adicionar 5-7 ml do 

mesmo fixador, re-suspender bem o material e centrifugar por mais 10 minutos, a 900 

rpm.  

10. Repetir novamente o item 9.  

11. Descartar o material sobrenadante e adicionar quantidade suficiente de fixador para 

que se tenha uma suspensão celular moderadamente concentrada (geralmente de 0,5 a 

1,0 ml) e re-suspender bem o material.  

12. Acondicionar em frascos microtubos. Nesta etapa, o material poderá ser armazenado 

em freezer, para posterior utilização.  

13. Pingar 1-2 gotas da suspensão celular, com uma pipeta Pasteur, sobre uma lâmina 

bem limpa, levemente inclinada, com uma película d'água a 60
o
C, de tal forma que a 

água escorra e permita que o material fique aderido sobre a lâmina.  

14. Deixar o material secar ao ar.  

15. Corar com solução de Giemsa a 5%, em tampão fosfato pH=6,8 durante 6-8 

minutos.  
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Anexo 4: Detecção da heterocromatina constitutiva (SUMNER, 1972) 

 

1. Tratar as lâminas contendo o material celular em ácido clorídrico (HCl) 0,2M à 37
o
C, 

durante 10 minutos e lavar com água destilada.  

2. Incubar a preparação em hidróxido de Bário (Ba(OH)2) a 5%, recém preparada e 

filtrada, a 42
o
C, durante 1 a 2 minutos.  

3. Submergir a lâmina em solução de ácido clorídrico 0,2M e lavar com água destilada.  

4. Imergir a lâmina em solução salina 2xSSC, a 60
o
C, durante 40 minutos.   

5. Lavar bem, com água destilada e secar ao ar.  

6. Corar com solução de Giemsa a 2%, em tampão fosfato pH=6,8 durante 15 minutos. 
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Anexo 5: Hibridização in situ fluorescente (PINKEL; SATRAUME; GRAY, 1986) 

 

1. Lavar as lâminas com tampão PBS 1x durante 3 minutos em temperatura 

ambiente no shaker. 

2. Desidratar as lâminas em série alcoólica 70, 85 e 100% por 3 minutos. Deixar 

secar. 

3. Colocar 100µL de RNAse em cada lâmina e incubar a 37
o
C por 1 hora em 

câmara úmida. 

4. Retirar a lamínula e lavar por 3 vezes em 2xSSC por 3 minutos cada no shaker. 

5. Lavar em PBS 1x por 3 minutos no shaker. 

6. Incubar as lâminas por 10 minutos em solução de pepsina a temperatura 

ambiente. 

7. Lavar em PBS 1x por 3 minutos no shaker. 

8. Fixar em formaldeído durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

9. Lavar em PBS 1x por 3 minutos no shaker. 

10. Desidratar as lâminas em série alcoólica 70, 85 e 100% por 3 minutos. Deixar 

secar. 

11. Desnaturar o DNA cromossômico com formamida 70% a 70
o
C por 5 minutos. 

12. Desidratar as lâminas em série alcoólica 70, 85 e 100% por 3 minutos. Deixar 

secar. 

13. Montar cada lâmina com 50µL da solução de hibridação, cobrir com lamínula e 

deixar overnight a 37
o
C. 

14. Lavar as lâminas com Triton 0,3% por 10 minutos no shaker. 

15. Lavar as lâminas com Triton 0,1% por 10 minutos no shaker. 

16. Lavar as lâminas com Triton 0,1% por 3 minutos no shaker. 

17. Incubar as lâminas com tampão NFDM 5% por 15 minutos. 

18. Lavar duas vezes com Triton 0,1% por 3 minutos. 

19. Incubar as lâminas com 100µL do mix de anticorpos durante 1 hora em câmara 

úmida e escura a 37
o
C. 

20. Lavar 3 vezes com Triton 0,1% por 3 minutos no shaker. 

21. Desidratar as lâminas em série alcoólica 70, 85 e 100% por 3 minutos. Deixar 

secar. 

22. Colocar 50µL da mistura de antifading + DAPI na lâmina e cobrir com lamínula. 

Guardar no escuro. 
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Anexo 6: Mini preparação plasmidial 

 

1. Depois da cultura bacteriana ter crescido overnight, centrifugá-la em um 

microtubo por 1 minuto em velocidade máxima (descartar o meio de cultura e 

repetir este processo até que toda a cultura seja peletada). 

2. Adicionar 400µL da Solução I (60µL de RNAse, 300µL de Tris-HCl 1M, 60µL 

de EDTA 0,5 M e 2580µL de água) e vortexar bem. 

3. Adicionar 400µL da Solução II (600µL de NaOH 1M, 300 µL de SDS 10% e 

2100µL de água) e inverter o tubo até ficar viscoso. 

4. Adicionar 400µL da solução III (1800µL de acetato de potássio 5M, 345µL de 

ácido acético e 855µL de água) e inverter o tubo. 

5. Centrifugar por 5 minutos em velocidade máxima. 

6. Transferir o sobrenadante para um tubo novo e centrifugar por 5 minutos em 

velocidade máxima.  

7. Transferir o sobrenadante para um tubo que contenha 200µL de isopropanol 

100% gelado e incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

8. Centrifugar por 10 minutos em velocidade máxima e descartar o sobrenadante. 

9. Adicionar 200µL de etanol 70% gelado, centrifugar por 5 minutos e descartar o 

sobrenadante. 

10. Adicionar 200µL de etanol 100% gelado e centrifugar por 5 minutos e descartar 

o sobrenadante. 

11. Deixar secar na estufa a 37
o
C. 

12. Adicionar 20µL de água milli-Q e ressuspender. 
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Anexo 7: Marcação de sonda do gene 5S 

 

5S 

2,0µL de DNA (20 ng/µL)  

27,8µL de água milli-Q 

5,0µL de Tampão 10X 

2,5µL de MgCl2 

1,0µL de dATP 

1,0µL de dCTP 

1,0µL de dGTP 

0,7µL de dTTP 

0,6µL de dUTP (biotina) 

4,0µL de primer 5SA 

4,0µL de primer 5SB 

0,4µL de Taq DNA polimerase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condições para amplificação 

94
o
C 5 minutos 

94
o
C 1 minuto 

60
o
C 45 segundos 

72
o
C 1 minuto e 30 segundos 

72
o
C 5 minutos 

 35 X 
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Anexo 8: Marcação de sonda do gene 18S 

 

18S 

18S Inicial 18S Final 

3,0µL de DNA (20 ng/µL)  3,0µL de DNA (20 ng/µL) 

26,8µL de água milli-Q 26,8µL de água milli-Q 

5,0µL de Tampão 10X 5,0µL de Tampão 10X 

2,5µL de MgCl2 2,5µL de MgCl2 

1,0µL de dATP 1,0µL de dATP 

1,0µL de dCTP 1,0µL de dCTP 

1,0µL de dGTP 1,0µL de dGTP 

0,7µL de dTTP 0,7µL de dTTP 

0,6µL de dUTP (digoxigenina) 0,6µL de dUTP (digoxigenina) 

4,0µL de primer T7 Fw 4,0µL de primer 18S Fw 

4,0µL de primer 18S Rv 4,0µL de primer SP6 Rv 

0,4µL de Taq DNA polimerase 0,4µL de Taq DNA polimerase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condições para amplificação 

94
o
C 5 minutos 

94
o
C 1 minuto 

56
o
C 45 segundos 

72
o
C 2 minutos e 20 segundos 

72
o
C 5 minutos 

 35 X 
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Anexo 9: Extração de DNA pelo método CTAB (MURRAY; THOMPSON, 1980) 

 

1. Picotar o tecido com auxílio de pinça e tesoura e transferir para um microtubo 

com uma solução de 360µL de tampão sem CTAB, 13µL de proteinase K, 5µL 

de β-mercaptoetanol e 240µL de CTAB. 

2. Colocar a 55
o
C por 10 horas ou até que o tecido esteja totalmente digerido. 

3. Adicionar 600µL de clorofórmio. 

4. Agitar durante 5 minutos e centrifugar a 4
o
C, 8.000 rpm por 5 minutos. 

5. Retirar o sobrenadante e transferir para um novo tubo. 

6. Adicionar 600µL de álcool absoluto e deixar a -20
o
C por 1 hora. 

7. Centrifugar a 14.000 rpm por 15 minutos. Descartar o sobrenadante. 

8. Lavar o pellet com 500µL de etanol 70% e centrifugar por 2 minutos a 14.000 

rpm.  

9. Descartar o sobrenadante e deixar secando na estufa a 37
o
C. 

10. Depois de totalmente seco, adicionar 15µL de água destilada autoclavada e re-

suspender. 

11. Adicionar 5µL de RNAse e deixar por 2 horas a 37
o
C. Após esse tempo, deixar a 

65
o
C durante 15 minutos. 

12. Armazenar a -20
o
C.  
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Anexo 10: Amplificação do gene COI 

 

COI 

5,0µL de DNA (20 ng/µL)  

29,5µL de água milli-Q 

5,0µL de Tampão 10X 

2,5µL de MgCl2 

0,7µL de dNTP (mix) 

2,5µL de primer Fish F1 

2,5µL de primer Fish R1 

0,5µL de Taq DNA polimerase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condições para amplificação 

94
o
C 2 minutos 

94
o
C 1 minuto 

52
o
C 40 segundos 

72
o
C 1 minuto  

72
o
C 10 minutos 

 35 X 


