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RESUMO

Loricariidae ¢ uma das maiores familias de peixes de agua doce com 931 espécies
validas distribuidas em 100 géneros. As espécies pertencentes a essa familia sdo
popularmente conhecidas como cascudos que possuem um corpo achatado, coberto por
placas 0sseas, e boca ventral em forma de ventosa. Pertencente a familia Loricariidae e
a subfamilia Neoplecostominae, o género Neoplecostomus compreende espécies de
tamanho pequeno que habitam riachos da regido sul e sudeste do Brasil. O género
apresenta interesse em estudos genéticos, visto que é composto por espécies Vageis e
que, por raramente migrarem, podem acumular diferencas genéticas entre populaces.
Das dezesseis espécies validas descritas até 0 momento para este género, oito foram
descritas para a bacia do rio Parand e ha evidéncias da ocorréncia de novas espécies
para esta bacia. Sendo assim, este estudo teve como objetivo estudar a diferenciacao
cariotipica e a diversificacdo genética no género Neoplecostomus das bacias
hidrograficas dos rios Iguacu, Itararé, Cinzas e Tibagi com vistas ao entendimento da
evolucdo cariotipica e descricdo da biodiversidade. Para isso, foram realizas coletas em
quatro localidades: rio Pinhdo (Neoplecostomus sp. 1), rio Samambaias
(Neoplecostomus cf. botucatu), rio das Pedras (Neoplecostomus sp. 2) e rio Sdo Joéo
(Neoplecostomus yapo). Os dados citogenéticos revelaram um numero diploide de 54
cromossomos para as quatro populacBes, poucas regides heterocromaticas e sitios
cromossomo independentes para 0s genes ribossomais 5 e 18S. Os resultados
citogenéticos evidenciam uma alta estabilidade cariotipica, observado também na
subfamilia Neoplecostominae. Foram realizadas analises moleculares envolvendo o
gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COIl) e todas as distancias
genéticas foram superiores a 4,7 %. Além disso, contrarios a estabilidade
cromossémica, os dados de distancia genética evidenciaram auséncia de fluxo génico e
estruturacdo populacional, além de sugerir uma provavel espécie de Neoplecostomus

ndo descrita para o rio Pinh&o, bacia do rio Iguacu.

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 Parana 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 lIguacu, Itararé, Cinzas and Tibagi river basins, with the
goal of understand the karyotype evolution and biodiversity. The specimens were
captured at four localities: Pinhdo river (Neoplecostomus sp. 1), Samambaias river
(Neoplecostomus cf. botucatu), Pedras river (Neoplecostomus sp. 2) and Séo Jodo 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 ¢ 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 Pinh&o river at Iguagu basin.

Keywords: DNA Barcoding, COI, Neoplecostominae.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 DADOS GERAIS DA FAMILIA LORICARIIDAE

Os peixes constituem o grupo mais diversificado e um dos mais interessantes
para estudos com énfase na variabilidade genética e na evolucdo entre os vertebrados
(NELSON, 2006). Dentre todas as ordens, Siluriformes é a mais diversificada e
amplamente distribuida de Osteichthyes (peixes 6sseos) com aproximadamente 3.500
espécies validas (FERRARIS JUNIOR, 2007; ESCHEMEYER; FONG, 2016). A
diversidade de formas, tamanho do corpo e habitat dos Siluriformes sul-americanos é
elevada. Entre eles estdo inclusas as trés mais diversas familias de Siluriformes
neotropicais: Loricariidae, Ariidae e Trichomycteridae (FERRARIS JUNIOR, 2007;
REIS; KULLANDER; FERRARIS JUNIOR, 2003; ESCHEMEYER; FONG, 2016).

Loricariidae ¢ composta de individuos vulgarmente nomeados de “cascudos”,
endémicos da regido Neotropical (Costa Rica, Panama e Ameérica do Sul) (REIS;
KULLANDER; FERRARIS JUNIOR, 2003). Constitui uma das familias de peixes de
agua doce com nimero elevado de representantes, 931 espécies validas distribuidas em
100 géneros (ESCHMEYER; FONG, 2016). De modo geral, habitam ambientes l6ticos
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 rapidos tributarios (COVAIN; FISCH-MULLER, 2007).

Os loricarideos séo caracterizados por um corpo deprimido, coberto por placas
Osseas, presenca de barbilh6es na maioria das vezes e, sobretudo, uma importante
modificagdo na estrutura da boca: ventral em forma de ventosa (maxilas soltas)
(DELARIVA; AGOSTINHO, 2001; COVAIN; FISCH-MULLER, 2007). Essa
adaptacdo estrutural permite que esses peixes figuem aderidos ao substrato, até mesmo
em fluxos de agua particularmente rapidos. A boca e os dentes apresentam fortes
adaptacOes que os permitem se alimentar de algas, pequenos invertebrados e detritos
(COVAIN; FISCH-MULLER, 2007). Além disso, realizam respiragdo pelas branquias e
paredes vascularizadas do estbmago, fato que lhes possibilitam ficar fora da agua por
longo periodo e ocupar os mais variados habitats (FERRARIS JUNIOR, 2003).

Os cascudos apresentam caracteristicas bioldgicas que lhes proporcionam
acentuada importancia ecoldgica, o que € salientado pelo habito alimentar detritivoro-

herbivoro, que varia em fungdo das caracteristicas do ambiente sendo, o alimento
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aproveitado por estas espécies, produtos dos processos metabolicos do meio aquatico
(ANGELESCU; GNERI, 1949). Como os loricarideos habitam todos os tipos de &guas,
desde pequenos riachos até grandes rios, eles sdo um importante componente da
biodiversidade aquatica (CRAMER; BONATTO; REIS, 2011).

Em 2015, a familia Loricariidae agrupava sete subfamilias: Lithogeneinae,
Delturinae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Ancistrinae e
Hypostominae (ESCHEMEYER; FONG, 2015). Porém para o ano de 2016, com uma
nova classificacdo ela passa a ter oito subfamilias, com a criacdo de Rhinelepinae e
Otothyrinae sendo que Ancistrinae entdo 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 ocorréncias destas oito subfamilias,
dentro de Loricariidae a classificacdo destas e a relacdo entre seus géneros vém sendo
alvo de repetidas reformulagbes (ISBRUCKER, 1980; ARMBRUSTER, 2004; REIS;
PEREIRA; ARMBRUSTER, 2006; CHIACHIO; OLIVEIRA; MONTOYA-BUGOQOS,
2008; CRAMER et al., 2008; CRAMER; BONATTO; REIS, 2011).

1.2 ESTUDOS CITOGENETICOS EM LORICARIIDAE

Entre os Siluriformes, a familia Loricariidae apresenta uma ampla diversidade de
formas cariotipicas e nimeros cromossdémicos (LARA-KAMEI, 1998). Com relacdo ao
nimero cromossémico, ocorre variagdo do numero 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 variacdo no numero diploide ocorre por mecanismos robertsonianos, do tipo
fusdo e fissdo céntrica (ARTONI; BERTOLLO, 2001). Além destes, alteracbes
cromossdmicas que modificam o ndmero fundamental (NF) também sdo amplamente
registradas na diversificacdo cariotipica (BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO,
2012). Contudo, estudos citogenéticos em Loricariidae ancorados na andlise de grupos
irmaos permitiram definir o nimero diploide de 54 cromossomos como um carater basal
na familia (ARTONI; BERTOLLO, 2001; ZIEMNICZAK et al., 2012).

No ano de 2000, dados citogeneticos para Loricariidae estavam disponiveis
apenas para 56 espécies das 600 descritas na época (de OLIVEIRA; GOSZTONYI,
2000). Posteriormente, no ano de 2003, o nimero de registros citogenéticos aumentou

de 56 para 70 especies, porem, neste intervalo, mais 80 espécies foram descritas
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(KAVALCO, 2003). Embora as informac6es sobre diferentes espécies estejam cada vez
mais disponiveis devido ao aumento das atividades de pesquisa neste campo, O
conhecimento de caridtipos de peixes € ainda reduzido quando comparados aos de
mamiferos e outros grupos de seres vivos (MAURUTTO, 2010) e também quando
comparado ao numero de espécies da familia Loricariidae (ARTONI; BERTOLLO,
2001).

1.2.1 Subfamilia Hypostominae

A subfamilia Hypostominae é a mais numerosa da familia Loricariidae com 465
espécies validas (ESCHEMEYER; FONG, 2016). Entre as espécies pertencentes a esta
subfamilia poucas mantém o 2n de 54 cromossomos (ARTONI; BERTOLLO, 2001;
BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 2012, BUENO et al., 2014). O género
Hypostomus, € o mais numeroso dentro deste grupo com cerca de 120 espécies
(ZAWADZKI; WEBER; PAVANELLI, 2010) e em relacdo a citogenética apresenta
tendéncia de aumento do 2n a partir de rearranjos cromossdémicos do tipo fissdo céntrica
(ARTONI; BERTOLLO, 2001; BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 2012).

Os estudos citogenéticos em Hypostomus indicam grande variabilidade em
diversos aspectos cariotipicos, o que confere ao grupo uma enorme complexidade
(ARTONI; BERTOLLO, 1996). A variacdo 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 variagfes cromossomicas inter-
populacionais sdo recorrentes, especialmente em relacdo a formula cariotipica
(MICHELE; TAKAHASHI; FERRARI, 1977; ARTONI; BERTOLLO, 1996; ALVES
et al., 2006; BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 2012). Uma caracteristica muito
interessante em Hypostominae é a relacéo inversa entre o nimero diploide e 0 nimero
de cromossomos com dois bracos, sugerindo a ocorréncia de muitos eventos de
fusdo/fissdo céntrica na evolucdo do grupo (ARTONI; BERTOLLO, 2001).

Ancistrus também é um género bastante numeroso dentro desta subfamilia com
cerca de 62 espécies descritas (BIFI; PAVANELLI; ZAWADZKI, 2009). Analises
cariotipicas neste grupo revelaram uma grande diversidade de nimero cromossémico,
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 fusdes céntricas contribuiram para a evolucao cariotipica deste
grupo (MARIOTTO et al., 2011).

1.2.2 Subfamilia Loricariinae

Loricariinae é a segunda subfamilia mais numerosa em Loricariidae com 239
espécies validas (ESCHEMEYER; FONG, 2016) e os dados citogenéticos apontam uma
grande diversidade tanto no que se refere ao nimero de cromossomos quanto a férmula
cariotipica (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005). Em Loricariidae, o 2n=54
cromossomos é considerado caracteristica primitiva (ARTONI; BERTOLLO, 2001),
porém dentro de um Unico género, como Rineloricaria, por exemplo, ha uma grande
oscilacdo 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 fissdes quanto fusdes céntricas, aliados a mecanismos de
inversdo e combinagfes gaméticas, poderiam explicar a variagdo do 2n.

Outra caracteristica cromossémica importante para espécies deste género é a
grande quantidade de variagbes inter e intrapopulacionais (ALVES; OLIVEIRA;
FORESTI, 2005). Rosa et al. (2012) estudando duas populagdes de Rineloricaria cf.
lima na nascente do rio Ribeira na regido sul do Brasil observaram um polimorfismo
numérico e estrutural com variacdo do niamero diploide (2n=66 a 2n=70), nimero de
bracos, distribuicdo da heterocromatina, nimero e localizacdo de sitios do DNA

ribossomal (rDNA) 5S, além da presenca de sitios teloméricos intersticiais.

1.2.3 Subfamilia Hypoptopomatinae

A subfamilia Hypoptopomatinae é composta atualmente por 52 espécies validas
(ESCHEMEYER; FONG, 2016), sendo poucos os estudos citogenéticos realizados
nesta subfamilia. No entanto, o numero diploide de 54 cromossomos e regifes
organizadoras de nucléolo (RONS) intersticiais tém sido encontradas em quase todas as
espécies (ANDREATA et al., 2000; KAVALCO et al., 2005). As excec¢les sdo 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 cariotipico (CAMILO, 2004).
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Estudando populacdes de Parotocinclus maculicauda na bacia hidrografica do
rio Ribeira, Ziemniczak et al. (2012) encontraram 2n=54 cromossomos e NF 108 com
heterocromatina distribuida preferencialmente nas regides pericentroméricas dos pares
4,11, 14, 16, 17 e 18, além de estar localizada no braco longo do par 12 em regido
proximal e terminal. As regides organizadoras de nucléolo (RONSs) foram localizadas na
regido intersticial do brago longo do par 12. Também foram localizados os sitios
cromossomicos dos genes ribossomais 5S e 18S, os quais se apresentaram sinténicos e

adjacentes.

1.2.4 Subfamilia Neoplecostominae

Em Neoplescotominae sdo descritas 58 espécies (ESCHEMEYER; FONG,
2016) agrupadas em seis géneros: Neoplecostomus, Isbrueckerichthys, Kronichthys,
Pareiorhaphis, Pareiorhina e Pseudotocinclus (ARMBRUSTER 2004; CHIACHIO;
OLIVEIRA; MONTOYA-BURGOS, 2008; ROXO; OLIVEIRA; ZAWADZKI, 2012).
Estas espécies encontram-se distribuidas em regides de drenagem na regido sudoeste da
América do Sul, desde o Rio Grande do Sul até a Bahia, exceto Pareiorhaphis regani, a
qual ocorre no rio Negro (Bacia Amazonica) (FERRARIS JUNIOR, 2007; ROXO et al.,
2014).

A citogenética do grupo tem demonstrado um 2n=54 cromossomos estavel, além
de sitios de rDNA 5S e 18S sinténicos, caracteristicas compartilhadas com o grupo
irmdo Trichomycteridae e considerados como primitivos para o grupo (ZIEMNICZAK
et al., 2012). Entre as principais variacGes cariotipicas descritas para esta subfamilia
estdo as alteracdes de formula cariotipica, de nimero de sitios de rDNA, além de
variacdes em relacdo aos blocos de heterocromatina (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI,
2005; ZIEMNICZAK et al., 2012).

1.3 GENERO Neoplecostomus: ASPECTOS GERAIS E CITOGENETICOS

O género Neoplecostomus é endémico da América do Sul e inclui atualmente 16
espécies, sendo 8 destas pertencentes a bacia do rio Paranad (Tabela 1) (LANGEANI,
1990; ANDRADE, 2012). Compreende espécies de tamanho pequeno (até 15 cm) e
seus representantes sd@o encontrados na regido sul e sudeste do Brasil em pequenos

riachos de &guas claras e rasas, com correnteza forte a moderada e fundo com
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pedregulhos e, as vezes, arenoso (LANGEANI, 1990; PEREIRA; REIS, 2002;
PEREIRA; OYAKAWA, 2003). Espécies desse género sdo diagnosticadas por possuir o
l&bio inferior com duas ou trés séries de papilas bem desenvolvidas e proeminentes apos
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 areas
nuas (LANGEANI, 1990).

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

e suas areas de distribuicao.

Espécie Localidade Autores
N. granosus bacia do rio Atlantico Leste Cuvier; Valenciennes (1840)
N. microps bacia do rio Paraiba do Sul Steindachner (1877)
N. paranensis bacia do rio Parana Langeani (1990)
N. franciscoensis bacia do rio Sdo Francisco Langeani (1990)
N. espiritosantensis bacia do Atlantico Leste Langeani (1990)
N. ribeirensis bacia do rio Ribeira de Iguape Langeani (1990)
N. variipictus bacia do rio Paraiba do Sul Bizerril (1995)
N. corumba bacia do rio Parana Zawadzki; Pavanelli; Langeani (2008)
N. selenae bacia do rio Parana Zawadzki; Pavanelli; Langeani (2008)
N. yapo bacia do rio Parana Zawadzki; Pavanelli; Langeani (2008)
N. botucatu bacia do rio Parana Roxo; Oliveira; Zawadzki (2012)
N. bandeirante bacia do rio Parana Roxo; Oliveira; Zawadzki (2012)
N. langeanii bacia do rio Parana Roxo; Oliveira; Zawadzki (2012)
N. jaguari bacia do rio Parana Andrade; Langeani (2014)
N. doceensis bacia do rio Doce Roxo et al. (2014)
N. paraty bacia do Atlantico Leste Cherobim; Lazzarotto; Langeani (2016)

Fonte: Andrade (2012) com modificacGes.

Embora as espécies desse género sejam bastante semelhantes entre si,

normalmente elas apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas distintas, como
caracteres morfométricos e padrbes de coloracdo (LANGEANI, 1990; ZAWADZKI et
al., 2004; ZAWADZKI; PAVANELLI; LANGEANI, 2008). A espécie N. paranensis é
caracterizada principalmente pela auséncia ou reducdo da nadadeira adiposa
(LANGEANI, 1990) o que ndo 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 visiveis 0 que ndo ocorre nas fémeas. Ja as
fémeas apresentam maior largura mandibular com dentes mais longos e finos e mais
curtos e robustos nos machos (ANDRADE; LANGEANI, 2014).

Até o0 ano de 2015, os dados citogenéticos para as espécies deste género estavam
disponiveis apenas para N. microps, N. paranensis e N. yapo. Os estudos cariotipicos
nestas espécies demonstraram o numero diploide de 54 cromossomos e uma aparente
conservacao cariotipica (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005; KAVALCO et al.,
2005).

Em um estudo citogenético realizado por Kavalco et al. (2004a) para a regido da
bacia do rio Paraiba do Sul, N. microps apresentou 2n=54 cromossomos
(24m+20sm+10st) e NF 108. Foi observada pouca heterocromatina constitutiva, restrita
a regido intersticial dos pares dos cromossomos 14 e 25. Com a técnica de tripla
coloracdo (cromomicina/distamicina/DAPI), foi possivel observar que essas regides
heterocrométicas apresentaram sinal positivo ap0s a coloracdo com cromomicina,
evidenciando regides GC ricas. Com DAPI ndo houveram evidéncias de regides 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 heterocromaticos foram evidenciados
no braco longo dos pares 10 e 24 e bandas menos evidentes em regido centromérica de
outros cromossomos. As RONs foram localizadas na regido intersticial do braco longo
do par 10, onde foi localizado o rDNA 18S e um sitio de rDNA 5S foi localizado em
regido intersticial do brago longo do par de cromossomos 24.

Neoplecostomus yapo também foi estudado citogeneticamente na regido de
Londrina e Califérnia (Parana) por Rubert et al. (2010), onde apresentou 2n=54
(22m+20sm+12st-a), com a presenca de constricdo secundaria na regido intersticial do
bragco longo do par 12. A impregnagéo por nitrato de prata detectou RONSs simples nos
pares dos cromossomos 12. Quanto a distribuicdo da heterocromatina as bandas
positivas localizaram-se na regido pericentromerica de um par st-a e no par 12,

provavelmente associada as regides organizadoras de nucléolo.
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1.4 DNA Barcoding

Historicamente os dados morfologicos foram os primeiros a serem utilizados para
a identificacdo de espécies, pois foram os primeiros disponiveis aos pesquisadores que
comecgaram com a sistematiza¢do do conhecimento sobre 0s seres vivos. Com 0 avango
da ciéncia e 0 aumento do nimero de espécies estudadas, novas fontes de dados foram
adicionadas aos processos de descricdo e classificacdo das espécies. Atualmente,
caracteres fisioldgicos, embrioldgicos, comportamentais e moleculares auxiliam como
ferramentas adicionais aos dados morfologicos classicos a descricdo de espécies
(PEREIRA; OLIVEIRA, 2015).

Utilizar métodos moleculares para identificar espécies apresenta algumas
vantagens com relacdo ao método tradicional, embora ndo vise a substituicdo deste e
sim complementariedade entre ambos. Podemos destacar que o método molecular é
rapido e tem se tornado menos custoso nos dltimos anos. Pode ser utilizado para a
identificacdo a partir de qualquer estagio de vida, especialmente com 0s que passam por
diversos estagios, como por exemplo, insetos e plantas. Além disso, tem facilitado a
identificacdo de espécies muito semelhantes morfologicamente (HEBERT et al., 2003;
PEREIRA; OLIVEIRA, 2015).

Diversos procedimentos moleculares tém sido utilizados com o intuito de
identificar espécies. A técnica de eletroforese de aloenzimas é uma delas e tem
contribuido em estudos de interpretacdo de variabilidade genética. Esta técnica € util na
discriminacdo de populacdes de alguns géneros 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 populacdes de Neoplecostomus, uma do
Rio Corumbé (Caldas Novas-MG) e outra de tributario do rio Paranapanema (Botucatu-
SP). Foram encontrados seis locus diagndsticos e a divergéncia genética com diferencas
significativas entre amostras das duas localidades, sugerindo que o0s espécimes da
populacdo do rio Corumba 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 taxonémicos, inviabilizava a criagdo de um sistema universal de
identificacdo molecular de espécies (PEREIRA; OLIVEIRA, 2015). Com o intuito de
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solucionar essa problematica, Herbert e colaboradores no ano de 2003 propuseram 0 uso
de uma metodologia denominada DNA Barcoding utilizando um fragmento da
subunidade 1 do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase (COI ou Cox1). O fundamento
basico deste método estd na busca da variabilidade existente entre as sequéncias de
DNA de um mesmo gene devido ao acumulo de mutacdes ao longo da histéria evolutiva
(HERBERT et al., 2003).

A mitocondria possui um genoma proprio, conhecido como DNA mitocondrial
(mtDNA). O mtDNA animal é uma molécula circular, cujo tamanho varia de 16 a 20
mil nucleotideos. Apresenta um contetdo génico conservado, porém com divergéncia
répida. (BILLINGTON; HERBERT, 1991). Possui 13 genes codificantes de proteinas,
dois RNA ribossdmicos, 22 RNA transportadores e uma regido conhecida como “regido
controle” responsavel pelo processo de transcricao e replicacdo da molécula (PEREIRA;
OLIVEIRA, 2015).

Esta metodologia foi denominada DNA Barcoding, em analogia ao sistema de
identificacdo de produtos utilizando codigos de barras. Da mesma forma que um
produto é identificado por sua combinacdo Unica e exclusiva de codigo de barras, uma
espécie poderia ser identificada por uma combinacéo Unica e exclusiva de nucleotideos
desse fragmento de aproximadamente 650 pares de base (pb) do gene COIl (HEBERT et
al., 2003). Essa combinacdo é oriunda do acimulo de muta¢des no decorrer da histéria
evolutiva de cada espécie que pode gerar variagdes nas sequéncias de DNA. Sabendo
entdo que as histdrias evolutivas sdo independentes e que o0 processo de mutacdo é
aleatorio, uma sequéncia de nucleotideos poderia ser capaz de identificar uma espécie
(PEREIRA; OLIVEIRA, 2015).

O mtDNA animal relne vérias caracteristicas que o tornam um marcador
adequado para estudos evolutivos como por exemplo, sua alta taxa de evolucéo, a qual
acredita ser 10 vezes superior a de um gene nuclear. Isso se deve a baixa capacidade de
reparo da enzima DNA polimerase e a alta exposi¢cdo da molécula de DNA aos agentes
oxidativos que sdo gerados durante o processo de respiracdo celular (BROWN;
GEORGE JUNIOR; WILSON, 1979). Além disso, os genes mitocondriais ndo possuem
introns (espacadores génicos), 0s quais, usualmente atrapalham as andlises dos
segmentos de DNA, pela grande variacdo existente nesses segmentos. Outra
caracteristica favoravel é o fato deste DNA ser haploide, ou seja, possui apenas uma
copia do material genético em comparacdo ao genoma nuclear (PEREIRA; OLIVEIRA,
2015).
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As sequéncias de DNA dentro de uma espécie (variacao intraespecifica) devem
ser mais semelhantes entre si do que quando comparadas em espécies diferentes
(variacdo interespecifica) (HERBERT et al., 2003). Na maioria dos casos é o que
ocorre, porém existem excecdes. A hibridacdo entre espécies pode criar uma incerteza
taxondmica, ja que a heranca do gene COI é materna e neste caso a geracédo hibrida teria
0 DNA mitocondrial de uma espécie (WARD et al., 2005).

As diferencas observadas entre as variacdes intra e interespecificas &
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 divergéncia intraespecifica (HEBERT et al., 2004). Outra proposta, mais
utilizada, baseada em analises estatisticas, sugere que se um espécime desconhecido
apresentar um valor de divergéncia genética maior que 2% em relacdo a um espécime
conhecido, esse espécime tera 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
identificacdo de espécies usando um Unico segmento de DNA de um unico gene. Porém,
se fez necessario a busca por segmentos alternativos para grupos nos quais o COI nédo
foi resolutivo. Alguns grupos de espécies, por exemplo, apresentam baixa taxa de
evolucdo deste gene, apresentando valores de divergéncia genética tdo baixa que
impedem sua discriminacdo (WARD et al., 2009). Por esse motivo, para fungos esta
sendo utilizado além do COI, um fragmento do espacador transcrito interno do DNA
ribossémico. 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, ha evidéncias de espécies ainda ndo descritas para Neoplecostomus
provenientes do alto rio Parand, do rio Iguacgu e de rios litoraneos brasileiros. Algumas
destas evidéncias sdo oriundas de estudos moleculares, investigacdes osteoldgicas e
ocorréncia de dimorfismo sexual em denticdo. As espécies desse género sao
morfometricamente semelhantes e poucos caracteres morfolégicos sdo Uteis para
distingui-los. Além disso, alguns estudos citogenéticos também ja foram realizados para
este género e os resultados sugerem uma constituicdo cariotipica estavel e conservada.
Portanto, devido a similaridade morfolégica e cariotipica outros caracteres sao
necessarios para auxiliar na identificacdo e caracterizagdo de novas espécies neste
grupo. Outras abordagens principalmente genéticas e bioquimicas podem servir como
ferramentas auxiliares para a taxonomia. Com isso, a avaliacao citogenética e molecular
em diferentes populacdes de Neoplecostomus podem ser mais uma ferramenta na

analise da biodiversidade deste género.

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a diferenciacdo cariotipica e a diversificacdo genética no género
Neoplecostomus nas bacias hidrograficas do rio Tibagi, Iguacu, Cinzas e Itararé com

vistas ao entendimento da evolucdo cariotipica e descri¢do da biodiversidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar através de técnicas citogenéticas convencionais e moleculares o0s
espécimes coletados em afluentes da bacia do rio Parana;

e Estimar através da técnica de DNA Barcoding a divergéncia nucleotidica e
distancia genética entre as espéecies e entre seus respectivos grupos;

e Demonstrar através de dados de variancia molecular (AMOVA), de redes
haplotipicas e Analise Bayesiana se as populacfes estdo estruturadas e qual o
nivel de estruturacdo destas;

e Comparar e correlacionar os dados obtidos com os disponiveis na literatura para

entendimento da evolugéo cariotipica do género.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Coletas e procedimentos

Foram realizadas coletas de Neoplecostomus em quatro rios pertencentes a
diferentes bacias hidrograficas no estado do Parana (Figura 1). No rio Pinhdo
(25°35°49.52” S, 51°40°43.85” O), municipio de Pinhdo-PR pertencente a bacia
hidrogréfica do Iguacu foram amostrados 14 exemplares de Neoplecostomus sp. 1 (6
machos e 8 fémeas). No rio Samambaias (24°13°16.84” S, 49°39°38.11” O), municipio
de Jaguariaiva-PR, bacia hidrografica do rio Itararé foram amostrados 10 exemplares de
Neoplecostomus cf. botucatu (6 machos e 4 fémeas). J& no rio das Pedras (24°07°40.30”
S, 50°14°11.55” O), municipio de Ventania-PR, bacia hidrografica do rio das Cinzas
foram amostrados 21 exemplares de Neoplecostomus sp. 2 (11 machos e 10 fémeas). No
rio S&o Jodo (24°53°46.61” S, 50°12°36.36” O), municipio de Carambei-PR, bacia
hidrogréafica do rio Tibagi, foram amostrados 15 exemplares de Neoplecostomus yapo (5
machos e 10 fémeas) (Figura 2).

Os peixes foram coletados na natureza com licenca do Ministério do Meio
Ambiente (MMA)/ Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBIo) (Anexo 1) fazendo uso de peneiras e tarrafas. Apos a captura, os exemplares
foram acondicionados em recipientes com &gua e posteriormente encaminhados ao
laboratério de Biologia Cromossdmica: Estrutura & Fungdo (Chromosome Biology:
Structure & Function) da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Campus Uvaranas,
onde permaneceram em aquarios aerados até a realizacdo das técnicas. Os
procedimentos estdio de acordo com o Comité de Etica do uso de animais da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo 8782/2016) (Anexo 2).

3.2 METODOS
3.2.1 Andlises citogenéticas convencionais

Para a analise cromossémica foi necessaria a obtencdo de células metafésicas,
tanto em qualidade como em quantidade. O rim possui funcdo hematopoiética, ou seja,
produzir células sanguineas (tanto as de defesa como as de transporte de O,/CO,).
Sendo assim, foi injetado uma solucéo de fermento (0,5 gramas de fermento bioldgico,

1,5 gramas de dextrose e completado com 6 mL de agua) na regido ventral do animal
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com a intencdo de induzir um aumento na frequéncia no nimero de mitoses, atraves da
técnica de Suspensdo de levedura de Cavallini e Bertollo (1988). Ap6s 24 horas da
aplicacdo deste indutor, injetou-se intraperitonialmente uma solucdo de colchicina
(0,025%) na proporcdo de 1mL/100g de peso do animal para obter células em fase de
metafase.

Apb6s 45 minutos da aplicacdo da colchicina o animal foi anestesiado e
posteriormente eutanasiado. Foram retiradas amostras de figado 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 solucédo de formol 10% e preservados em alcool 70%.

A deteccdo da heterocromatina constitutiva foi realizada de acordo com a técnica
descrita por Sumner (1972) (Anexo 4). Esta técnica permite a observacdo de regides
especificas em que o cromossomo apresenta DNA altamente repetitivo e, por isso, sao
detectadas regiGes mais escuras nos Ccromossomos correspondentes as regides

condensadas.

3.2.2 Andlises citogenéticas moleculares

Nas analises moleculares foram utilizadas sondas de rDNA 18S e 5S para a
localizagdo dos seus respectivos sitios cromossémicos nas populacdes 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 0S primers
5SA forward: 5° TACGCCCGATCTCGTCCGATC 3 e 5SB reverse: 5’
CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC 3’. J& a sonda do rDNA 18S foi isolada a partir do
DNA nuclear de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI JUNIOR, 2004)
clonado em Escherichia coli e obtido através da técnica de mini preparacéo plasmidial
(Anexo 6). Ambas as sondas foram marcadas pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) utilizando nucleotideos marcados biotina 16-dUTP (Roche) (Anexo 7) e
digoxigenina 11-dUTP (Roche) (Anexo 8).

Posteriormente a esse processo, as sondas foram submetidas a FISH. O protocolo
geral da FISH sob alta condigdo de estringéncia (2,5 ng/puL 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 deteccdo 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 pg/mL) em meio de montagem Vectashield
(Vector) e analisados no microscépio de epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2
acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl Zeiss®) em Camera Zeiss AxioCam MRm

de Captura Monocromatica com sensor CCD e resolucéo de 1.4 megapixels.

3.2.3 Montagem dos cariétipos

Depois de capturadas, as fotografias dos cromossomos foram recortadas e
organizadas em caridtipos com uso do software Adobe Photoshop CC 2015, onde os
homologos foram pareados e dispostos em grupos metacéntrico (m), submetacéntrico
(sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a). A classificacdo cromossdmica adotada foi a
proposta por Levan, Fredga e Sandberg (1964) onde o limite de relacdo de bracos (RB),
braco maior/brago 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 determinacdo do NF, os
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados

com dois bragos cromoss0micos e 0S Cromossomaos acrocéntricos com apenas um brago.
3.2.4 Extracdo de DNA e PCR

Para a extracdo de DNA gendmico, foram utilizadas amostras de figado
armazenadas e preservadas em etanol absoluto seguindo o método CTAB
cetyltrimethylammonium bromide de Murray e Thompson (1980) (Anexo 9). Apds a
extracdo, foi verificada a integridade do DNA em gel de agarose 1% e as amostras
quantificadas em um Nanovue (GE Healthcare). Foram diluidas amostras de DNA para
a utilizacdo na técnica de PCR, onde foram amplificados fragmentos do gene (COI)
utilizando-se os primers: Fish F1 5> TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’ ¢
Fish R1 5> TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’ (Anexo 10).

Apos a amplificacdo, o resultado da PCR foi verificado em gel de agarose 1%,
onde foram observadas bandas Unicas entre 600 e 700 pares de base. As amostras foram
entdo purificadas com kit PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)
seguindo as recomendacOes do fabricante e enviadas para 0 sequenciamento
nucleotidico realizado pela empresa ACTGene Anélises Moleculares (disponibilizado
pela empresa Ludwig Biotec), utilizando-se o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).
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3.2.5 Analise dos dados

Todas as sequéncias obtidas para a espécie foram inicialmente analisadas com o
software Geneious 8.1.9 (KEARSE et al., 2012). As sequéncias foram entdo alinhadas
usando o algoritmo ClustalW implementado no Geneious, onde foram checados
possiveis erros no sequenciamento comparando com os dados j& depositados no
GenBank (NCBI) através da ferramenta BLAST. Para o calculo das distancias genéticas
foi utilizado o software MEGA 7.0.14 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016),
utilizando o modelo de evolucdo de Kimura-2-Parametros (K2P) (KIMURA, 1980).
Para a analise de fluxo génico e diversidade haplotipicas (h) e nucleotidica (m) foi
utilizado o software DnaSP (LIBRADO; ROZAZ, 2009) e para a andlise da
estruturacdo populacional e analise molecular de variancia (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 haplétipos
através do critério de median joining (LEIGH; BRYANT, 2015). As analises de
estruturacdo foram feitas atraves das atribuicbes de cada individuo as populacdes
utilizando inferéncia 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 éarvore de
inferéncia bayesiana for gerada com o programa MrBayes 3.2 (HUELSENBECK;
RONQUIST, 2001; RONQUIST; HUELSENBECK, 2003).
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4. RESULTADOS
Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo
cientifico:
CAPITULO |

Estabilidade cariotipica e divergéncia genéetica em Neoplecostomus (Siluriformes:
Loricariidae) em afluentes do rio Parana
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Estabilidade cariotipica e divergéncia genética em Neoplecostomus (Siluriformes:

Loricariidae) em afluentes do rio Parana

Resumo

O género Neoplecostomus inclui 16 espécies validas e distribuicdo pela bacia do rio
Parana, Sao Francisco e regido Litoranea. No entanto, a diversidade neste grupo de
peixes é subestimada. Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a diferenciacédo
cariotipica e a diversificacdo genética em Neoplecostomus em diferentes bacias
hidrograficas no estado do Parana. Para isto, foram realizadas coletas de espécimes de
Neoplecostomus sp. 1 no rio Pinh&o (rio Iguagu), Neoplecostomus cf. botucatu no rio
Samambaias (rio Itararé), Neoplecostomus sp. 2 no rio das Pedras (rio das Cinzas) e N.
yapo no rio Sdo Jodo (rio Tibagi). Foram obtidos valores 2n conservados de 54
cromossomos, sendo 18m+20sm+16st e NF 108 para as quatro populagdes amostradas.
O bandamento C detectou poucas regides heterocromaticas. A hibridizagdo in situ do
gene ribossomal 18S demonstrou a localizacdo do sitio ribossomal 45S em um unico par
cromossémico e, em dois sitios cromossémicos para o0 gene ribossomal 5S. Anélises
moleculares envolvendo fragmentos da subunidade 1 do gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase (COI) demonstraram uma distancia genética variando de 4,7% a 9,9%, sem
sobreposicdo de haplétipos e auséncia de fluxo génicos entre as espécies estudadas. Os
resultados citogenéticos deste estudo evidenciam uma alta estabilidade cariotipica para
as espécies de Neoplecostomus. Em adicdo, os resultados da distancia genética para
Neoplecostomus do rio Pinhdo e do rio das Pedras sdo comparaveis a de espécies
distintas neste género de peixes. Diante deste aspecto, é importante ressaltar a
estabilidade cromossémica em Neoplecostominae e a importancia de integrar os dados
morfolodgicos, citogenéticos e moleculares para a determinacdo da biodiversidade do

género.
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Introducéo

Dados morfoldgicos, quer anatdmicos, morfométrico e meristicos, assim como 0s
de coloracdo sdo precursores nas ciéncias taxondmicas e sistematicas. Entretanto, nas
ultimas décadas houve um aumento do numero de espécies estudadas e novas formas de
analise foram adicionadas aos processos de identificacdo e classificacdo das espécies.
Atualmente, caracteres fisiologicos, embrioldgicos, comportamentais, moleculares e
citogenéticos auxiliam como ferramentas adicionais aos dados morfoldgicos cléssicos a
descricdo de espécies (PEREIRA; OLIVEIRA, 2015).

Dados citogenéticos como o nimero e a morfologia dos cromossomos, o padrao
de bandas, nimero e a posic¢do dos sitios de DNAs ribossomais e a localizacdo de DNASs
repetitivos satélites identificam caracteristicas compartilhadas e derivadas entre espécies
préximas, 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) padrdes biogeogréficos (VICARI et al., 2008;
da ROSA et al., 2014) e na resolugéo de sinonimias (BELLAFRONTE; MARGARIDO;
MOREIRA-FILHO, 2005). Em adicdo aos dados citogenéticos e morfoldgicos, também
0 uso de marcadores moleculares, os quais se baseiam na historia evolutiva de
sequéncias nucleares e organelares sdo muito utilizados na taxonomia e sistematica
(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 varia¢do ao nivel
da molécula de DNA, o que faz com que essas abordagens permitam a analise
filogenética e de fluxo génico principalmente (TORRES; MATOSO; ARTONI, 2004).

Um dos genes utilizados para a identificacdo de espécies é a subunidade 1 do
gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase (COl ou Cox1), proposto por Herbert e
colaboradores no ano de 2003 e descrito como metodologia de DNA barcode. O
fundamento bésico deste método estd na busca da variabilidade existente entre as
sequéncias de DNA de um mesmo gene devido ao acimulo de muta¢es ao longo da
histéria evolutiva. Sendo assim, uma espécie poderia ser identificada por uma
combinacdo Unica e exclusiva de nucleotideos desse fragmento de aproximadamente
650 pares de base (pb) do gene (HERBERT et al., 2003).

Pertencente a familia Loricariidae, subfamilia Hypoptopomatinae e tribo
Neoplecostomini, o género Neoplecostomus é endémico da América do Sul e seus
representantes estdo distribuidos na regido sul e sudeste do Brasil. O género inclui

atualmente 16 espécies descritas para as bacias do rio Parana, Sdo Francisco e
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Litoranea, sendo 8 destas pertencentes a bacia do rio Parand (LANGEANI, 1990;
ANDRADE, 2012). Espécies desse género sdo diagnosticadas por possuir o labio
inferior com duas ou trés séries de papilas bem desenvolvidas e proeminentes apds o
dentario e por possuir a area 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 padrdo, e habitam riachos de &guas claras e rasas, com fundo
pedregoso e correntezas fortes a moderadas (LUCENA et al., 2012; ROXO et al., 2012).

As espeécies de Neoplecostomus séo bastante semelhantes entre si e normalmente
apresentam algumas poucas e sutis caracteristicas morfolégicas diagnosticas. Enquanto
que Neoplecostomus paranensis (Langeani, 1990) é caracterizada principalmente pela
auséncia ou reducdo da nadadeira adiposa (LANGEANI, 1990), N. selenae (Zawadzki,
Pavanelli e Langeani, 2008) € diferenciada por odontodeos hipertrofiados nos lados do
focinho. Outras populagdes, como aquelas evidenciadas por caracteres aloenzimaticos
por Lucena et al. (2012) e por caracteres moleculares por Roxo et al. (2012) nédo
apresentam caracteres morfologicos diagndsticos evidentes.

Os estudos citogenéticos em exemplares da tribo Neoplecostomini evidenciaram
uma estrutura cariotipica conservada e compartilhadas com o grupo irmédo
Trichomycteridae (ZIEMNICZAK et al., 2012). Dados cariotipicos para as espécies do
género Neoplecostomus, Neoplecostomus microps, N. paranensis e N. yapo
demonstraram o numero diploide de 54 cromossomos e poucas variagcbes em formulas
cariotipicas (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005; KAVALCO et al., 2005;
ZIEMNICZAK et al., 2012).

Poucos sdo o0s estudos citogenéticos e moleculares em Neoplecostomini
(ZIEMNICZAK et al., 2012) e existem evidéncias de espécies ainda ndo descritas para
Neoplecostomus provenientes do alto rio Parana (LUCENA et al., 2012; ROXO et al.,
2012). Neste contexto, devido a similaridade morfoldgica e cariotipica e a presenca de
poucos e sutis caracteres diagnosticos em Neoplecostomus, a adicdo de metodologias
associadas podem contribuir para identificar e caracterizar novas espécies neste grupo.
Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a diferenciacdo cariotipica e genética
no género Neoplecostomus provenientes de quatro diferentes bacias hidrograficas no

estado do Parana.
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Material e Métodos

Foram realizadas coletas em quatro rios pertencentes a diferentes bacias
hidrogréficas no estado do Parana (Figura 1). No rio Pinhdo, municipio de Pinh&o
(25°35°49.52” S, 51°40°43.85” O), pertencente a bacia hidrografica do Iguagu foram
amostrados 14 exemplares de Neoplecostomus sp. 1 (6 machos e 8 fémeas). No rio
Samambaias (24°13°16.84” S, 49°39°38.11” O), municipio de Jaguariaiva, bacia
hidrografica do rio Itararé foram amostrados 10 exemplares de Neoplecostomus cf.
botucatu (6 machos e 4 fémeas). Ja no rio das Pedras (24°07°40.30” S, 50°14°11.55”
0O), municipio de Ventania, bacia hidrografica do rio das Cinzas foram amostrados 21
exemplares de Neoplecostomus sp. 2 (11 machos e 10 fémeas). No rio S&o Jodo
(24°53°46.61” S, 50°12°36.36” O), municipio de Carambei, bacia hidrografica do rio
Tibagi, foram amostrados 15 exemplares de Neoplecostomus yapo (5 machos e 10
fémeas) (Figura 2). Os peixes foram coletados na natureza com licenca do Ministério do
Meio Ambiente e Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(MMA/ICMBIo/SISBIO: 15117-1).

As preparacOes citogenéticas seguiram a metodologia de Bertollo, Takahashi e
Moreira-Filho (1978). A deteccdo da heterocromatina constitutiva foi realizada de
acordo com a técnica descrita por Sumner (1972). Para as analises moleculares as
laminas foram submetidas a ensaios de FISH (Fluorescence in situ hybridization) de
acordo Pinkel, Straume e Gray (1986) com sondas de DNA ribossémico 18S e 5S. A
sonda do rDNA 5S foi isolada através do genoma total de um individuo de
Neoplecostomus yapo com 0s primers 5SA forward: 5
TACGCCCGATCTCGTCCGATC 3 e 5SB reverse: 5
CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC 3’. J4 a sonda do rDNA 18S foi isolada a partir do
DNA nuclear de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI JUNIOR, 2004).
Ambas as sondas foram marcadas pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando nucleotideos marcados biotina 16-dUTP (Roche) e digoxigenina 11-dUTP
(Roche).

O protocolo geral da FISH utilizado foi sob alta condicdo de estringéncia (2,5
ng/uL sonda, 50% formamida, 2xSSC, 10% sulfato dextrano, 37°C por 16 h). Para a
deteccdo 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 pg/mL) em meio de

montagem Vectashield (Vector) e analisados no microscopio de epifluorescéncia Zeiss
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Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl Zeiss®) em Camera Zeiss
AxioCam MRm de Captura Monocromatica com sensor CCD e resolucdo de 1.4
megapixels.

Depois de capturadas, as fotografias dos cromossomos foram recortadas e
organizadas em cariotipos com uso do software Adobe Photoshop versdo CC 2015,
onde os homdlogos foram pareados e dispostos em grupos metacéntrico (m),
submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a). A classificagdo
cromossdmica adotada foi a proposta por Levan, Fredga e Sandberg (1964). Na
determinacdo do numero fundamental (NF), 0s cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados com dois bracos
Cromossdmicos e 0S Cromossomos acrocéntricos com apenas um brago.

Para a extracdo de DNA genémico, foram utilizadas amostras de figado seguindo
0 método CTAB cetyltrimethylammonium bromide de Murray e Thompson (1980).
Apos a extracdo, foi verificada a integridade do DNA em gel de agarose 1% e as
amostras quantificadas em um Nanovue (GE Healthcare). Foram diluidas amostras de
DNA para a utilizacdo na técnica de PCR onde foram amplificados segmentos do gene
mitocondrial citocromo c¢ oxidase subunidade 1 (COI). A reacdo de amplificacdo da
sequéncia COI foi realizada com a utilizacdo dos primers denominados de Fish F1 e
Fish R1 (WARD et al. 2005). A reacdo foi composta por 1x Taqg Reaction buffer (200
mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 40 uM dNTPs, 2 mM MgCI2, 2 U de Tag DNA
polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), 0.2 uM primers e 100 ng/mL de DNA molde.
O programa da reacdo foi: desnaturacéo 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 extensdo final a 72 °C por 10 min.

Apds a amplificacdo, o resultado da PCR foi verificado em gel de agarose 1%,
onde foram observadas bandas Unicas entre 600 e 700 pares de base. As amostras foram
entdo purificadas com kit PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)
seguindo as recomendacdes do fabricante e submetidas ao sequenciamento nucleotidico,
utilizando-se o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Todas as sequéncias obtidas para a espécie foram inicialmente analisadas com o
software Geneious 8.1.9 (KEARSE et al., 2012). As sequéncias foram entdo alinhadas
usando o algoritmo ClustalW implementado no Geneious, onde foram checados
possiveis erros no sequenciamento comparando com os dados ja depositados no
GenBank (NCBI) através da ferramenta BLAST. Para o célculo das distancias genéticas
foi utilizado o software MEGA 7.0.14 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016),
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utilizando o modelo de evolucdo de Kimura-2-Parametros (K2P) (KIMURA, 1980).
Para a anélise de fluxo génico e diversidade haplotipicas (h) e nucleotidica (m) foi
utilizado o software DnaSP (LIBRADO; ROZAZ, 2009) e para a andlise da
estruturacdo populacional e analise molecular de variancia (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 haplétipos
através do critério de median joining (LEIGH; BRYANT, 2015). As analises de
estruturacdo foram realizadas através das atribuicdes de cada individuo as populagdes
utilizando inferéncia 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 éarvore de
inferéncia bayesiana foi gerada com o programa MrBayes 3.2 (HUELSENBECK;
RONQUIST, 2001; RONQUIST; HUELSENBECK, 2003).

Resultados

1. Analises citogenéticas

Foi encontrado o numero diploide de 54 cromossomos para as espécies de
Neoplecostomus analisadas (rios Pinhdo, Samambaias, Pedras e S&o Jodo). A férmula
cariotipica (18m+20sm+16st) e namero fundamental de 108 também foram os mesmos
para as espécies amostradas (Figura 3). O bandamento C detectou poucas regides
heterocromaéticas para as quatro populac@es, entre eles blocos no brago longo do par
submetacéntrico 10 e na regido pericentromérica do par subtelocéntrico 25, além de
bandas menos evidentes em outros cromossomos (Figura 4).

A hibridizacdo in situ do gene ribossomal 18S demonstrou a localizacdo do sitio
ribossomal 45S no par submetacéntrico 10 em regido intersticial do brago longo para as
quatro espécies amostradas. Por sua vez, a localizacéo in situ do rDNA 5S demonstrou
dois sitios cromossdmicos: na regido subterminal do cromossomo submetacéntrico 11 e

na regido proximal do par subtelocéntrico 24 (Figura 5).

2. Anélises moleculares
Foram amplificadas e sequenciadas vinte e um fragmentos do gene citocromo ¢
oxidase subunidade | (COI) de diferentes individuos de Neoplecostomus, sendo cinco

do rio Pinhdo, Samambaias e Pedras e seis do rio Sdo Jodo. As sequéncias ndo
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mostraram insercdes, delecbes, cddon de parada (stop codons) ou erros do
sequenciamento. As vinte e uma sequéncias obtidas apresentaram 653 nucleotideos com
154 sitios variaveis, diversidade nucleotidica 7= 0,06934. O numero de hapl6tipos
considerados foi 21 com diversidade haplotipicas de h=1,00000.

A divergéncia 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 Pinh&o foi de 8,3% e entre
Neoplecostomus cf. botucatu e N. yapo foi de 9,9%. Entre Neoplecostomus sp. 2 e 1 a
divergéncia 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 sequéncias deste estudo com sequéncias 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 sequéncias das espécies do rio
Samambaias e das Pedras apresentam similaridade acima de 95% com Neoplecostomus
botucatu. Por sua vez, as sequéncias das espécies do rio Sdo Jodo e Pinhdo apresentam
similaridade acima de 95% com Neoplecostomus yapo.

A andlise da arvore de neighbor joining (Figura 6) agrupou algumas sequéncias
de espécies diferentes em um mesmo clado, como ocorreu com a sequéncia
Pedras_4664 do rio das Pedras inserida no ramo da espécie do rio Samambaias e as
sequéncias Pinhdo_4716 e Pinhdo_4718 do rio Pinhdo inseridas entre o ramo do rio Sdo
Jodo. Os valores de bootstrap de clados variaram de 15 a 97%. A analise Bayesiana
(Figura 7), considerando o modelo de substituicdo HKY+G (HASEGAWA,; KISHINO;
YANO, 1985) gerado pelo Modeltest, evidenciou quatro ramos consistentes:
Neoplecostomus sp. 1 do rio Pinhdo (bacia do Rio Iguacu); Neoplecostomus cf. botucatu
do rio Samambaias (Itararé); Neoplecostomus sp. 2 do rio das Pedras (Cinzas) e
Neoplecostomus yapo do rio S&o Jodo (Tibagi). Os valores de probabilidade posterior
variaram de 55 a 100%. Hemipsilichthys gobio foi utilizada como outgroup para
enraizamento da arvore e mostrou possuir um ancestral comum com todas as espécies
analisadas, se situando fora do grupo de interesse.

As sequéncias barcode de Neoplecostomus obtidas foram utilizadas também para
a construcdo de uma rede de haplotipos. Essa rede evidencia que ndo ha sobreposicéo de
haplotipos entre as espécies e que os haplotipos de uma mesma espécie Sd0 mais
préximos entre si quando comparados as demais (Figuras 8 e 9). Através dos dados da

analise de variancia molecular (AMOVA), foi possivel verificar o valor de variancia
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entre dos grupos de 13,30% e dentro dos grupos de 66,55% com um valor de
®57=0.33450 (Tabela 3).

Com relacdo as andlises de inferéncia de estruturacdo populacional, a analise
gerada no BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure) indicou que ndo ha
sobreposicdo das sequéncias, indicando dois grupos: Samambaias e Pedras (Vermelho)
e Pinh&o e Sao Jodo (Verde) (Figura 10). Apenas a sequéncia A03 do rio S&o Jodo nédo
foi incluida em nenhum grupo. Na andlise de inferéncia de estruturacdo populacional
gerada Structure considerando k=2 (2 grupos) também foram observados dois grupos:
Samambaias e Pedras (Vermelho) e Pinhdo e Sdo Jodo (Verde) (Figura 11). A
probabilidade de atribuicdo das sequéncias foi proxima de 90%. Quando considerado
k=3, também foi observado o grupo Samambaias e Pedras (Verde), Sdo Jodo
(Vermelho) e Pinhdo (Azul) (Figura 12), sendo que algumas sequéncias ndo ficaram
definidas em grupos distintos, principalmente entre Pinhdo e So Jodo. Sequéncias do
rio Pinhdo apresentam 50-60% de atribuicdo ao grupo S&o Jodo e sequéncias do rio Sao
Jodo com até 40% de atribuicdo ao grupo Pinhdo.

Discussao

A citogenética tem auxiliado nos ultimos anos a caracterizar geneticamente
diversas familias de peixes e tem demonstrado algumas tendéncias cariotipicas em cada
uma delas (ZIEMNICZAK et al., 2012). Dentro de Loricariidae, algumas subfamilias
apresentam tendéncia ao aumento ou reducdo do nimero cromossdmico, Como € 0 caso
de Hypostominae, onde poucas espécies apresentam o nimero diploide basal de 54
cromossomos (MARIOTTO et al.,, 2011; BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO,
2012). Em subfamilias mais diversificadas como, por exemplo, Loricariinae, os dados
citogenéticos apontam uma grande diversidade tanto no que se refere ao numero de
cromossomos quanto a formula cariotipica (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005). Na
tribo Hypoptopomatini poucas espécies apresentaram variagdo do nimero diploide basal
(ANDREATA et al., 2000) e em Neoplecostomini, até 0 momento, todas conservam
este valor (ZIEMNICZAK et al., 2012).

Os estudos citogenéticos realizados demonstram que as espécies pertencentes a
Neoplecostomus apresentam estruturas cariotipicas similares, sugerindo uma aparente
conservacao cariotipica. Além da organizagéo cariotipica conservada, os exemplares do
género Neoplecostomus sdo préximos morfologicamente, apesar de formar populagdes

com suposta baixa vagilidade e com tendéncias 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 varia¢fes de nivel hidrolégico
dos rios e riachos ao longo dos periodos climaticos (ROXO et al., 2012). Com relacdo
ao numero diploide, todas as espécies até entdo estudadas mantiveram o carater 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 conservacdo do 2n, variagdes de férmula cariotipica ja foram
observadas em estudos de citogenética comparativa de Neoplecostomus. Para a bacia do
rio Paraiba do Sul, N. microps do rio Paraitinga, apresentou 2n= 54 cromossomos e
férmula cariotipica: 24m+20sm+10st, NF=108 (KAVALCO et al., 2004a). Enquanto
que, N. microps do riacho Grande apresentou 2n=54 cromossomos e férmula
cariotipica: 20m+20sm+14st (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005). Neoplecostomus
paranensis foi estudada citogeneticamente em duas regides do Brasil: riacho Sapateiro,
regido de Barbacena, Minas Gerais e riacho Horteld, regido de Botucatu, Sdo Paulo,
embora esta Ultima possa corresponder a N. botucatu, descrita posteriormente. Em
ambas as localidades, as espécies apresentaram o mesmo numero diploide e a mesma
férmula cariotipica: 54 cromossomos e formula cariotipica 20m+20sm+14st (ALVES;
OLIVEIRA; FORESTI, 2005).

Na bacia do rio Tibagi, dois estudos citogenéticos ja foram realizados em N. yapo.
Um deles, realizado no rio Verde, regido de Ponta Grossa (alto Tibagi) demonstrou
namero diploide de 2n=54 cromossomos com formula cariotipica: 18m+20sm+16st e
NF=108 (ZIEMNICZAK et al., 2012). O outro estudo foi realizado no ribeirdo dos
Apertados, regido de Londrina (baixo Tibagi) demonstrou 0 mesmo numero diploide,
porém com variacdes na férmula cariotipica: 22m+20sm+12st-a (RUBERT et al.,
2010).

Outro marcador amplamente utilizado para a diferenciacdo citogenética, além do
namero diploide e do numero fundamental é a distribuicdo da heterocromatina nos
cromossomos atraves 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 Gtil na compreenséo
da organizacéo e diferenciacdo de genomas (KAVALCO et al., 2004a).

As regibes heterocromaéticas de N. microps estdo restritas a regides intersticiais
dos pares cromossémicos 14 e 25 (KAVALCO et al., 2004a). Para N. yapo do baixo
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Tibagi, as bandas estdo localizadas na regido pericentromérica de um par st e no par 12
associado provavelmente as regibes organizadoras do nucléolo (RUBERT et al., 2010).
Ziemniczak et al. (2012) observaram em N. yapo do alto Tibagi blocos heterocromaticos
no braco longo dos pares 10 e 24 e outras bandas menos evidentes em regides
centromeéricas de outros cromossomos. Portanto, pode-se notar que de maneira geral, as
espécies pertencentes a esse género apresentam um cariotipo constituido basicamente de
regides eucromaéticas e que as marcacGes estdo restritas a dois pares cromossémicos
(KAVALCO et al., 2004a). Isso também pode ser observado nas espécies de
Neoplecostomus deste estudo, onde foram verificadas poucas regibes de
heterocromatina.

Ainda sdo escassos 0s estudos de citogenética molecular em Neoplecostomus. Em
N. yapo do rio Tibagi, o rDNA 18S foi localizado na regido intersticial do braco longo
do par de cromossomos sm 10 e os sitios de rDNA 5S foram localizados em regido
intersticial do brago 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 sitio intersticial. Neste trabalho, foram
detectados dois sitios para 0 rDNA 5S um no par cromossémico 11 e outro no par 24.
Desta forma, este estudo evidencia pequenas variacfes cromossdmicas entre espécies de
Neoplecostomus, principalmente em relacdo ao nimero de copias do rDNA 5S.

Assim como na taxonomia tradicional onde caracteres morfoldgicos sdo utilizados
para reconhecer espécies, no DNA Barcoding a varia¢do nucleotidica é utilizada para
este principio (HERBERT et al., 2003; WARD et al., 2005). Contrério aos resultados
citogenéticos, o isolamento genético entre as espécies foi demonstrado neste estudo com
as analises de DNA Barcoding. As populacdes identificadas neste estudo como
Neoplecostomus sp. 1, Neoplecostomus cf. botucatu, Neoplecostomus sp.2 e N. yapo
apresentaram taxas de divergéncia genética que variaram de 4,7 a 9,9%. Ward et al.
(2009) analisaram a distribuicdo da divergéncia genética das sequéncias barcode entre
1088 espécies de peixes e, baseados em analises estatisticas, sugeriram se um espécime
desconhecido apresentar um valor de divergéncia genética maior que 2% em relacdo a
um espécime conhecido, esse espécime teria 95% de probabilidade de representar uma
especie diferente (HERBERT et al., 2003; WARD et al., 2005, 2009; PEREIRA, 2011).

Os valores de ®st indicam quanto ao fluxo génico e estruturacdo populacional.
Estes valores de ®st representam estruturacdo populacional baixa (0 - 0,05), moderada
(0,05 - 0,15), alta (015 - 0,25) e, acima de 0,25, representa forte estruturacdo
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populacional. Valores proximos a 1 sdo encontrados entre espécies diferentes
(WRIGHT, 1978; HARTL,; CLARK, 1997). Os resultados deste estudo apontam para
uma forte estruturacdo das espécies de Neoplecostomus (valor obtido de ®st superior a
0,25). Em adicéo, os dados da arvore de neighbor joining ndo separaram as sequéncias
das quatro espécies em clados sem sobreposicGes. Por sua vez, os dados da analise
Bayesiana demonstram proximidade entre as espécies do rio Samambaias e Pedras,
porém separadas em clados distintos, bem como a espécie do Sdo Jodo. As sequéncias
do rio Pinhdo se organizaram em dois ramos, ambos com altos valores de suporte. Esses
dados condizem com os valores de divergéncia genética e de dst e indicam estruturacédo
populacional.

O valor de boostrap do ramo que sustenta as sequéncias do Pinhdo e S&o Joédo
(56%) € 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 Pinhéo
e Sdo Jodo ha ainda uma parafilia em relacdo a alguns individuos amostrados no rio
Pinh&o, que se agrupam em um ramo distinto com alto valor de suporte, indicando um
processo de separacdo de recente desse ramo. Vale ressaltar que os locais de
amostragem das populacdes de Neoplecostomus correspondem ao sistema do rio Parana.
Neoplecostomus sp.1, pertencente a bacia do rio Iguagu, sistema do Baixo Rio Parana é
a Unica que apresenta uma barreira geogréfica histérica a aproximadamente 22 milhdes
de anos, representado pelas Sete Quedas (BONETTO, 1986; BRITSKI; LANGEANI,
1988). Ja Neoplecostomus cf. botucatu, Neoplecostomus sp. 2 e N. yapo pertencem ao
sistema do Alto Rio Parana e foram amostradas nas cabeceiras de trés diferentes sub-
bacias iniciais do rio Paranapanema: lItararé, Cinzas e Tibagi, respectivamente. A
populacdo de N. yapo, da bacia do rio Tibagi, bem como a populacdo do rio Pinhdo
demonstraram estruturacao e auséncia de fluxo génico por um longo periodo evolutivo.
As populacdes de Neoplecostomus cf. botucatu e Neoplecostomus sp. 2 apresentaram
estruturacdo média e restricdo de fluxo génico recente entre as populac@es, o que pode
ser explicado pela auséncia de barreira geografica e maior proximidade entre as duas
sub-bacias da margem esquerda do alto rio Paranapanema.

As analises de estruturacdo populacional do BAPS e do Structure (k=2)
mostraram a ocorréncia de dois grupos, demonstrando que as espéecies do rio das Pedras
e Samambaias podem pertencer a um mesmo grupo e Sao Jodo e Pinhdo a outro grupo.
Entretanto, quando a analise do Structure é considerada com trés grupos (k=3), observa-

se que algumas sequéncias do Pinhdo apresentam baixa similaridade com os outros dois
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grupos, especialmente com o grupo Pedras e Samambaias. 1sso indica que as sequéncias
do rio Pinhdo compartilham maior similaridade com as sequéncias do rio Sdo Jodo, mas
que a espécie do rio Pinhdo pode formar outro grupo.

A andlise de identificacdo de espécies de acordo com o BOLD demonstraram
similaridade com duas espécies (N. botucatu e N. yapo) e estd de acordo com a analise
do BAPS e do Structure. Nesta analise, as espécies dos rios Samambaias e Pedras séo
correspondentes a N. botucatu e as espécies do rio S&o Jodo e Pinh&o correspondentes a
N. yapo. A principio a populacdo do rio Pinhdo teria identificacdo molecular para
pertencer a N. yapo e a populacao do rio das Pedras a N. botucatu. Entretanto, os valores
de divergéncia genética entre as populacBes de cada grupo, indicam 4,7% de
divergéncia genética entre Samambaias e Pedras e 8,3% entre as popula¢des Pinhdo e
Sdo Jodo (este ultimo considerado alto). Incertezas taxondmicas e a identificacdo de
novas espécies de Neoplecostominae ja 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 indiqguem duas novas espécies, outros modos de analises devem ser levadas em
consideracdo inclusive a identificacdo taxonémica dos individuos.

Em um estudo recente foi descrito cientificamente Neoplecostomus paraty
Cherobim, Lazzarotto & Langeani, 2016 com base em dados morfol6gicos e anlises
das sequéncias parciais do gene COIl. Os dados de distancia genética de N. paraty
guando comparada a N. microps do rio Paraiba do Sul foram entre 2,04 e 3,22%.
Embora os valores sejam préximos a 2%, que é considerado o valor limite para peixes,
essas duas espécies apresentam diferencas no padréo de coloracdo e estdo separadas por
um longo periodo evolutivo por uma barreira geogréfica, a Serra da Bocaina na divisa
dos estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro (CHEROBIM; LAZZAROTTO;
LANGEANI, 2016). No presente trabalho, os valores de distancia genética de
Neoplecostomus sp. 1 sdo superiores aos encontrados para a descri¢do de N. paraty e,
considerando o isolamento geografico histérico do rio Iguacu (BONETTO, 1986;
BRITSKI; LANGEANI, 1988), esses dados, juntamente com a analise Bayesiana e a
rede haplotipica demonstraram a possibilidade de uma espécie nao descrita para o rio
Pinhdo, a qual é estreitamente relacionada a N. yapo. Neste estudo, 0 emprego de
métodos citogenéticos e moleculares foram utilizados no reconhecimento da diversidade
de Neoplecostomus em populagdes de afluentes do rio Paranapanema (Cinzas, Itararé e

Tibagi) e rio Iguagu. Os resultados obtidos demonstraram uma grande conservagdo do
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cariotipo, comum a exemplares de Neoplecostominae (KAVALCO et al., 2004a;
ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2005; RUBERT et al., 2010; ZIEMNICZAK et al.,
2012). Em adicdo, a metodologia barcode, a analise Bayesiana, rede haplotipica e o0s
indices ®st demonstraram auséncia de fluxo génico e valores compativeis para a

indicacdo de uma espécie nao descrita para o rio Pinhdo.

Considerac0es Finais

Os resultados genéticos deste estudo demonstraram uma alta estabilidade
cariotipica para as espécies do género Neoplecostomus. Esta estabilidade cariotipica €
também observada para a subfamilia Hypoptopomatinae. Em adicdo, os resultados da
analise molecular indicam para ocorréncia de duas espécies ainda ndo descritas para a
Neoplecostomus do rio Pinhdo e do rio das Cinzas. Diante deste aspecto, é importante
ressaltar a estabilidade cromossdmica em Neoplecostomini e a importancia de integrar
os dados morfoldgicos, citogenéticos e moleculares para a determinacdo da
biodiversidade do género.
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Tabela 2: Distancias genéticas baseadas no modelo Kimura-2-Pardmetros entre pares de sequéncias (matriz inferior), entre as médias

interpopulacionais (matriz superior) e médias intrapopulacionais.

Samambaias Pedras Pinh&o S&o0 Jodo
a b |c [p |E F |l [H i J k L M [N o p g Ir Is [t Ju
(a) Samambaias 4618
(b) Samambaias 030 0,031
(c) Samambaias 4779 0,029 | 0,038 0,047 0,083 0,099
(d) Samambaias 033 0,040 | 0,045 | 0,043
(e) Samambaias 031
(f) Pedras_4657
(g) Pedras_4659 0,007
(h) Pedras_4658 0,011 0,014 0,092
(i) Pedras_4660 0,004 | 0,007 | 0,007
(j) Pedras_4664 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
() Pinhao_4718 0,082 | 0,072 0,086 | 0,082 | 0,082 | 0,094 | 0,086 | 0,090 | 0,090 | 0,092
(m) Pinhao_4713 0,088 | 0,069 | 0,089 [ 0,094 | 0,072 | 0,051 | 0,055 | 0,057 |0,050 | 0,086 0,083
(n) Pinhao_4717 0,084 | 0,069 | 0,079 (0,092 | 0,071 | 0,053 |0,053| 0,053|0,050 0,083
(o) Pinhao 4714 0,048 0,051 | 0,050 |0,050 | 0,086
(p) Sao_Joao_4638 0,133|0,142 | 0,138 |0,133 | 0,157
(q) Sao_Joao_ 4459 0,107 0,103 | 0,100 | 0,104 | 0,090
(r) Sao_Joao_ 4462 0,057 0,061 | 0,057 | 0,053 | 0,094 0,084
(s) Sao_Joao_4465 0,080 0,084 | 0,084 |0,078 0,120 0,112 (0,042
(t) Sao_Joao_ 4639 0,078 0,082 | 0,082 |0,074 | 0,096 0,068 | 0,047 | 0,068
(u) Sao_Joao_4640 0,067 0,071 | 0,067 | 0,063 | 0,092 0,064 | 0,034 | 0,060 | 0,029
Samambaias Pedras Pinh&o Séo Jodo
Distancia média
intrapopulacional 0,036852131 0,021247631 0,046467943 0,075724
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Tabela 3: Resumo da identificacdo das espécies de acordo com a similaridade das

sequéncias de Barcode obtidas com aquelas depositadas no BOLD Systems.

Sequéncia consultada Correspondéncia maxima %
Samambaias_030 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus botucatu 97,24
Samambaias_4779 Sem correspondéncia -
Samambaias_033 Sem correspondéncia -
Samambaias_031 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus botucatu 97,4
Samambaias_4618 Sem correspondéncia -
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 correspondéncia -
Pinhdo_4716 Sem correspondéncia -
Pinhdo 4718 Sem correspondéncia -
Pinhdo_4713 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,44
Pinhdo 4717 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,09
Pinhdo_4714 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,25
Sédo_Jodo_4638 Sem correspondéncia -
Sdo_Jodo 4459 Sem correspondéncia -
Sédo_Jodo_4462 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 99,31
S&o_Jodo_4465 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,85
Sédo_Jodo_4639 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 98,23
Sdo_Jodo_4640 Chordata: Siluriformes: Neoplecostomus yapo 97,71
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Tabela 4: Resultados da analise molecular de variancia (AMOVA) para todas as

populagdes considerando (Samambaias + Pedras) e (Pinh&o + S&o Jodo) (p<0,01).

Fonte de Graus de Soma dos Componentes de % de
variacao liberdade guadrados variancia variacao
Entre os 1 123.000 5.03867 Va 13.30
grupos
Entre
populacdes 2 133.761 7.63765 Vb 20.15
com 0s
grupos
Dentro das 18 453.967 25.22037 V¢ 66.55
populacdes
Total 21 710.727 3.789.669
Indice de :
fixacio Ogc=0.23244
®s7=0.33450

®cr=0.13296
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Figura 1: Mapa representativo dos locais de coleta deste estudo. Ponto 1: rio Pinhdo
(Neoplecostomus sp. 1). Ponto 2: rio Samambaias (Neoplecostomus sp. 2). Ponto 3: rio

das Pedras (Neoplecostomus sp. 3). Ponto 4: rio S&o Jodo (Neoplecostomus yapo).
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Neoplecostomus sp. 1 Neoplecostomus sp. 2

Figura 2: Espécimes de Neoplecostomus estudados neste trabalho. Neoplecostomus sp.
1 do rio Pinhdo, Neoplecostomus sp. 2 do rio Samambaias, Neoplecostomus sp. 3 do rio

das Pedras e Neoplecostomus yapo do rio Sdo Jodo. O tamanho da barra corresponde a 2

cm.
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Figura 3: Caridtipos de Neoplecostomus submetidos a coloragcdo convencional por

Giemsa. A) Neoplecostomus sp. 1, rio Pinhdo. B) Neoplecostomus

sp. 2, rio

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

S&o Jodo. Barra = 10 pm.
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Figura 4: Cariotipos de Neoplecostomus submetidos a técnica de bandamento C. A)
Neoplecostomus sp. 1, rio Pinhdo. B) Neoplecostomus sp. 2, rio Samambaias. C)
Neoplecostomus sp. 3, rio das Pedras. D) Neoplecostomus yapo, rio Sdo Jodo. Barra =

10 pm.
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Figura 5: Cariotipos de Neoplecostomus submetidos a dupla FISH com sondas de
rDNA 18S (vermelho) e rDNA 5S (verde). A) Neoplecostomus sp. 1, rio Pinhdo. B)
Neoplecostomus sp. 2, rio Samambaias. C) Neoplecostomus sp. 3, rio das Pedras. D)

Neoplecostomus yapo, rio Sdo Jodo. Os cromossomos foram contracorados com DAPI.

Barra =10 pm.
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Figura 6: Arvore de neighbor joining construida com base nas distancias genéticas segundo a taxa de substituicio Kimura-2-Parametros.

NUmeros acima dos ramos indicam o valor de suporte de bootstrap com 1000 replicages.
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Figura 7: Analise Bayesiana construida com o software MrBayes. A arvore foi gerada com 1.500.000 geracdes utilizando o modelo de

substituicdo evolutiva HKY+G indicado pelo programa Modeltest.



Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Evolutiva

4
Y

[

s‘-!i! 10 samples |
AL B
. Samambaias
. Pedras
§ . Pmhao
s @] () sao_Joao

Figura 8: Rede de haplotipos construida através de median joining realizada no software PopArt. Cada circulo representa um haplotipo e é

proporcional ao namero de individuos que o compartilham.
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1 2 3 4

Figura 10: Andlise de inferéncia de estruturacdo populacional do BAPS considerando
as quatro populacdes, 1) Samambaias, 2) Pedras, 3) Pinhdo e 4) Séo Joao.

1 3
2 4

Figura 11: Andlise de inferéncia de estruturacdo populacional Bayesiana do Structure

considerando k=2. No eixo X estdo as quatro populagdes deste estudo, 1) Samambaias,

2) Pedras, 3) Pinhdo e 4) Sdo Jodo. No eixo Yy, encontram-se as probabilidades de
atribuicao.

! 2 3 4
Figura 12: Andlise de inferéncia de estruturagdo populacional Bayesiana do Structure
considerando k=3. No eixo X estdo as quatro populagdes deste estudo, 1) Samambaias,
2) Pedras, 3) Pinhdo e 4) S&o Jodo. No eixo Yy, encontram-se as probabilidades de
atribuicéo.
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ANEXOS
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Anexo 2: Carta de aprovagdo da Comissao de ética do uso de animal
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FRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
COMISSAD DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAD

Processo CEUA - 029/2016

Protocoln UEPG - B7TR22016

Titwle ~ Prorogagdo do projela de pesnuisa “Caraclerizagac de genes refacionados &
diferenciagio gonodal e elementos tanspaniveis: modelo em peixes necfropicaism, Processo
apravado sob o profocole UEPG 2855/2014 & carta de aprovagso CEUA 13720714
frderessado: Prof. Dr. Marcela Ricardo Vican

Data da Entrada —03062016

Resultado: Aprovada

DatalPrazo - 03062018 a 102047

Consideragoes

Prezado Professor Dr. Marcelo Ricarde Vicar

Em relacac a ulilizacdo de animaie no profocole de pesquisa sob sua responsabilidade, a
g.fll__ll:x:rjlihher:m pela sUa aprovagln, o dors anng. a uliizacio de aprovada a utilizacso de

Pomla Grosga, 03 de junbo de 2018

Atenciosameanie,

nertildin am Uearengs

65



Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Evolutiva 66
Anexo 3: Obtencdo de Cromossomos Mitéticos (BERTOLLO et al., 1978)

1. Injetar intra-abdominalmente no animal uma solucdo de colchicina 0,025%, na
proporcéo de 1 mL/100g de peso.

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

3. Anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo benzocaina diluida a
0.01%, sacrificando-0 em seguida.

4. Retirar uma pequena porcao do rim anterior, transferindo-a para cerca de 10 ml de
solucdo hipoténica (KCI 0.075M), dissociando as células com uma seringa desprovida
de agulha.

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

6. Re-suspender o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur, colocando-o em um
tubo de centrifuga, descartando os fragmentos de tecidos ndo desfeitos.

7. Acrescentar algumas gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de acido 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 suspensédo celular moderadamente concentrada (geralmente de 0,5 a
1,0 ml) e re-suspender bem o material.

12. Acondicionar em frascos microtubos. Nesta etapa, 0 material podera ser armazenado
em freezer, para posterior utilizacao.

13. Pingar 1-2 gotas da suspenséo celular, com uma pipeta Pasteur, sobre uma lamina
bem limpa, levemente inclinada, com uma pelicula d'agua a 60°C, de tal forma que a
agua escorra e permita que o material fique aderido sobre a lamina.

14. Deixar o material secar ao ar.

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

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

1. Tratar as laminas contendo o material celular em acido cloridrico (HCI) 0,2M a 37°C,
durante 10 minutos e lavar com agua destilada.

2. Incubar a preparacdo em hidroxido de Bario (Ba(OH),) a 5%, recém preparada e
filtrada, a 42°C, durante 1 a 2 minutos.

3. Submergir a lamina em solucdo de acido cloridrico 0,2M e lavar com agua destilada.
4. Imergir a lamina em solugéo salina 2xSSC, a 60°C, durante 40 minutos.

5. Lavar bem, com &gua destilada e secar ao ar.

6. Corar com solucdo de Giemsa a 2%, em tampéo fosfato pH=6,8 durante 15 minutos.
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Anexo 5: Hibridizac&o in situ fluorescente (PINKEL; SATRAUME; GRAY, 1986)

10.

11.
12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.

22.

Lavar as laminas com tampdo PBS 1x durante 3 minutos em temperatura
ambiente no shaker.

Desidratar as 1d&minas em série alcoolica 70, 85 e 100% por 3 minutos. Deixar
secar.

Colocar 100uL de RNAse em cada lamina e incubar a 37°C por 1 hora em
camara umida.

Retirar a laminula e lavar por 3 vezes em 2xSSC por 3 minutos cada no shaker.
Lavar em PBS 1x por 3 minutos no shaker.

Incubar as laminas por 10 minutos em solucdo de pepsina a temperatura
ambiente.

Lavar em PBS 1x por 3 minutos no shaker.

Fixar em formaldeido durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Lavar em PBS 1x por 3 minutos no shaker.

Desidratar as laminas em serie alcodlica 70, 85 e 100% por 3 minutos. Deixar
secar.

Desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% a 70°C por 5 minutos.
Desidratar as laminas em serie alcodlica 70, 85 e 100% por 3 minutos. Deixar
secar.

Montar cada lamina com 50uL da solucdo de hibridagdo, cobrir com laminula e
deixar overnight a 37°C.

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

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

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

Incubar as ldaminas com tamp&o NFDM 5% por 15 minutos.

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

Incubar as laminas com 100uL do mix de anticorpos durante 1 hora em camara
Umida e escura a 37°C.

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

Desidratar as laminas em série alcoolica 70, 85 e 100% por 3 minutos. Deixar
secar.

Colocar 50uL da mistura de antifading + DAPI na lamina e cobrir com laminula.

Guardar no escuro.
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11.
12.
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Anexo 6: Mini preparacdo plasmidial

Depois da cultura bacteriana ter crescido overnight, centrifuga-la em um
microtubo por 1 minuto em velocidade maxima (descartar o meio de cultura e
repetir este processo até que toda a cultura seja peletada).

Adicionar 400uL da Solugdo I (60pL de RNAse, 300uL de Tris-HCI 1M, 60uL
de EDTA 0,5 M e 2580uL de agua) e vortexar bem.

Adicionar 400uL da Solucdo Il (600uL de NaOH 1M, 300 pL de SDS 10% e
2100puL de &gua) e inverter o tubo até ficar viscoso.

Adicionar 400uL da solugdo Il (1800uL de acetato de potéssio 5M, 345uL de
acido acético e 855uL de agua) e inverter o tubo.

Centrifugar por 5 minutos em velocidade maxima.

Transferir o sobrenadante para um tubo novo e centrifugar por 5 minutos em
velocidade méxima.

Transferir o sobrenadante para um tubo que contenha 200uL de isopropanol
100% gelado e incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar por 10 minutos em velocidade maxima e descartar o sobrenadante.
Adicionar 200uL de etanol 70% gelado, centrifugar por 5 minutos e descartar o
sobrenadante.

Adicionar 200uL de etanol 100% gelado e centrifugar por 5 minutos e descartar
0 sobrenadante.

Deixar secar na estufa a 37°C.

Adicionar 20uL de dgua milli-Q e ressuspender.
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Anexo 7: Marcagéo de sonda do gene 5S

5S
2,0uL de DNA (20 ng/uL)
27,8uL de agua milli-Q
5,0puL de Tampéo 10X
2,5uL de MgCl,
1,0pL de dATP
1,0pL de dCTP
1,0pL de dGTP
0,7uL de dTTP
0,6uL de dUTP (biotina)
4,0uL de primer 5SA
4,0pL de primer 5SB
0,4pL de Taq DNA polimerase

Condiges para amplificacdo

94°C 5 minutos
94°C 1 minuto

35X4  60°C 45 segundos
72°C 1 minuto e 30 segundos

72°C 5 minutos

70
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Anexo 8: Marcacdo de sonda do gene 18S

18S
18S Inicial 18S Final
3,0pL de DNA (20 ng/pL) 3,0pL de DNA (20 ng/pL)
26,8uL de agua milli-Q 26,8uL de agua milli-Q
5,0puL de Tampéo 10X 5,0uL de Tampéo 10X
2,5uL de MgCl, 2,5uL de MgCl,
1,0uL de dATP 1,0pL de dATP
1,0pL de dCTP 1,0pL de dCTP
1,0pL de dGTP 1,0pL de dGTP
0,7uL de dTTP 0,7uL de dTTP
0,6pL de dUTP (digoxigenina) 0,6pL de dUTP (digoxigenina)
4,0uL de primer T7 Fw 4,0uL de primer 18S Fw
4,0uL de primer 18S Rv 4,0uL de primer SP6 Rv
0,4uL de Taq DNA polimerase 0,4uL de Taq DNA polimerase

Condicdes para amplificacao

94°C 5 minutos
94°C 1 minuto
35X 56°C 45 segundos
72°C 2 minutos e 20 segundos

72°C 5 minutos
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Anexo 9: Extracdo de DNA pelo método CTAB (MURRAY; THOMPSON, 1980)

1.

. N o g B~ WD

10.

11.

Picotar o tecido com auxilio de pinca e tesoura e transferir para um microtubo
com uma solucdo de 360uL de tampao sem CTAB, 13uL de proteinase K, 5uL
de B-mercaptoetanol e 240uL de CTAB.

Colocar a 55°C por 10 horas ou até que o tecido esteja totalmente digerido.
Adicionar 600puL de cloroférmio.

Agitar durante 5 minutos e centrifugar a 4°C, 8.000 rpm por 5 minutos.

Retirar o sobrenadante e transferir para um novo tubo.

Adicionar 600uL de alcool absoluto e deixar a -20°C por 1 hora.

Centrifugar a 14.000 rpm por 15 minutos. Descartar o sobrenadante.

Lavar o pellet com 500uL de etanol 70% e centrifugar por 2 minutos a 14.000
rpm.

Descartar o sobrenadante e deixar secando na estufa a 37°C.

Depois de totalmente seco, adicionar 15uL de agua destilada autoclavada e re-
suspender.

Adicionar 5pL de RNAse e deixar por 2 horas a 37°C. Apds esse tempo, deixar a
65°C durante 15 minutos.

12. Armazenar a -20°C.
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Anexo 10: Amplificacdo do gene COI

Col
5,0pL de DNA (20 ng/pL)
29,5uL de agua milli-Q
5,0puL de Tampéo 10X
2,5uL de MgCl,

0,7uL de dNTP (mix)
2,5uL de primer Fish F1
2,5uL de primer Fish R1

0,5uL de Taq DNA polimerase

Condices para amplificacdo

94°C 2 minutos

94°C 1 minuto
35 X 52°C 40 segundos

72°C 1 minuto

72°C 10 minutos
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