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RESUMO GERAL

A regido Neotropical é compreendida em dimensbes geograficas, desde a América
Central até o sul da América do Sul. Tal regido é caracterizada por exibir um elevado
grau de biodiversidade e de processos de irradiacdo adaptativa em diversos organismos,
incluindo o maior grupo de vertebrados que sdo 0s peixes. Essa caracteristica propiciou
com o passar dos anos, um aumento significativo no nimero de espécies de diversos
organismos, entre elas os vertebrados. Os peixes sdo considerados 0 grupo mais
diversificado dentre os vertebrados e estdo amplamente dispersos na regido Neotropical.
Dentre as inumeras ordens e familias de peixes descritas nessa regido, a familia
Loricariidae, pertencente a ordem Siluriforme, exibe ampla distribuicdo e diversidade
nesses ecossistemas. Espécies dessa familia popularmente conhecidos como cascudos,
exibem complexidade taxonémica devido ao grande numero de espécies e elevada
variacdo intraespecifica, caracterizada pelos diferentes padrées morfologicos e de
pigmentacdo. Esse grupo esta longe de ser consenso entre taxonomistas, pois suas
peculiaridades morfoldgicas colocam constantemente a prova, as revisdes taxonémicas
desse grupo. A regido sul do Brasil pertencente a regido Neotropical é caracterizada pela
abundancia de recursos hidricos e formada geologicamente por indmeras quedas,
corredeiras e riachos, ambiente altamente farovadvel na formacdo de nichos
ictiofaunisticos. Dentre as diversas bacias hidrograficas da regido sul brasileira, se
destacam a bacia do rio Iguacu e do rio Uruguai, englobando os estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Levando em consideracdo as caracteristicas
singulares da regido Neotropical, em especial da regido sul brasileira, se faz necessario
prover constantes estudos ictiofaunistiscos, utilizando ferramentas de citogenética
objetivando ampliar os dados, como também propor novas sugestdes para conflitos
taxondmicos que sdo recorrentes dentro de Loricariidae, em especial nos géneros:
Ancistrus, Hemiancistrus e Hypostomus. Sendo assim, o presente estudo objetivou
realizar analises cromossdmicas através de ferramentas da citogenética e molecular,
bem como identificar e caracterizar geneticamente espécies desses géneros da regido sul
do Brasil, contribuindo com a discusséo carioevolutiva e compilando novas perspectivas
filogenéticas desses grupos. Espécimes do género Ancistrus, Hemiancistrus e
Hypostomus foram coletados, no médio Iguacu-SC/PR regido de Porto Unido-SC e no
alto Uruguai-SC, regido de Concordia-SC. Os resultados citogenéticos exibiram 2n=48
para A. abilhoai e 0 FISH com sondas de DNAr 18S e 5S, apontou sintenia de sitios no
par 16 e um sitio adicional de DNAr 5S no par 19. Poucos blocos heterocromaticos
foram observados nesta espécie destacando-se marcagdes no braco curto do par 16 (Ag-
RON positivo). H. fuliginosus exibiu 2n=56 e marca¢bes Ag-RON positivo no par 12,
confirmado com FISH 18S) e a sonda de DNAr 5S hibridizou na regido
pericentromérica do par 7 (metacéntrico). Poucos blocos heterocromaticos (banda C
positivos) foram observados nos cromossomos desta espécie com algumas discretas
marcacOes centroméricas, destacando-se marcagdes intersticiais nos pares 12 e 7
adjacentes e/ou intercalares aos sitios de DNAr 18S e 5S. Parciais do gene, Citocromo ¢
oxidade | (COI) das populagBes de A. abilhoai (rio dos Pardos-SC e rio Iratim-PR)



mostraram que ambas sdo 100% semelhantes apresentando menores valores de distancia
K2P para Ancistrus cirrhosus (1.1%) e maiores para A. chagresi (9.3%). Ja as
sequencias de H. fuliginosus foram 100% semelhantes as outras da mesma espécie
disponiveis no banco de dados, confirmando assim a identificacdo dos exemplares do
presente trabalho. Em Hypostomus, os resultados apontaram 2n=76 para Hypostomus cf.
agna, 2n=68 para H. commersoni com variacao interpopulacional na formula cariotipica
e 2n=74/2n=75 para H. myersi com variacdao intrapopulacional. Sistema de RON
simples foi observado em Hypostomus cf. agna e H. myersi, e sistema maultiplo com
variacdo de numero e posicdo nas populacdes de H. commersoni. O bandamento C,
exibiu marcacgOes associadas a RON, nas populacdes de H. commersoni, marcacgoes
predominantemente pericentroméricas em H. myersi e marcagdes teloméricas em
cromossomos do tipo acrocéntrico em Hypostomus cf. agna. A analise das sequencias
parciais do gene Citocromo c oxidade | (COI) de H. myersi apresentou 100% de
similaridade com sequéncias disponiveis na base de dados. Hypostomus cf. agna exibiu
100% de similaridade com H. isbrueckeri e 0.6% de distancia genética com H. luteus.
Os resultados moleculares e citogenéticos apresentados em nosso trabalho, foram
resolutivos na identificacdo da maioria dos espécimes coletados e também apontaram
possiveis problemas taxondmicos em Hypostotomus cf. agna previamentes descritas na
literatura. Dados citogenéticos inéditos para H. fuliginosus foram apresentados em
nosso estudo e reforcamos a importancia de estudos citogenéticos com ferramentas
maltiplas, buscando auxiliar na identificacdo correta das espécies e contribuir na
discussao carioevolutiva desses grupos.

Palavras—chave: Ancistrus, Citogenética, COI, Hypostomus.

The Neotropical region is comprised in geographical dimensions from Central America
to southern South America. This region is characterized by a high degree of biodiversity
and adaptive irradiation processes in several organisms, including the largest group of
vertebrates, which are the fish. This characteristic has provided, over the years, a
significant increase in the number of species of various organisms, including
vertebrates. Fish are considered to be the most diverse group of vertebrates and are
widely dispersed in the Neotropical region. Among the numerous orders and families of
fish described in this region, the family Loricariidae, belonging to the order
Siluriformes, has a wide distribution and diversity in these ecosystems. Species of this
family, popularly known as rattlesnakes, exhibit taxonomic complexity due to the large
number of species and high intraspecific variation, characterized by different
morphological and pigmentation patterns. This group is far from being a consensus
among taxonomists, because its morphological peculiarities constantly put to test the
taxonomic revisions of this group. The southern region of Brazil, belonging to the
Neotropical region, is characterized by the abundance of water resources and
geologically formed by numerous waterfalls, rapids and streams, a highly vulnerable
environment in the formation of ichthyofaunal niches. Among the several hydrographic
basins in the southern Brazilian region, the Iguacu and Uruguay River basins stand out,



encompassing the states of Parana, Santa Catarina, and Rio Grande do Sul. Taking into
account the unique characteristics of the Neotropical region, especially the southern
Brazilian region, it is necessary to provide constant ichthyofaunistic studies, using
cytogenetic tools to expand the data, as well as to propose new suggestions for
taxonomic conflicts that are recurrent within Loricariidae, especially in the genera:
Ancistrus, Hemiancistrus and Hypostomus. Thus, the present study aimed to carry out
chromosome analyses using cytogenetic and molecular tools, as well as to identify and
genetically characterize species of these genera from the southern region of Brazil,
contributing to the karyoevolutionary discussion and compiling new phylogenetic
perspectives of these groups. Specimens of the genera Ancistrus, Hemiancistrus and
Hypostomus were collected in the medium Iguagu-SC/PR region of Porto Uni&o-SC and
in the upper Uruguay-SC, region of Concordia-SC. Cytogenetic results showed 2n=48
for A. abilhoai and FISH with 18S and 5S rDNA probes indicated synteny of sites on
pair 16 and an additional 5S rDNA site on pair 19. Few heterochromatic blocks were
observed in this species, with the short arm of pair 16 (Ag-NOR positive). H.
fuliginosus exhibited 2n=56 and Ag-NOR positive markings on pair 12, confirmed with
18S FISH and the 5S rDNA probe hybridized to the pericentromeric region of pair 7
(metacentric). Few heterochromatic blocks (C-band positive) were observed in the
chromosomes of this species with some discrete centromeric markings, highlighting
interstitial markings in pairs 12 and 7 adjacent and/or intercalary to the 18S and 5S
rDNA sites. Partials of the cytochrome c¢ oxidase | (COI) gene from A. abilhoai
populations (Rio dos Pardos-SC and Rio Iratim-PR) showed that both are 100% similar,
presenting lower K2P distance values for Ancistrus cirrhosus (1.1%) and higher values
for A. chagresi (9.3%). The sequences of H. fuliginosus were 100% similar to others of
the same species available in the database, thus confirming the identification of the
specimens of the present work. In Hypostomus, the results showed 2n=76 for
Hypostomus cf. agna, 2n=68 for H. commersoni with interpopulational variation in the
karyotypic formula and 2n=74/2n=75 for H. myersi with intrapopulational variation.
Single NOR system was observed in Hypostomus cf. agna and H. myersi, and multiple
system with variation in number and position in H. commersoni populations. C-banding
showed markings associated with NOR in the populations of H. commersoni,
predominantly pericentromeric markings in H. myersi and telomeric markings on
chromosomes of the acrocentric type in Hypostomus cf. agna. Analysis of partial
sequences of the cytochrome ¢ oxidase | (COI) gene from H. myersi showed 100%
similarity with sequences available in the database. Hypostomus cf. agna exhibited
100% similarity with H. isbrueckeri and 0.6% genetic distance with H. luteus. The
molecular and cytogenetic results presented in our work were resolutive in identifying
most of the collected specimens and also pointed out possible taxonomic problems in
Hypostotomus cf. agna previously described in the literature. Unpublished cytogenetic
data for H. fuliginosus were presented in our study, and we reinforce the importance of
studies to help in the correct identification of species and contribute to the
karyoevolutionary discussion of these groups.

Key-words: Ancistrus, Citogenetic, COI, Hypostomus
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Artigo |

Anélise da variabilidade citogenética em representantes da tribo Ancistrini da
regido Sul do Brasil

Marcos Otavio Ribeiro e Ana Luiza de Brito Portela Castro

Resumo

Ancistrus € um género especioso dentro da tribo Ancistrini, e dados referentes a
Ancistrus e Hemiancistrus para regido do sul do Brasil, ainda sdo escassos.
Majoritariamente em ambos 0s géneros, as descricbes se encontram na bacia do
Paraguai e Amazonas. Com o objetivo de ampliar com dados citogenéticos e
moleculares em espécies desses géneros, o presente trabalho teve como objetivo analisar
marcadores cromossdmicos e sequéncias parciais do gene Citocromo oxidase | COIl, em
representantes de Ancistrini que occorem na regido sul do Brasil. Duas populacfes de
Ancistrus abilhoai foram coletadas, uma no rio dos Pardos (Porto Unido-SC) outra no
rio Iratim (General Carneiro-PR) e uma populagdo de Hemiancistrus fuliginosus no alto
rio Uruguai (Concordia-SC). Os resultados citogenéticos encontrados exibiram 2n=48
para A. abilhoai e os sitios Ag-RON e FISH com sondas de DNAr 18S e 5S, apontaram
marcacdes no par 16 em sintenia de ambas as populacBes em sitios 18S e um sitio
adicional 5S no par 19. Poucos blocos heterocromaticos foram observados em A.
abilhoai. H. fuliginosus exibiu 2n=56 e Ag-RON positivo no par 12, confirmado com
FISH sonda DNAr 18S e marcacfes de DNAr 5S no par sete. As analises moleculares
de sequéncias parciais do gene, Citocromo c oxidase | (COI) das populagfes de A.
abilhoai, apontaram 100% de similaridade entre si. Dentre todos os haplotipos do
género Ancistrus, A. abilhoai exibiu menor valor de distdncia K2P para Ancistrus
cirrhosus (1.1%) e o maior para A. chagresi (9.3%). Para H. fuliginosus as sequéncias
do COI foram 100% semelhantes as sequéncias desta espécie, disponivel no banco de
dados, confirmando assim a identificacdo dos exemplares do presente trabalho. Nossos
resultados trouxeram o primeiro sequenciamento do gene COI para a espécie de A.
abilhoai e também a primeira descricdo citogenética de H. fuliginosus, contribuindo
com novos dados citogeneticos em Ancistrini para a regido sul do Brasil.

Palavras-chave: Ancistrus abilhoai, Alto Uruguai, COI, Hemiancistrus fuliginosus.
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Analysis of the cytogenetic variability of representatives of the Ancistrini tribe
from southern Brazil

Abstract

Ancistrus is a special genus within the tribe Ancistrini, and data concerning Ancistrus
and Hemiancistrus for the southern region of Brazil are still scarce. Mostly for both
genera, the descriptions are found in the Paraguay and Amazon basin. With the
objective of expanding cytogenetic and molecular data on species of these genera, the
present study aimed to analyze chromosomal markers and partial sequences of the
Cytochrome oxidase | COI gene, in representatives of Ancistrini occurring in the south
region of Brazil. Two populations of Ancistrus abilhoai were collected, one at Rio dos
Pardos (Porto Unido-SC) and the other at Iratim River (General Carneiro-PR), and one
population of Hemiancistrus fuliginosus at upper Uruguai River (Concordia-SC).
Cytogenetic results showed 2n=48 for A. abilhoai and Ag-NOR sites and FISH with
18S and 5S rDNA probes, indicated markings on pair 16 in synteny of both populations
at 18S sites and an additional 5S site on pair 19. Few heterochromatic blocks were
observed in A. abilhoai. H. fuliginosus exhibited 2n=56 and Ag-NOR positive in pair
12, confirmed with FISH probe rDNA 18S and 5S rDNA markings in pair seven.
Molecular analyses of partial sequences of the gene, Cytochrome ¢ oxidase | (COI) of
the A. abilhoai populations showed 100% similarity between them. Among all
haplotypes of the genus Ancistrus, A. abilhoai exhibited the lowest K2P distance value
for Ancistrus cirrhosus (1.1%) and the highest for A. chagresi (9.3%). For H.
fuliginosus the COI sequences were 100% similar to the sequences of this species,
available in the database, thus confirming the identification of the specimens in the
present work. Our results brought the first sequencing of the COI gene for the species of
A. abilhoai and also the first cytogenetic description of H. fuliginosus, contributing new
cytogenetic data in Ancistrini for the southern region of Brazil

Key-words: Ancistrus abilhoai, COI, Hemiancistrus fuliginosus, High Uruguai.
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Introducéo

O Brasil é dividido em doze regides hidrograficas segundo a Agéncia Nacional
das Aguas Ana, (2021). A bacia do rio Iguacu e do rio Uruguai, engloba porcdes dos
estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, exibindo grande importancia em
recursos hidricos. Entre as diversas familias de peixes encontradas nessa regido, se
destacam representantes da familia Loricariidae, familia mais representativa dentro da
ordem Siluriformes e compreende atualmente, 1198 especies validas (Fricke et al.,
2022). Problemas relacionados a taxonomia dentro de Loricariidae s&o recorrentes ao
passo que novas descricdes de espécies sdo publicadas. Dentro dessa familia, se destaca
0 clado Ancistrini, composto por inameros géneros e com elevada diversidade
morfoldgica, que passa constantemente por reformulacfes sistematicas (Lujan et al.,
2015).

O género Ancistrus Kner, 1854, é considerado o mais diversificado em
Ancistrini, apresentando amplitude cromossémica de 2n=34 em Ancistrus cuiabae
Knaack, 1999, (Mariotto et al., 2009) a 2n=54 em Ancistrus claro Knaack, 1999,
(Marioto et al., 2013). Ancistrus exibe uma dindmica cromossémica peculiar dentro de
Ancistrini, apresentando sistemas de determinacéo sexual diversos como: ZZ/ZW em A.
ranunculus Muller, Rapp Py-Daniel e Zuanon, 1994, (de Oliveira et al., 2007), XX/XY
em Ancistrus cf. dubius (Mariotto e Miyazawa, 2006), XX/XY1Y2 em Ancistrus sp.
Balbina (de Oliveira et al., 2008), XX/X0 em Ancistrus n. sp.1 (Alves et al., 2006) e
Z1717272/Z1Z2W1W2 em Ancistrus sp. Barcelos (de Oliveira et al., 2008). Outro
género inserido em Ancistrini € Hemiancistrus Bleeker, 1862, o qual atualmente exibe
poucas descri¢des, sendo apenas cinco com dados citogenéticos: H. spilomma Cardoso e
Lucinda, 2003, H. spinosissimus Cardoso e Lucinda, 2003, (de Oliveira, Souza e
Venere, 2006), Hemiancistrus sp. (Artoni e Bertollo, 2001) e H. punctulatus Cardoso e
Malabarba, 1999, (Rubert, 2011), todas com 2n=52 cromossomos e predominancia de
cromossomos do tipo metacéntricos e submetacéntricos. Além disso, sistema de
determinacdo sexual ZZ/ZW foi registrado em H. spilomma (de Oliveira, Souza e
Venere, 2006). Armbruster, Werneke e Tan (2015) em seu trabalho de reviséo
taxonémica e descricdo com Hemiancistrus, Peckoltia e géneros aliados, apontaram

varias mudancas de nomenclatura e taxonomia nesses géneros, ocorrendo transicdo de
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espécies que no passado eram abrigadas no género Ancistrus e agora estdo em
Hemiancistrus, algumas de Hemiancistrus para Peckoltia e até mesmo de
Hemiancistrus para Hypostomus, indicando uma grande problemética relacionada a
taxonomia desses grupos. Lujan et al. (2015) em seu amplo estudo de reviséo
filogenética em Loricariidae, com énfase em Hypostominae, sugere que Peckoltia e
Hemiancistrus ndo sdo monofiléticos como proposto anteriormente e oferecerem uma

nova taxonomia para espécies de Peckoltia e Hemiancistrus.

Gugloski et al. (2020) em seu trabalho de descricdo e revisdo listaram 53
espécies de Ancistrus, e a medida que o nimero de descrigdes aumentam, problemas
relacionados a taxonomia do grupo ainda sdo presentes, haja vista que técnicas classicas
de citogenética e taxondmicas em alguns casos, ndo sdo suficientes para realizar uma
correta identificacdo. Assim, técnicas moleculares como DNA barcode, que consiste na
analise de aproximadamente 650pb de um segmento do gene citocromo c oxidase
subunidade | (COIl), podem ser mais elucidativas, na busca pela real compreensdo da
citotaxonomia desse grupo. Esta metodologia utiliza as vantagens das técnicas de PCR e
sequenciamento de DNA, ligadas a analises de bioinformatica, permitindo
identificacGes taxondmicas e melhores elucidacdes sistematicas (Hebert et al., 2003).
Prizon et al. (2017) diferenciaram cinco linhagens de Ancistrus na bacia do rio Parana
utilizando DNA barcode, mas estudos moleculares com espécies da bacia hidrografica
da regido Sul do pais, alto Uruguai-SC e médio Iguacu-PR/SC, sdo ainda inexistentes
utilizando esse tipo de ferramenta. Ancistrus agostinhoi, A. mullerae e A. abilhoai
foram descritos por Bifi et al. (2009), compreendendo o alto, médio e baixo Iguacu,
entre os estados do Parana e Santa Catarina. Posteriormente A. abilhoai, foi descrito
citogeneticamente por Ribeiro et al. (2015), sendo essa considerada endémica

Baumgartner et al. (2012).

Com base na complexidade citotaxondmica de Ancistrus e Hemiancistrus,
escassez de dados citogenéticos e endemismo de espécies de peixes da regido Sul do
Brasil, o presente estudo objetivou com o uso de ferramentas da citogenética e
molecular, caracterizar geneticamente espécies desses géneros, contribuindo com a

discussao carioevolutiva e compilando novas perspectivas citogenéticas desse grupo.
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Materiais e Métodos

Amostras biologicas

Espécimes dos géneros Ancistrus e Hemiancistrus (Tribo Ancistrini,
Loricariidae) foram utilizados em estudos citogenéticos e moleculares (Fig.1). Para o
género Ancistrus, foram coletadas duas populagdes: Ancistrus abilhoai rio Iratim,
municipio de General Carneiro-PR, bacia do rio Iguacu (26°19'44.21"S, 51°34'39.37"0)
totalizando 13 machos e seis fémeas e uma populacdo de Ancistrus abilhoai rio dos
Pardos, distrito de Santa Cruz do Timbd-SC, Porto Unido-SC (26°26'39.08"S
50°58'44.98"0) totalizando quatro fémeas e um macho. Exemplares de Hemiancistrus
fuliginosus foram coletados no rio Fragosos, municipio de Concdérdia—SC, bacia do alto
Uruguai (27°1327.7"S,52°10'07.9"W) totalizando cinco fémeas e quatro machos.

FIGURA 1. Reseprentacdo geografica dos pontos da regido sul do Brasil onde foram coletados os
espécimes. Circulo verde corresponde a populacdo de A. abilhoai do rio Iratim-PR e circulo azul
populacdo de A. abilhoai rio dos Pardos-SC. Retangulo em vermelho simboliza a populagdo de H
fuliginosus coletadas no rio Fragosos-SC. Tracejados na cor marrom representam as microbacias e areas
de drenagem e em verde areas de inundacéo.
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Procedimentos de citogenética convencional

Apo0s as coletas, os espécimes foram transportados em caixas aeradas para 0
laboratdrio de citogenética de peixes da Universidade Estadual do Parand (UNESPAR),
campus Unido da Vitoria-PR. A identificacdo dos exemplares foi realizada pelo
taxonomista Dr. Claudio Henrique Zawadzki (Universidade Estadual de Maringd),
sendo alguns exemplares depositados na colecao ictioldgica do Nucleo de Pesquisas em
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA), da Universidade Estadual de
Maringa, Parana, Brasil (NUP-21922). A coleta dos espécimes foi autorizada pelo
Ministério do Meio Ambiente, através do Sistema de Informacdo e Autorizacdo da
Biodiversidade (SISBIO) nimero da licenga 68533-1. Todo o procedimento de
eutanasia e sacrificio dos espécimes realizado nesse trabalho, foi autorizado pelo comité
de ética da Universidade Estadual do Parana (CEUA nimero 002-2021). Os exemplares
foram anestesiados e eutanasiados por meio de superdosagem com O6leo de cravo
(Griffiths, 2000) e os cromossomos mit6ticos foram obtidos através de células do rim
de acordo com Bertollo et al. (1978). As regides organizadoras do nucléolo
(RONSs), foram reveladas por meio da técnica de impregnacdo por nitrato de prata
(Howell e Black, 1980). As regides de heterocromatina constitutiva, foram
determinadas pela técnica de bandeamento C (Sumner, 1972), e coradas com iodeto de

propideo, conforme descrito em Lui et al. (2012).

O mapeamento fisico das sequéncias de DNAr 5S e 18S, foi realizado pela
técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) de acordo com Pinkel et al. (1986),
utilizando sondas obtidas de Leporinus elongatus Valenciennes, 1850, (Martins e
Galetti, 1999) e Prochilodus argenteus Spix e Agassiz, 1829, (Hatanaka e Galetti,
2004). As sondas foram marcadas por Nick Translation com biotina-16-dUTP (DNAr
5S) e digoxigenina-11-dUTP (DNAr 18S). O processo de hibridizacdo foi conduzido
sob condi¢cbes de alta estringéncia (77%). Os sinais foram detectados utilizando
antidigoxigenina-rodamina, conjugada para sondas de DNAr 18S e avidina-FITC
conjugada para sondas de DNAr 5S. Os cromossomos foram contra-corados com DAPI.
A captura das imagens foi realizada através do microscopio de fluorescéncia modelo
Zeiss Axio Lab. Al. Para a montagem dos cariotipos, os cromossomos foram pareados
em grupos de: (m) metacéntrico, (sm) submetacéntrico, (st) subtelocéntrico e (a)
acrocéntrico conforme Levan et al. (1964).
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Extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento

A extracdo total de DNA genémico foi realizada a partir de amostras de figado,
utilizando o kit Promega Wizard ®Genomics, seguindo as instru¢bes do fabricante.
Apos a extracdo o DNA foi quantificado, utilizando eletroforese em gel de agarose 1%,
por meio de comparacdo com DNA lambda de concentragdo conhecida. A regido
mitocondrial do citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COI), foi parcialmente amplificada
utilizando os iniciadores L6448-F2 (5-TCGACTAATCATAAAGATCGGCGCAC-3)
e H7152 (5-CACCTCAGGGGTGTCCGAARAAYCARA-3') descritos por Ivanova et
al. (2007). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consistiu em Tris-KCI [Tris-HCI
20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM], MgCl; (1,5 mM), primers (2,5 uM cada), dNTPs (0,1
mM cada), Taq Polimerase de DNA (1U) e DNA molde na concentracdo de 10ng/ul
para perfazer um volume final de 25 pl. As condigdes incluiam uma desnaturacao inicial
a 95°C durante 5 min, seguida de 35 ciclos a 94°C durante 30s, 52°C durante 30s e
72°C durante 1 min com um ciclo de alongamento final a 72°C durante 10 min. Os
amplicons foram verificados em gel de agarose a 1% por eletroforese e purificados com
polietilenoglicol. Para a reacdo de sequenciamento, foi utilizado o kit Big Dye
Terminator. As reacGes e o sequenciamento foram realizados na ACTGene Analises

Moleculares Ltda, utilizando o sequenciador automatizado ABI-3500.

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando-se os softwares
BioEdit (Hall, 1999) e MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), respectivamente. Além das
sequéncias obtidas nesse trabalho, todas as sequéncias disponiveis no Genbank para
espécies de Ancistrus e Hemiancistrus (exceto Ancistrus sp. e Hemiancistrus sp.) foram
utilizadas para selecdo de haplétipos, realizada pelo software DnaSP 6 (Rozas et al.,
2017). As distancias genéticas foram calculadas par a par entre os haplotipos e também
entre grupos pelo método de Kimura-2-parametros. As matrizes de distancia genética
foi construida pelo modelo de Neighboor-joing, através do software MEGA 7.0.
Rhinelepis aspera Spix & Agassiz, 1829 foi utilizada como grupo externo
(MZ052007.1).

19



Resultados

Descricéo cariotipica

Ancistrus abilhoai coletados no rio Iratim (municipio de General
Carneiro-PR) e rio dos Pardos (municipio de Santa Cruz do Timb6-SC)
exibiram 2n=48 em ambos os sexos, com férmulas cariotipicas compostas de
18m+8sm+12st+10a (Fig.2). O bandamento C revelou poucos blocos
heterocromaticos sendo destacados na regido centromérica de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos, destacando-se blocos fortemente corados na
extensdo do brago curto do par submetacéntrico 16, sendo este o par Ag-RON
(Fig.2). Hemiancistrus fuliginosus Cardoso e Malabarba, 1999, exibiu nimero
dipléide de 2n=56, com férmula cariotipica 22m+18sm+16st em machos e fémeas
(Fig. 3A). Poucos blocos heterocromaticos (banda C positivos), foram observados
nos cromossomos desta espécie, destacando-se marcagdes mais fortes no par 12
em posicdo proximal ao centrébmero brago curto e par sete em posicao
centromeérica (Fig.3B) e algumas discretas marcacdes centroméricas em outros
segmentos cromossdmicos. O par 12 foi evidenciado pela técnica de impregnagédo
por nitrato de prata, no brago curto em posicdo proximal ao centromero, Ag-RON
positivo (Fig.3B, in box).

As sondas de DNAr 18S e 5S, nas populacdes de A. abilhoai hibridizaram
no par 16 coincidente com sitios Ag-RON em sintenia e ainda, um sitio adicional
de DNAr 5S foi evidenciado no par cromossémico 19, subtelocéntrico (Fig.2C).
Hemiancistrus fuliginosus exibiu marcag¢fes proximal ao centrdbmero no braco
curto do par 12 com sonda DNAr 18S, coincidentes com as marcagOes de Ag-
RON (Fig. 3C, sinal rosa), e a sonda de DNAr 5S (sinal verde) hibridizou na

regido pericentromérica do par 7 (Fig. 3C).
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FIGURA 2. Cariotipo representativo de ambas as populagdes de A. abilhoai. (A) coloragdo Giemsa; (B)
ap6s Bandamento C, in box par 16 portador da Ag-RON; (C) cariétipo ap6s double FISH com sondas de
DNAr 18S(rosa) e 5S (verde). Sintenia dos sitiosde DNAr no par 16 e um sitio adicional 5S DNAr no par
19. Barra =10um.

21



\; “ ! ! o A
m 6 é ‘ “K ﬁﬁ A A ) 1 | 7.4 Al < s
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1
A,
sm | A4 0 O AX A5 AR KRR A%
12 13 14 15 16 17 18 19 20
I Y
S B8 K AA &R && AA A5 .
21 2 23 24 25 26 27 28
m < | ¥ w B
| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
%
sm * A F A
12 13 14 15 16 17 18 19 20
st * B ' Y. | i V |
21 2 23 24 25 26 27 28 =

FIGURA 3. Cariotipo sequencial representativo de H. fuliginosus. (A) coloragdo com Giemsa; (B)
ap6s Bandamento C com o par 12 Ag-RON in box; (C) caridtipo apés FISH com sondas de DNAr
18S (rosa) e 5S (verde) em (C), observem as marcagdes C-positivas e de FISH nos pares 12 e 7. Barra
=10pum.

Anélises moleculares COI

Um total de 80 sequéncias do gene COI, com 474pb apo6s alinhamento e edigéo,
foram obtidas, sendo duas para Ancistrus abilhoai e uma para Hemiancistrus fuliginosus
do presente trabalho, e 77 sequencias disponiveis para estes dois géneros no GenBank.
Devido ao alto nimero de sequéncias, 25 haplotipos distintos foram selecionados pelo
software DnaSP 6 sendo utilizados para os calculos de distancia genética K2P par a par
(Material Suplementar-Tabela 2) e entre grupos (Tab.1). As populagdes de Ancistrus
abilhoai (rio Iratim-General Carneiro-PR e rio dos Pardos-Santa Cruz do Timbo-SC),
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apresentaram 100% de similaridade entre si, enquanto a populacdo de Hemiancistrus
fuliginosus apresentou 100% de similaridade para sequencias de H. fuliginosus
provenientes do banco de dados. Ndo foram encontradas sequencias do gene COI
referentes a A. abilhoai no banco de dados, sendo este o primeiro deposito para a
espécie. Ancistrus cirrhosus Valenciennes, 1836, foi a espécie geneticamente mais
proxima de A. abilhoai com distancia K2P de 1.1%, enquanto que A. chagresi
Eigenmann e Eigenmann, 1889, foi a mais distante com distancia de 9.3% (Tab.1).
Hemiancistrus fuliginosus apresentou distancia K2P média de 11.2% para
Hemiancistrus medians Kner, 1854, e 11.1 % para Hemiancistrus subviridis Sabaj
Pérez, Lujan e Armbruster, 2005 (Tab.1).

Na arvore de distancia genética (Fig.4) construida a partir do método neighboor-
joing, os espécimes de A. abilhoai formaram um agrupamento préximo a A. cirrhosus.
Ja o0 espécime de H. fuliginosus do presente estudo se agrupou com outro exemplar da
mesma espécie, disponivel no banco de dados, formando um clado distinto tendo como

grupo irméo H. medians.
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TABELA 1. Distancias K2P médias entre grupos, obtidas a partir de sequéncias parciais do gene COI de espécies de Ancistrus e Hemiancistrus do
GenBank e do presente trabalho. Em negrito na tabela, maior e menor valor de distancia genética para Ancistrus e Hemiancistrus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1. Ancistrus abilhoai *
2. Ancistrus aguaboensis 0,059
3. Ancistrus brevipinnis 0,039 0,072
4. Ancistrus cf. leucostictus 0,086 0,087 0,072
5. Ancistrus chagresi 0,093 0,116 0,095 0,112
6. Ancistrus cirrhosus 0,011 0,060 0,041 0,085 0,097
7. Ancistrus cryptophthalmus 0,052 0,059 0,058 0,088 0,103 0,051
8. Ancistrus dolichopterus 0,080 0,097 0,087 0,084 0,097 0,083 0,084
9. Ancistrus multispinis 0,033 0,067 0,029 0,086 0,090 0,032 0,051 0,084
10. Ancistrus spinosus 0,083 0,112 0,082 0,112 0,035 0,088 0,087 0,089 0,090
11. Ancistrus temminckii 0,061 0,073 0,048 0,026 0,093 0,065 0,068 0,067 0,062 0,096

12. Hemiancistrus fuliginosus* 0,138 0,153 0,139 0,138 0,175 0,138 0,142 0,144 0,139 0,172 0,134

13. Hemiancistrus medians 0,155 0,161 0,161 0,146 0,174 0,151 0,141 0,144 0,156 0,168 0,148 0,112

14. Hemiancistrus subviridis 0,155 0,144 0,150 0,147 0,164 0,149 0,143 0,143 0,138 0,164 0,136 0,111 0,115

15. Rhinelepis aspera 0,194 0,177 0,18 0,193 0,173 0,198 0,185 0,182 0,179 0,201 0,177 0,195 0,206 0,173

(*) Indicam as espécies descritas no presente estudo.
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FIGURA 4. Arvore de distancia genética construida pelo modelo Neighboor-joing a partir de
sequéncias parciais do gene COI de espécies de Ancistrus e Hemiancistrus do GenBank e
presente estudo. Pontos pretos nos ramos representam valores de suporte acima de 95%.
Rhinelipis aspera foi utilizada como grupo externo.



Discussao

O valor 2n=48 apontado neste estudo para Ancistrus abilhoali, foi encontrado em
poucas espécies desse género, como em Ancistrus ranunculus (de Oliveira et al., 2007,
Favarato et al., 2017) e Ancistrus abilhoai Ribeiro et al. (2015). Embora nossos
resultados apontem, o mesmo numero dipldide para a populacéo de A. abilhoai estudada
por Ribeiro et al. (2015), foi observado diferencas na composicao das suas formulas
cariotipicas . Tais diferencas pode ser o resultado do reposicionamento do centrémero
pelo segmento cromossdmico, culminando em diferentes formulas cariotipicas em
populacbes da mesma espécie. Ancistrus demonstra uma amplitude cromossémica de
2n=34 em A. cuiabae (Mariotto et al., 2009) a 2n=54 cromossomos em Ancistrus sp. 01
(Mariotto et al., 2013). Espécies desse género exibem predominio de cromossomos do
tipo metacéntrico e submetacéntrico em sua férmula cariotipica, como apontado no
trabalho de revisdo e descricdo de Glugoski et al. (2020). Predominio desse tipo de
cromossomo pode estar relacionado com eventos Robertsonianos do tipo fusdo céntrica.
Além de eventos cariodinamicos envolvidos no género Ancistrus, a grande variacao
entre os caridtipos dessas espécies, pode estar ligada a sua biologia e etologia, haja vista
seus habitats heterogéneos e um comportamento restrito a determinada regido, como
fendas ou troncos de rios, contribui com o isolamento do fluxo génico e possivel

diferenciacédo (de Oliveira, Souza e Venere, 2006).

O género Hemiancistrus exibe poucas descri¢des, tanto taxonémicas quanto
citogenéticas. A descricdo citogenética de Hemiancistrus fuliginosus do presente estudo,
¢ a primeira para essa espécie. Atualmente existem oito espécies descritas e dentre elas,
apenas cinco citogeneticamente estudadas (Tab. 2). O valor 2n=56 para esta espécie é o
primeiro encontrado em nivel de tribo Ancistrini, ampliando a variagdo cromossémica
em Ancistrini de 2n=34 em Ancistrus cuiabae (Mariotto, 2004) & 2n=56 em H.
fuliginosus presente estudo. H. fuliginosus exibiu predominio de cromossomos do tipo
meta e submetacéntricos, em consonancia com as demais espécies descritas para esse
género (Tab.2). Essa caracteristica é concordante com a proposi¢édo de Artoni e Bertollo
(2001), que sugeriram um cariotipo de 2n=54 com predominancia de cromossomos
metas e submetacéntricos, como condicdo basal para a familia Loricariidae. Alguns
autores tém proposto que em Ancistrini, o namero diploide basal é de 2n=52 (Artoni e
Bertollo, 2001, Alves, Oliveira e Foresti, 2003, de Oliveira et al., 2009) e Bueno et al.
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(2018) em sua revisdo sobre a tribo Ancistrini, apontou que grande parte dos
representantes desta tribo, exibem 2n=52, ocorrendo nos géneros: Ancistrus,
Baryancistrus, Megalancistrus, Hemiancistrus, Hypancistrus, Panaque, Peckoltia e
Scobinancistrus. Entretanto, Borba et al. (2018) a partir de dados moleculares obtidos
em espécies de Ancistrus das bacias dos rios Paraguai e Amazonas, concluiram que as
linhagens formam uma unidade monofilética nestas bacias e 0 que o numero diploide de
54 cromossomos seria uma condi¢do basal para o grupo. Alves, Oliveira e Foresti
(2003) sugeriram que a dindmica cromossémica nesse grupo, tem sido principalmente a
reducdo do nimero diploide e que mecanismos cromossémicos do tipo fusdo, tem sido

determinantes para esse efeito reducional.

A presenca de heterocromatina nas regides centroméricas € uma distribuicéo
comum, & maioria das espécies de Ancistrus e Hemiancistrus. Ancistrus abilhoai e
Hemiancistrus fuliginosus exibiram dispersdo de heterocromatina similares entre si,
com blocos mais evidentes na regido do par portador da RON. Esse padrdo também foi
encontrado em A. cirrhosus (rio Mour&o) no trabalho de Prizon et al. (2017) e Mariotto
et al. (2009 e 2013) em seu estudo com Ancistrus, apontou essa caracteristica em
Ancsitrus claro, Ancistrus sp. 01, Ancistrus sp. 03, Ancistrus sp. 04, Ancistrus sp. 06,
Ancistrus tombador Fisch-Muller, Cardoso, da Silva e Bertaco, 2005, e Ancistrus
cuiabae. Contudo espécies Ancistrus podem variar quanto a quantidade e presenca de
blocos heterocromaticos, em outras regifes dos cromossomos, exibindo nimero e
localizacdo de heterocromatina variavel (Mariotto, Artoni e Miyazawa, 2004, Prizon et
al., 2016, 2017 e 2018).

Sistema de RONs simples em Hemiancistrus sdo predominantes (Tab.2),
caracteristica compartilhada para todo género Ancistrus, sendo observado sistema
multiplo apenas em H. spilomma (Oliveira, Souza e Venere, 2006) e sistema mdltiplo
em apenas Ancistrus sp. (Reis et al., 2012). Em Ancistrini também é observado
predominancia de sistema de RONs simples, exceto para as espécies: Hypancistrus cf.
debilitera, Peckoltia cavatica Armbruster e Werneke, 2005, Peckoltia oligospila
Gunther, 1864, Peckoltia sabaji Armbruster, 2003, Peckoltia sp.01, Peckoltia sp. 02 que
exibem RONs multiplas, como revisado no trabalho de Bueno et al. (2018). Sistema de
RONSs simples, tem sido postulado como caracteristica basal em Loricariidae segundo

Artoni e Bertollo (2001), e compartilhado esse sistema, para toda a tribo Ancistrini

27



majoritariamente. O género Ancistrus também compartilna desta caracteristica na
maioria de suas descri¢cdes citogenéticas, como exibido no trabalho de descricdo e
revisao de Glugoski et al. (2020).

Os resultados da hibridizacdo in situ com DNAr 18S e 5S em A. abilhoai foram
similares aos encontrados na populagdo de A. abilhoai do rio Iguagu-PR por Ribeiro et
al. (2015), indicando sintenia de sitios ribossomais 18S e 5S. Eventos de sintenia de
sitios ribossomais, ja foram reportados em varias espécies desse género. Glugoski et al.
(2021), encontraram sintenia em A. aguaboensis Fisch-Muller, Mazzoni e Weber, 2001,
bacia do Tocantins. Mariotto et al. (2011), estudando Ancistrus da bacia do Amazonas,
Paraguai e Araguaia, das sete espécies descritas em seu trabalho, quatro exibiram
sintenia: A. claro, Ancistrus sp. 08, Ancistrus cf. dubius e Ancistrus sp. 06. Prizon et al.
(2017) também encontraram sintenia em trés, das cinco populacbes de A. cirrhosus
estudas da bacia do alto Parana. Sintenia na tribo Ancistrini ndo é exclusividade em
Ancistrus, Santos da Silva et al. (2021) apontou sintenia em Peckoltia sp. 3 Jaruma. O
evento de sitios sinténicos nesse grupo, tem sido sugerido como uma caracteristica
comum e também basal (Mariotto et al., 2011, Santos da Silva et al., 2021). Além da
sintenia, foram encontrados sitios adicionais de DNAr 5S na populagéo do A. abilhoai.
Favarato et al. (2017) descrevendo varias espécies de Ancistrus, encontrou sitios
simples de DNAr 5S em A. dubius Eigenmann e Eigenmann, 1889, A. maximus de
Oliveira, Zuanon, Zawadzki e Rapp Py-Daniel, 2015, A. ranunculus Muller, Rapp Py-
Daniel e Zuanon, 1994, e multiplos em Ancistrus sp.‘‘Purus’’, Ancistrus sp. ‘‘Cataldo”
A. dolichopterus Kner, 1854, e Ancistrus aff. dolichopterus, sugerindo que sitios
internos teloméricos, podem atuar no aumento e dispersdo desse segmento pelo genoma.
Pulverizacdes de sitios adicionais de DNAr 5S pelo genoma, podem ser resultantes de
duplicacdes de copias dessa regido, e sua dispersao pode estar associada a elementos
retrotransponiveis. Prizon et al. (2018) evidenciaram em seu estudo, associagdes entre
elementos Rex-3 aos sitios de DNAr 18S e 5S, em diferentes populagdes de Ancistrus,
da bacia do alto rio Parand. As localizagGes dessas marcacBes em Hemiancistrus e
Ancistrus, estdo  dispersas  predominantemente em  regides intersticiais,
pericentromeéricas, algumas centroméricas e telomeéricas, como ja mencionados nos
trabalhos anteriormente citados. Para Mariotto et al. (2011) em Ancistrus, a variagéo de
DNAr 5S tem sido atribuido a mecanismo genéticos como inversdes pericéntricas e

permutas desiguais, resultando na atual diversidade de numeros de pares marcados e
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tipos de cromossomos com DNAr 5S. Entretanto, Mariotto et al. (2011) sugiram que
sintenia de sitios ribossomais, pode ser uma condicdo basal para o género. Medeiros et
al. (2016) apontam que a variacdo e ampla distribuicdo de sitios ribossomais, pode

caracterizar um estado derivado nesse género.

As sequéncias do gene Citocromo C oxidase subunidade 1 (COI) tem sido
frequentemente utilizadas na identificacdo de espécies de peixes, bem como em estudos
populacionais (Hebert et al., 2003, Waugh et al., 2007). Os resultados obtidos em nosso
trabalho indicam que dentro do género Ancistrus, A. abilhoai aproxima-se
geneticamente de A. cirrhosus. De acordo com a abordagem cléssica proposta por
Hebert et al. (2003), pares de sequéncias que apresentam divergéncia >2%, sao
consideradas espécies diferentes. Nesse contexto se aplicarmos esse limiar no presente
trabalho, A. abilhoai e A. cirrhosus seriam pertencentes a mesma espécie. Entretanto, o
limiar de distancia genética ideal a ser utilizado em espécies de peixes Neotropicais,
ainda ndo é consenso entre os pesquisadores. Pereira et al. (2013) apontam que,
distdncias <2%, ja foram observadas para alguns grupos de peixes Neotropicais,
indicando que o valor proposto por Hebert et al. (2003), pode em alguns géneros,
esconder a real diversidade de espécies. Queiroz et al. (2020) em sua reconstrucao
filogenética em Hypostomus da regido Neotropical, utilizando diversos marcadores
incluindo COI, sugerem que para espécies-irmas, o valor de <2% defendido por Hebert
et al. (2003), pode ser substituido por <0.5 %. Pereira et al. (2013) também reforcam
que, 2% pode ser o ponto de partida, mas ndo a regra para todas as espécies

Neotropicais.

Prizon et al. (2017), utilizando o mesmo marcador mitocondrial, associado a
ferramentas citogenéticas, apontou cinco linhagens distintas de A. cirrhosus, para a
bacia do rio Parand, exibindo distancias genéticas entre 3 a 5%. Borba et al. (2019)
utilizando COI em Ancistrus, discriminou 7 linhagens da bacia do Amazonas e 8 da
bacia do Paraguai, com distancia média de 8.4% entre as linhagens, sendo que duas
dessas linhagens, exibia mesmo numero diploide, 2n=54 cromossomos e com
morfologia muito semelhante, entretanto o resultado do COI, apontou distancia de 3.3%

entre elas.
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Na Figura 4 observa-se que as espécies de A. aguaboensis, formaram dois
agrupamentos distintos com valores de suporte superior a 95%, um deles composto por
dois haplotipos de A. aguaboensis e 0 outro com um hapl6tipo de A. aguaboensis e um
de A. cryptophthalmus Reis, 1987. Esse resultado pode ser confirmado em (Tab.l
material suplementar), onde um dos hapl6tipos descritos como A. aguaboensis
apresenta distancia de 8.8% dos demais A. aguaboensis, enquanto que a distancia para o
haplotipo de A. cryptophthalmus é de 1.6%. Achados como estes demonstram que,
dentro de Ancistrus problemas relacionados a taxonomia sdo presentes, e 0 uso de
ferramentas multiplas na identificacdo das espécies é de fundamental importancia para

uma descrigdo mais acertiva.

Os resultados moleculares e citogenéticos de nosso estudo, auxiliaram na
identificacdo das espécies de Ancistrus e Hemiancistrus estudadas. Os resultados para
A. abilhoai, corroboraram os dados pré-existentes da citogenética para essa espécie
conforme analisada por Ribeiro et al. (2015) e assim, podemos inferir que as
similaridades cariotipicas entre as trés populacdes (rio Iratin, municipio de General
Carneiro-PR e rio dos Pardos, municipio de Santa Cruzdo Timbd-SC) e rio Iguacu
(Ribeiro et al., 2015), sugerem tratar-se da mesma espécie, consistindo esta a referéncia
principal para A. abilhoai. Todavia os achados em nosso trabalho, para as populacGes de
A. abilhoai divergindo em férmula cariotipica, localizacdo do par portador da RON e
sitios adicionais de DNAr 5S, podem ser o resultado da restricdo do fluxo génico,
associado a etologia dessas espécies, culminando na fixacdo dessas caracteristicas.
Também, os resultados do COI d&o suporte para novas investigacbes em Ancistrini para
a regido do meédio lguacu, objetivando ampliar dados de citotaxonomia dentro desse
grupo. Dados do COI obtidos para Ancistrus nesse trabalho apontaram conflitos
taxonémicos, sugerindo uma revisdo taxonémica para algumas espécies previamente
descritas. Além deste estudo trazer pela primeira vez sequencias de COIl para
populacbes de A. abilhoai, este é também o primeiro a descrever citogeneticamente H.
fuliginosus, cujos dados moleculares confirmam seu status taxonémico e sua estrutura

cromossdmica sera referéncia para discusséo carioevolutiva dentro desses géneros.
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TABELA 2. DescricGes de espécies do género Hemiancistrus realizadas até o presente momento nas bacias hidrograficas do Brasil.

Espécies 2n Foérmula Sitios Sitios C. Sexual Bacia Hidrogréfica Referéncia
Cariotipica DNAr18s  DNAr 5s
(pares) (pares)
Hemiancistrus spiloma 52 24m+22sm+6st Maltiplo*  ----- ZZIZWN Araguaia-MT 01
2,3,18
Hemiancistrus spinosissimus 52 26m+22sm+4st Simples* - - Araguaia-MT 02
17
Hemiancistrus sp. 52 20m+20sm+12st-a  Simples* ---—-- e Araguaia-MT 03
Hemiancistrus punctulatus 52  14m+40sm+12st-a  Simples**  -—-- - Uruguai-RS 04
10
Hemiancistrus fuliginosus 56  22m+18sm+16st  Simples**  Simples = ----- Alto Uruguai-SC  Presente Estudo
12 7
Hemiancistrus votouro i Uruguai-RS 06
Hemiancistrus meizospilus i e Uruguai-SC 07
Hemiancistrus chlorostictus === eeeee e e Uruguai-RS 08

Referéncias: 2n: numero diploide, C. sexual: cromossomo sexual, m: metacéntrico, sm: submetacéntrico, st: subtelocéntrico, st-a: subteloacrocentrico. * Obtido através de
impregnacéo por nitrato de prata Ag-RON,** Obtido através de Hibridizacdo in situ (FISH). SC: Santa Catarina, RS: Rio Grande do Sul, MT: Mato Grosso. 01 e 02: de
Oliveira, Souza e Venere, (2006); 03: Artoni e Bertollo, (2001); 04: Rubert (2011); 05: Presente estudo, 06 e 07: Cardoso e Pezzi da Silva, (2004) e 08: Cardoso e Malabarba,

(1999).
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Material Suplementar- Tabela 1. Sequéncias do gene COI do presente trabalho e do

Genbank utilizadas nos calculos de distancia K2P e construgdo da arvore genética.

Espécie Haplotipo Localizacdo GenBank Marcador Referéncia
A. aguaboensis 1 Brazil: Ribeirdo MK464024.1 Col Bagle et al.
Cafuringa, tributério do (N&o publicado)
rio Alto Tocantins, DF
A. aguaboensis 2 Brazil: Ribeirdo MK464025.1 Col Bagle et al.
Cafuringa, tributario do (N&o publicado)
rio Alto Tocantins, DF
A. aguaboensis 3 Brazil: Ribeirdo MK464026.1 Col Bagle et al.
Cafuringa, tributario do (N&o publicado
rio Alto Tocantins, DF
A. brevipinnis 4 Rio Grande do Sul: Rio | MG825021.1 Col Buckup et al.
Caraa, Bacia dos Sinos (N&o publicado)
A. brevipinnis 5 EU359402.1 COl Cramer et al., 2007
A. chagresi 6 Panama: Rio Cocle del MG936656.1 Col Bermingham et al.
Norte (N&o publicado)
A.cirrhosus 7 Upper Parana Basin GU701863.1 COl Pereira et al., 2013
A. cirrhosus 8 Upper Parana Basin GU701865 COl Pereira et al., 2013
A. cirrhosus 9 Upper Parana Basin JN988666.1 COl Pereira et al., 2013
A. cryptophthalmus 10 JX477641.1 Col Carvalho et al.
(Ndo publicado)
A. dolichopterus 11 Brazil KP772578.1 Col Collins
(N&o publicado)
A. multispinis 12 Rio de Janeiro: Mage, MG825030.1 Col Buckup et al.
Cachoeira das andorinhas, (N&o publicado)
Rio roncador
A. spinosus 13 Panama: Dariem, Rio MG936657.1 Col Bermingham et al.
Tuira, Rio Membrillo (N&o publicado)
A. cf. leucostictus 14 French Guiana: MZ050825.1 Col Papa et al., 2021
Maripasoula, Crique (N&o publicado)
Limonade
A. cf. leucostictus 15 French Guiana: St- MZ050902.1 Col Papa et al., 2021
Laurent-du-Maroni,
Upper
Maroni, Tampoc River,
Saut Tampoc
A. cf. leucostictus 16 French Guiana: St- MZ051302.1 Col Papa et al., 2021
Laurent-du-Maroni,
Upper
Maroni, Litany River,
Sector Apsik
A. temminckii 17 Suriname: Sipaliwini, MZ051375.1 Col Papa et al., 2021
Tapanahony River,
Paloemeu River,
Weyu Camp"
A. temminckii 18 French Guiana: St-Laurent- | MZ050896.1 Col Papa et al., 2021

du-Maroni, Saint-Laurent du
Maroni, Maroni River,
Crique Voltaire
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A. temminckii 19 French Guiana: St-Laurent- | MZ050819.1 Cal Papa et al., 2021
du-Maroni, Saint-Laurent du (N4o publicado)
Maroni, Maroni River,
Crique Balate
i 01 MK959877.1 COl Cardoso,Y.P et al
H. fuliginosus (N3o publicado)
H. medians 02 "French Guiana" JF746998.1 Coil Fi§ch Mul_ler,S.
(Nao publicado)
H. medians 03 Country "Suriname: MZ051687.1 Col Papa,Y .et al 2021
Sipaliwini, Tapanahony
River, Paloemeu
River, Weyu Camp"
H. medians 04 French Guiana; St- MZ051184.1 COl Papa,Y .et al 2021
Laurent-du-Maroni,
Upper Maroni, Marouini
River, Langa Sula"
H.subviridis 05 EU359411.1 Col Christian A.

Cramer et al 2007.
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Material Suplementar- Tabela 2. Distancias K2P obtidas a partir de sequéncias parciais do gene COI de todo o género Ancistrus e Hemiancistrus do GenBank e
do presente trabalho.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

1. A. abilhoai *

2. A. abilhoai * 0,000

3. A. aguaboensis 0,062 0,062

4. A. aguaboensis 0,055 0,055 0,086

5. A. aguaboensis 0,062 0,062 0,002 0,086

6. A. brevipinnis 0,033 0,033 0,066 0,064 0,069

7. A. brevipinnis 0,045 0,045 0,089 0,056 0,089 0,030

8. A. cf. leucostictus 0,086 0,086 0,087 0,087 0,087 0,077 0,061

9. A. cf. leucostictus 0,091 0,091 0,092 0,087 0,092 0,082 0,066 0,004
10. A. cf. leucostictus 0,083 0,083 0,084 0,084 0,084 0,079 0,064 0,002 0,007

11. A. chagresi 0,093 0,093 0,119 0,111 0,116 0,095 0,09 0,114 0,111 0,111

12. A. cirrhosus 0,002 0,002 0,061 0,056 0,061 0,035 0,047 0,087 0,092 0,085 0,092

13. A. cirrhosus 0,021 0,021 0,066 0,056 0,066 0,035 0,047 0,082 0,087 0,079 0,103 0,018

14. A. cirrhosus 0,011 0,011 0,064 0,049 0,064 0,035 0,047 0,085 0,090 0,082 0,095 0,014 0,023

15. A. cryptophthalmus 0,052 0,052 0,081 0,016 0,081 0,056 0,059 0,089 0,089 0,087 0,103 0,054 0,054 0,047

16. A. dolichopterus 0,080 0,080 0,097 0,097 0,097 0,079 0,095 0,082 0,085 0,084 0,097 0,079 0,089 0,082 0,084

17. A. multispinis 0,033 0,033 0,071 0,059 0,071 0,023 0,035 0,087 0,087 0,085 0,09 0,035 0,030 0,030 0,051 0,084

18. A. spinosus 0,083 0,083 0,119 0,100 0,116 0,084 0,079 0,111 0,111 0,114 0,035 0,082 0,092 0,090 0,087 0,089 0,090

19. A. temminckii 0,060 0,060 0,076 0,066 0,076 0,052 0,042 0,023 0,027 0,025 0,092 0,064 0,069 0,059 0,069 0,066 0,062 0,095

20. A. temminckii 0,062 0,062 0,079 0,064 0,079 0,054 0,044 0,025 0,030 0,027 0,095 0,067 0,072 0,062 0,066 0,069 0,064 0,097 0,002

21. A. temminckii 0,060 0,060 0,076 0,066 0,076 0,052 0,042 0,023 0,027 0,025 0,092 0,064 0,069 0,059 0,069 0,066 0,062 0,095 0,000 0,002

22. H. fuliginosus * 0,138 0,138 0,159 0,144 0,15 0,133 0,145 0,138 0,138 0,138 0,175 0,136 0,136 0,142 0,142 0,144 0,139 0,172 0,133 0,135 0,133

23. H. fuliginosus 0,138 0,138 0,159 0,144 0,15 0,133 0,145 0,138 0,138 0,138 0,175 0,136 0,136 0,142 0,142 0,144 0,139 0,172 0,133 0,135 0,133 0,000

24. H. medians 0,154 0,154 0,169 0,146 0,166 0,155 0,164 0,145 0,146 0,145 0,173 0,152 0,152 0,146 0,140 0,143 0,155 0,167 0,146 0,149 0,146 0,111 0,111

25. H. medians 0,154 0,154 0,169 0,146 0,166 0,155 0,164 0,145 0,146 0,145 0,173 0,152 0,152 0,146 0,140 0,143 0,155 0,167 0,146 0,149 0,146 0,111 0,111 0,000

26. H. medians 0,157 0,157 0,172 0,149 0,169 0,158 0,167 0,148 0,149 0,148 0,176 0,155 0,155 0,149 0,143 0,146 0,158 0,170 0,149 0,152 0,149 0,113 0,113 0,002 0,002
27. H. subviridis 0,155 0,155 0,143 0,149 0,140 0,138 0,162 0,146 0,149 0,146 0,164 0,153 0,147 0,147 0,143 0,143 0,138 0,164 0,135 0,138 0,135 0,111 0,111 0,114 0,114 0,116

28. Rhinelepis aspera 0,194 0,194 0,170 0,194 0,168 0,179 0,191 0,194 0,191 0,194 0,173 0,198 0,204 0,191 0,18 0,182 0,179 0,201 0,176 0,179 0,176 0,195 0,195 0,205 0,205 0,208 0,173

(*) Indica as espécies descritas nesse estudo.
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Artigo 11

Diversidade cromossdmica e molecular em Hypostomus Lacépede, 1803
(Siluriformes, Loricariidae), da regido Sul do Brasil

Marcos Otavio Ribeiro e Ana Luiza de Brito Portela Castro

Resumo

Hypostomus € um género muito diverso em Loricariidae, atualmente é composto por
229 espécies. Entretanto, dados desse género para a regido sul do Brasil ainda sdo
escassos. Portanto, 0 nosso estudo objetivou ampliar dados citogenéticos para espécies
desse género existentes em bacias hidrogréaficas da regido sul do Brasil. Representantes
de Hypostomus do médio Iguacu, regido de Porto Unido-SC/Unido da Vitoria-PR e alto
Uruguai Concordia-SC, foram analisados a partir de dados citogenéticos e de marcador
molecular de DNA mitocondrial. Hypostomus cf. agna revelou 2n=76, Hypostomus
commersoni apresentou 2n=68 com variagdo interpopulacional na férmula cariotipica e
espécimens de H. myersi revelaram dois nimeros diploides, 2n=74 e 75 sugerindo um
polimorfismo cromossémico intrapopulacional. RON simples foram observadas em
Hypostomus cf. agna, Hypostomus myersi, e sistema multiplo com variacdo de nimero
e posicdo nas populacbes de H. commersoni. O bandamento C, exibiu marcacgdes
conspicuas e associadas a RON, nas populacdes de H. commersoni, marcagdes
predominantemente pericentroméricas em H. myersi e marcagdes teloméricas em
cromossomos do tipo acrocéntrico em Hypostomus cf. agna. A anélise das sequencias
parciais do gene Citocromo ¢ oxidase | (COI) de H. myersi apresentou 100% de
similaridade com outras disponiveis na base de dados. Hypostomus cf. agna exibiu
100% de similaridade com H. isbrueckeri e 0.6% de distancia genética com H. luteus.
Nossos resultados citogenéticos e moleculares apontaram, possiveis conflitos
taxonémicos em Hypostomus, sugerindo uma futura revisao na identificacdo de alguns
espécimes desse género, elucidando entdo, o seu real status taxondmico.

Palavras-chave: Alto Uruguai, Citogenética, COIl, Hypostomus commersoni.
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Chromosomal and molecular diversity in Hypostomus Lacépede, 1803
(Siluriformes, Loricariidae), from southern Brazil

Abstract

Hypostomus is a very diverse genus in Loricariidae, currently consisting of 229 species.
However, data on this genus for the southern region of Brazil are still scarce. Therefore,
our study aimed to expand cytogenetic data for species of this genus found in river
basins of southern Brazil. Representatives of Hypostomus from the middle Iguacu, Porto
Unido-SC/Unido da Vitoria-PR and upper Uruguay Concérdia-SC, were analyzed using
cytogenetic data and mitochondrial DNA molecular markers. Hypostomus cf. agna
revealed 2n=76, Hypostomus commersoni showed 2n=68 with interpopulational
variation in the karyotypic formula and specimens of Hypostomus myersi revealed two
diploid numbers, 2n=74 and 75 suggesting an intrapopulational chromosomal
polymorphism. Single NOR were observed in Hypostomus cf. agna, Hypostomus
myersi, and multiple system with number and position variation in H. commersoni
populations. C-banding showed conspicuous markings associated with NOR in H.
commersoni populations, predominantly pericentromeric markings in H. myersi, and
telomeric markings on chromosomes of the acrocentric type in Hypostomus cf. agna.
Analysis of partial sequences of the cytochrome ¢ oxidase | (COI) gene from H. myersi
showed 100% similarity with others available in the database. Hypostomus cf. agnha
exhibited 100% similarity with Hypostomus isbrueckeri and 0.6% genetic distance with
Hypostomus luteus. Our cytogenetic and molecular results pointed to possible
taxonomic conflicts in Hypostomus, suggesting a future revision in the identification of
some specimens of this genus, thus elucidating its real taxonomic status.

Key-words: COI, Cytogenetic, High Uruguai basin, Hypostomus commersoni.
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Introducéo

O sul do Brasil é composto por inumeros rios e riachos, que desempenham papel
fundamental na abundéancia de recursos hidricos, como também potencial hidroelétrico.
A regido do alto Uruguai que abriga parte do rio Uruguai, divisa dos estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, é composta por uma sequéncia de poc¢os e corredeiras
percorrendo um vale bastante encaixado (Di Pérsia e Neiff, 1986 e Zaniboni-Filho e
Shulz 2003). Outro rio de grande relevancia para a regido sul do Brasil é o rio lguacu,
que abrange uma area de aproximadamente 72.000 km2 da qual, 79% pertencem ao
estado do Paranda, 19% ao estado de Santa Catarina e 2% a Argentina (Eletrosul, 1978).
O médio Iguacu é considerado trecho entre Porto Amazonas-PR e Unido da Vitoéria-PR,
tal regido é composta por inUmeras cachoeiras pequenos rios e riachos de cabeceira, que

desembocam no rio Iguacu (Maack, 1981).

As condicbes peculiares dessas bacias propiciam a formacdo de espécies
endémicas e restritas a pequenas areas, corregos ou microbacias. Dentre as espécies
encontradas nessa regido, representantes da familia Loricariidae estdo amplamente
distribuidos. Loricariidae exibe 229 espécies (Fricke et al. 2022), e dentro dessa familia
0 género Hypostomus Lacépéde, 1803, é caracterizado por agregar caracteristicas
singulares que propiciam uma 6tima adaptacdo a essas condi¢fes. Seu corpo recoberto
por placas Osseas e boca modificada em formato de ventosa, contribui com sua
dispersdo em locais como corredeiras, po¢os e margens costeiras (Armbruster, 2004,
Chiacho, Oliveira e Montoya-Burgos 2008, Garavello e Garavello 2004). S&o
caracterizados por exibirem uma elevada variacdo intraespecifica em padrdes de
coloracdo (Weber 2003). A problematica para a descricdo dessas espécies, também se

encontra na grande variacdo morfoldgica do grupo (Dias e Zawadzki 2018).

A citogenética classica associada a técnicas moleculares, tem contribuido para a
real estimativa de diversidade neste grupo. Mezzomo et al. (2020) aponta que 57% dos
trabalhos publicados sobre o género sdo utilizando marcadores citogenéticos. Em
aspectos citogenéticos, Hypostomus exibe uma amplitude cromossémica de 2n=64

cromossomos em H. cochliodon Kner, 1854, Cereali (2006) a 2n= 84 em H. perdido
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Zawadzki, Tencatt e Froehlich, 2014, Cereali et al. (2008). Essa amplitude
cromossémica € sugerida por alguns autores, como resultado de rearranjos
cromossémicos do tipo fissdo cromossdmica, acarretando no aumento do numero
diploide, seguido de inversdes pericéntricas, originando uma gama de fdérmulas
cariotipicas (Artoni e Bertollo 1996 e 2001, Alves et al. 2005, Kavalco et al. 2005;
Bueno et al. 2012. Sistemas de determinagdo de cromossomos sexuais neste género
ainda restritos & algumas espécies, como em estagio inicial em H. soniae Hollanda
Carvalho e Weber, 2005, XX/XY (Oliveira et al. 2019), Hypostomus cf. plecostomus
ZZ/ZW (Oliveira et al. 2015), XX/XY em H. ancistroides lhering, 1911, e H. macrops
Eigenmann e Eigenmann, 1888, (Michele et al. 1977) e Hypostomus sp. ZZ/ZW (Artoni
et al. 1998). Cromossomos supranumerarios ja foram descritos em duas espécies desse
género, Hypostomus sp. 3 (Cereali et al. 2008) e Hypostomus sp. Xingu-3 (Milhomem et
al. 2010).

Descrigdes citogenéticas em espécies de Hypostomus para a bacia do alto
Uruguai-SC e médio Iguacu-SC sdo recentes e ainda escassas. Lorscheider et al. (2018)
descreveram H. myersi Gosline, 1947, H. commersoni Valenciennes, 1836, e H. derbyi
Haseman, 1911, para a regido do médio Iguacu, utilizando ferramentas de citogenética
e Sorrentino (2019) utilizando ferramentas de DNA barcode, descreveu 5 espécies de
Hypostomus para a regido do alto Uruguai-SC: H. spiniger Hensel, 1870, H. isbrueckeri
Weber e Malabarba, 1990, H. roseopunctatus Reis, Weber e Malabarba, 1990, H. luteus
Godoy, 1980, e H. uruguayensis Reis, Weber e Malabarba, 1990. Considerando a ampla
diversidade deste género na regido Neotropical e a sua complexidade taxonémica, ao
passo que mais espécies desse género sdo descritas, se faz necessario e importante,
ampliar os estudos, utilizando diversas ferramentas da citogenética e moleculares,
objetivando buscar a real estimativa e abundancia de espécies nessas localidades,
angariando novas perspectivas na discussdo taxonomica de Hypostomus, na regido sul

do Brasil.
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Materiais e Métodos

Amostras biologicas

Espécimes do género Hypostomus foram utilizados em estudos citogenéticos e
moleculares (Fig.1). Para Hypostomus cf. agna foram coletados sete fémeas e trés
machos, rio dos Pardos, cidade de Porto Unido-SC, distrito de So Pedro do Timbo
(26°29'37"S 51°00'35"W). Duas populacdes de Hypostomus commersoni foram
coletadas, onze machos e seis fémeas, rio Fragosos cidade de Concordia-SC
(27°13'27.7"S 52°10'07.9"W) e quatro fémeas e dois machos coletados no rio Iguagu,
cidade de Porto Vitéria-PR (26°08'49"S 51°14'35"W). Tambeém foram coletados
espécimes de Hypostomus myersi, cinco fémeas e um macho rio Timb6 e Hypostomus
commersoni um macho e duas fémeas cidade de Porto Uni&o-SC, distrito de Santa Cruz
do Timb6-SC (26°28'04.9"S 50°49'11.4"W).

O—I-ijostomus commersoni [Concérdia-SC] C"""%
-Evwostomus commersoni [Timbé-SC]
A-I{\postomus myersi [Timbo-SC]

QO -Hiypostomus cf. agna [Rio dos Pardos-SC]

.\I?:I}oqua(;u—SC-PR

Rt M e
W et ¢ 3
%D otnd LI\\/,‘; !? R
125000 :
<> Alto Uruguai-SC
J"Q,V
) Lo
‘é‘i .413
1:25000 QX~J3

1:400000

FIGURA 1. Representacdo geogréafica dos pontos da regido sul do Brasil, onde foram coletados os
espécimes. Em destaque nos quadrantes amarelos, as localidades amostradas nas coletas. Simbolos
significam os locais/espécimes coletadas. Tracejados na cor marrom claro, simbolizam as microbacias e
areas de drenagem e em verde éreas de inundagéo.
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Procedimentos de citogenética convencional

Ap0s as coletas os espécimes foram transportados em caixas aeradas para o
laboratdrio de citogenética de peixes da Universidade Estadual do Parand (UNESPAR),
campus Unido da Vitoria-PR. A identificacdo dos exemplares foi realizada pelo
taxonomista Dr. Claudio Henrique Zawadzki (Universidade Estadual de Maringd) e
alguns exemplares depositados na cole¢do de Limnologia, Ictiologia e Aquicultura do
Nicleo de Pesquisa (NUPELIA) (NUP-21921), Universidade Estadual de Maringa,
Parana, Brasil. As coletas dos foram autorizadas pelo Ministério do Meio Ambiente,
através do Sistema de Informacdo e Autorizacdo da Biodiversidade (SISBIO) nimero
da licenca 68533-1. Todo o procedimento de eutandsia e sacrificio dos animais
realizado nesse trabalho, foi autorizado pelo comité de ética da Universidade Estadual
do Parana (CEUA numero 002-2021). Os exemplares foram anestesiados e eutanasiados
por meio de superdosagem com oOleo de cravo (Griffiths, 2000) e 0os cromossomos
mitdticos foram obtidos através de células do rim de acordo com Bertollo et al.,
(1978). As regibes organizadoras do nucléolo (RONSs), foram reveladas por meio da
técnica de impregnacdo por nitrato de prata (Howell e Black, 1980). As regides de
heterocromatina constitutiva, foram determinadas pela técnica de bandeamento C
(Sumner, 1972), e coradas com iodeto de propideo (Lui et al. 2012).

O mapeamento fisico das sequéncias de DNAr 5S e 18S, foi realizado pela
técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) de acordo com Pinkel et al. (1986),
utilizando sondas obtidas de Leporinus elongatus Valenciennes, 1850, (Martins e
Galetti, 1999) e Prochilodus argenteus Spix e Agassiz, 1829, (Hatanaka e Galetti,
2004). As sondas foram marcadas por Nick Translation com biotina-16-dUTP (DNAr
5S) e digoxigenina-11-dUTP (DNAr 18S). O processo de hibridizacdo foi conduzido
sob condicdes de alta estringéncia (77%). Os sinais foram detectados utilizando
antidigoxigenina-rodamina conjugada para sondas de DNAr 18S e avidina-FITC
conjugada para sondas de DNAr 5S. Os cromossomos foram contra-corados com DAPI.
A captura das imagens foi realizada através da utilizagdo do microscopio de
fluorescéncia modelo Zeiss Axio Lab. Al. Para a montagem dos cariotipos, 0S
cromossomos foram pareados em grupos de: (m) metacéntrico, (sm) submetacéntrico,

(st) subtelocéntrico e (a) acrocéntrico conforme Levan et al. (1964).
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Extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento

A extracdo total de DNA gendmico foi realizada a partir de amostras de figado,
utilizando o kit Promega Wizard ®Genomics, seguindo as instru¢bes do fabricante.
Apbs a extracdo o DNA, foi quantificado utilizando eletroforese em gel de agarose a 1%
por comparacdo com o padrdo de concentracdo de DNA lambda. A regido mitocondrial
da Subunidade 1 (COI) citocromo oxidase 1, foi parcialmente amplificada utilizando os
iniciadores L6448-F2 (5'-TCGACTAATCATAAAGATCGGCGCAC-3") e H7152 (5'-
CACCTCAGGGGTGTCCGAARAAYCARA-3") descritos por Ivanova et al., (2007).
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consistiu em Tris-KCI [Tris-HCI 20 mM (pH
8,4), KCI 50 mM], MgCl; (1,5 mM), primers (2,5 uM cada), dNTPs (0,1 mM cada),
Taq Polimerase de DNA (1U) e DNA modelo na concentracdo de 5ng/ul para perfazer
um volume final de 25 pl. As condigdes incluiam uma desnaturacdo inicial a 95°C
durante 5 min, seguida de 35 ciclos a 94°C durante 30s, 52°C durante 30s e 72°C

durante 1 min com um ciclo de alongamento final a 72°C durante 10 min.

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando-se o software
BioEdit (Hall, 1999) e MEGA 7.0 (Kumar et al. 2016) respectivamente. Sequéncias de
espécimes de Hypostomus descritos para a regido do médio Iguacu-SC/PR e alto
Uruguai-SC disponiveis no Genbank/BOLD, foram utilizadas para selecdo de
haplotipos realizada pelo software DNAsp 6 (Rozas et al. 2017). As distancias genéticas
foram calculadas par a par entre os hapl6tipos pelo método de Kimura-2-parametros
(Tab.1), e as arvores genéticas construidas pelo modelo de neighbor-joining através do
software MEGA 7.0. Pterygoplichthys etentaculatus foi utilizado como grupo externo
(HM404959).
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Resultados

Descricéo cariotipica

Hypostomus cf. agna apresentou um numero diploide de 2n=76, com férmula
cariotipica composta de 10m+8sm+10st+48a (Fig.2A). Blocos heterocromaticos
conspicuos foram evidenciados no par seis, em regido proximal ao centrdmero do braco
curto e em regido subtelomérica do braco longo do mesmo par. No par 22 foi observado
marcacdo subtelomérica no braco longo, e em regido terminal dos pares: 26, 27, 28, e 30
(Fig. 2B). O par 22 foi marcado pelo nitrato de prata em posi¢do terminal do brago
longo sendo portanto, Ag-RON positivo (Fig. 2B, in box).
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Figura 2. Cariétipo de Hypostomus cf. agna do rio do Pardos-SC, col6nia Quati. Cari6tipo (A) submetido
a técnica de Giemsa e (B) Bandamento C, in box par portador da Ag-RON, barra = 10pum..

Dos seis exemplares de Hypostomus myersi coletado, quatro apresentaram
cariotipo 2n=74 e dois exibiram cariétipo 2n=75 (Fig. 3) sendo um macho e uma fémea
com formula cariotipica de 8m+10sm+17st+40a. O cromossomo extra foi observado em
95% das células metafasicas nos dois exemplares. Blocos heterocromaticos foram
observados no par cinco, em regido pericentromérica do brago curto, e outras marcagoes
discretas em regides centroméricas e terminais de outros segmentos cromossémicos
(Fig.3B). A impregnacao por nitrato de prata, apontou marcacfes no par 36 em posicao

terminal do braco longo (Fig. 3B in box).
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Figura 3. Cari6tipo de H. myersi da populagdo rio Timbo-SC. Cariétipo com 2n=75 ap6s coloragdo
Giemsa (A) e banda C (B), in box par portador da Ag-RON. barra = 10um. Em destague 0 cromossomo
extra alinhado com os demais subtelocéntricos.

A duas populacbes de Hypostomus commersoni, rio Fragosos Concordia-SC e
Rio lguagu-PR exibiram um mesmo ndmero diploide, 2n=68, com férmulas cariotipicas
de 12m+8sm+20st e 28a (Fig.4A) e 10m+10sm+20st e 28a (Fig.4C), respectivamente.
Apbs o bandeamento C, foram observadas marcacdes heterocromaticas em regides
pericentroméricas nos pares 7, 9 e 13 e no braco longo de um dos homdlogos do par 23,
na populacdo do rio Fragosos (Fig. 4B). A populacdo do rio Iguagu, exibiu blocos
fortemente corados em grande extensdo do brago longo do par 22, revelando também
um heteromorfismo de tamanho destes blocos. Outras marcacdes em regides
preferencialmente terminais foram observadas como em alguns dos homdlogos dos
pares: 2, 13, 18 e 28 (Fig. 4D) populagédo do rio Iguagu. A impregnacao por nitrato de
prata Ag-RON, revelou marcagfes terminais em cinco cromossomos do tipo
subtelocéntrico, pares 13, 15 e um dos homologos do par 16 na populacdo do rio
Fragosos (Fig.4B in box). Na populagdo do rio Iguacu, os sitios Ag-RON foram
identificados no par 22 e em um dos homologos do par 2e 13.
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Figura 4. Cariotipo de H. commersoni, populagdo rio Fragosos-SC, Giemsa (A) e (B) bandamento C.
Populacdo de H. commersoni rio Iguacu-PR, Giemsa (C) e (D) bandamento C, in box para ambos os
cariotipos sdo destacados os pares Ag-RON, barra = 10um.

Os sitios ribossomais evidenciados pelo FISH em Hypostomus cf. agna com
sondas de DNAr 18S e DNAr 5S, demonstraram marcacgdes coincidentes com o par 22

(18S, sinal rosa) e a sonda 5S hibridizou no par trés, em posicdo pericentromérica

(Fig.5).
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Figura 5. Cari6tipo de Hypostomus cf. agna rio do Pardos-SC, ap6s double FISH. Sinais fluorescentes
em rosa, representam marcagdes com sonda DNAr 18S e em verde com a sonda DNAr 5S, barra = 10pum.

Analises moleculares COI

Um total de 19 sequéncias com 494 pb, apds o alinhamento e edi¢do, foram
obtidas para o gene COI, sendo uma para H. myersi, duas para H. commersoni € uma
para Hypostomus cf. agna do presente trabalho. As demais sequéncias referentes aos
diferentes haplétipos obtidos a partir do DnaSp, foram obtidas do GenBank/BOLD para
Hypostomus da regido do medio Iguagu-PR/SC e Alto Uruguai-SC (Material
Suplementar — Tabela 1). H. myersi apresentou 100% de similaridade com a sequéncia
de H. myersi disponivel no banco de dados e apontou 3.6% de distancia genética com
H. commersoni e 3.5% para Hypostomus cf. agna. Hypostomus cf. agna exibiu distancia
genética de 5.3% para os espécimes de H. commersoni do presente trabalho e 100% de
similaridade com Hypostomus isbrueckeri e 0.6% de distancia genética para
Hypostomus luteus (Tab.1).

Os dois espécimes das duas populacdes de H. commersoni descritas nesse

trabalho, exibiram 100% de similaridade entre si (Tab.1), agrupando-se com as demais
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populacdes de H. commersoni descritas para essa regido (Fig.6). Também foi observado
que os espécimes de H. commersoni do presente estudo, exibiram 100% de similaridade
com Hypostomus spiniger e distancia genética de 0.8% de Hypostomus derbyi (Tab.1).
Esses resultados também sdo observados na figura seis, onde H. spiniger e H. derbyi,
agruparam-se em um clado majoritario de H. comersoni, com valor de suporte superior
a 95%. Hypostomus cf. agna, H. isbrueckeri e H. luteus, formam um clado bem

evidente, com valor de suporte superior a 95% (Fig.6).
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TABELA 1. Distancias K2P obtidas a partir de sequéncias parciais do gene COI de espécimes de Hypostomus, descritas para bacia do médio Iguacu-PR/SC e alto
Uruguai-SC e sequencias do presente trabalho.

1. Hypostomus cf. agna (Rio dos Pardos-SC)*

2. Hypostomus commersoni (Concérdia-SC)* 0,053

3. Hypostomus commersoni (Timbo6-SC)* 0,053 0,000

4. Hypostomus commersoni 0,053 0,000 0,000

5. Hypostomus commersoni 0,053 0,000 0,000 0,000

6. Hypostomus commersoni 0,055 0,006 0,006 0,006 0,006

7. Hypostomus commersoni 0,057 0,004 0,004 0,004 0,004 0,010

8. Hypostomus commersoni 0,062 0,012 0,012 0,012 0,012 0,010 0,016

9. Hypostomus commersoni 0,060 0,014 0,014 0,014 0,014 0,012 0,018 0,002

10. Hypostomus derbyi 0,049 0,008 0,008 0,008 0,008 0,010 0,012 0,016 0,019

11. Hypostomus isbrueckeri 0,000 0,053 0,053 0,053 0,053 0,055 0,057 0,062 0,060 0,049

12. Hypostomus luteus 0,006 0,055 0,055 0,055 0,055 0,057 0,060 0,064 0,062 0,051 0,006

13. Hypostomus myersi (Timbo6-SC)* 0,035 0,036 0,036 0,036 0,036 0,038 0,038 0,040 0,042 0,036 0,035 0,038

14. Hypostomus myersi 0,035 0,036 0,036 0,036 0,036 0,038 0,038 0,040 0,042 0,036 0,035 0,038 0,000

15. Hypostomus spiniger 0,053 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,004 0,012 0,014 0,008 0,053 0,055 0,036 0,036

16. Hypostomus uruguayensis 0,021 0,058 0,058 0,058 0,058 0,060 0,062 0,067 0,064 0,053 0,021 0,023 0,040 0,040 0,058

17. Hypostomus uruguayensis 0,021 0,058 0,058 0,058 0,058 0,060 0,062 0,067 0,064 0,053 0,021 0,023 0,040 0,040 0,058 0,000

18. Hypostomus uruguayensis 0,021 0,058 0,058 0,058 0,058 0,060 0,062 0,067 0,064 0,053 0,021 0,023 0,040 0,040 0,058 0,004 0,004
19. Pterygoplichthys etentaculatus 0,073 0,078 0,078 0,078 0,078 0,080 0,082 0,073 0,076 0,078 0,073 0,071 0,064 0,064 0,078 0,076 0,076 0,080

* Indica as espécies descritas no presente trabalho. Pterygoplichthys etentaculatus foi utilizado como grupo externo.
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Figura 6. Arvore génica construida pelo modelo Neighboor-joing a partir de sequencias parciais do gene
COI de espécies de espécies de Hypostomus descritas para 0 médio Iguacu-SC/PR e alto Uruguai-SC do
GenBank e Bold e do presente estudo. Pontos pretos nos ramos representam valores de suporte acima de
95%. Pterygoplichthys etentaculatus foi utilizado como grupo externo.
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Discussao

A andlise citogenética para as trés espécies de Hypostomus do presente trabalho,
revelou numeros diploides similares aos dados ja existentes na literatura para
Hypostomus cf. agna, H. myersi e H. commersoni. Contudo, variacbes cromossdmicas
inter e intrapopulacional s&o frequentes em Hypostomus e tornam-se evidentes a medida
que novas descri¢des citogenéticas sdo registradas para esssas espécies de diversas
bacias hidrogréaficas brasileiras. Além da amplitude de ndmeros diploides existentes no
género (64-84) cromossomos, ha uma predominancia de cromossomos dos tipos
subtelo-acrocéntricos na estrutura cromossdmica da maioria das espécies (Artoni e
Bertollo, 2001). Artoni e Bertollo (2001) sugeriram haver uma correlagdo entre espécies
de Hypostomus com numeros diploides elevados e maior porcentagem cromossomos
dos tipos subtelocéntricos e acrocéntricos, o que poderia ser resultado de inumeros
rearranjos cromossomicos, em particular fissdes céntricas. Os mesmos autores ainda
reforcam que eventos do tipo fissdo céntrica, ndo é exclusividade em peixes e tem sido

observada em outros vertebrados.

Hypostomus cf. agna que revelou 2n=76 cromossomos com 10m+8sm+10st+48a
(presente estudo), enquanto que Martinez et al. (2011) registrou um valor de 2n=74
(8m+10sm+32st+24a) para uma espécie designada como Hypostomus aff. agna coletada
no Corrego Cavalo, Jaragua do Sul (SC). Estas sdo as unicas referéncias para H. agna
sendo ambas as populacdes analisadas provenientes da regido Sul, apontando a
necessidade de revisdes taxondmicas para esta espécie. Recentemente, Navarro de Paula
(2021), apontou em seu estudo com trés populacdes de Hypostomus tietensis lhering,
1905, populagbes com 2n=72, formula composta de 8m+8sm+20st+36a e 2n=76 com

8m-+6sm+24st+38a cromossomos sugerindo a existéncia de espécies cripticas.

Dados cariotipicos divergentes também tém sido registradas para a espécie
Hypostomus commersoni. O namero diploide frequente para populagdes desta espécie é
2n=68 (Bueno et al. 2013, Lorscheider et al. 2018), contudo, uma populagdo de H.
commersoni do rio Forquetinha (vale dos Canudos, RS) analisada por Rubert et al.
(2016) apresentou um 2n=66 cromossomos, enquanto que as demais populacdes
analisadas até o presente momento apresentaram 2n=68 cromossomos, incluindo dados

do presente estudo. Bueno et al. (2013) encontraram 2n=68 para H. commersoni do
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baixo rio Iguacu com formula cariotipica composta de 12m+14sm+14st+28a e Maurutto
et al. (2012) também encontraram 2n=68 cromossomos com 12m+12sm+8st+36a para
H. commersoni médio Iguacu-PR. Navarro de Paula (2021) aponta em seu estudo de
revisdo para esse Qgénero, que 2n=68 totaliza 21% das descri¢cBes citogenéticas,
prevalecendo numero alto de subtelocéntricos e acrocéntricos, frequéncia para todo
género. Estas divergéncias demonstram a complexidade citotaxonémica em espécies de

Hypostomus.

Hypostomus myersi exibiu variacdo intrapopulacional em numero dipléide e
férmula cariotipica, com 2n=74 e 2n=74+1. Lorscheider et al. (2018) reportaram em seu
trabalho 2n=74 para H. myersi, populacdo do médio Iguacu-PR porém, sem variacdo
intrapopulacional. O cromossomo extra do presente estudo é um subtelocentrico
pequeno com tamanho e morfologia semelhante ao par 17 (Fig.3). Duas hipdteses
poderiam explicar o surgimento desse cromossomo extra; este subtelocentrico extra
seria um cromossomo supranumerario com origem recente ou, alternativamente, o
mesmo possa ser resultado de uma ndo disjuncdo cromossdémica pos-zigotica
caracterizando um polimorfismo cromossémico. Contudo, mais individuos necessitam
ser analisados, para confirmacdo de uma destas hipdteses. Um polimorfismo
cromossdmico numérico intraindividual foi observado em um espécimen de
Trichomycterus davcujoisi da bacia do rio Iguacu-PR por Borin e Martins-Santos
(2000), que apresentou nameros diploides de 2n=54, 55 e 56 cromossomos, com a
presenca de um pequeno metacéntrico e dois acrocéntricos extras nos dois Ultimos
valores de 2n, respectivamente. Os autores atribuiram essas variagfes & ocorréncia de
ndo disjuncdo pos-zigotica e relacionaram o polimorfismo as condi¢des ambientais
adversas por acdes antropicas nesta bacia. As condi¢fes hidrogréficas encontradas na
regido sul do Brasil, como inimeras corredeiras e riachos de cabeceira, podem agir
como facilitadores na fixacdo de eventuais polimorfirmos dentro da ictiofauna dessas

microbacias.

Hypostomus cf. agna e H. myersi exibiram sistema de RON simples, tal
condicdo é sugerida como uma caracteristica basal em Loricariidae (Artoni e Bertollo,
2001). Entretanto em H. commersoni, foi evidenciado sistema de RON multiplo.
Sistemas multiplos para essa espécie, ja foi observado em outras populacGes de H.
commersoni rio Iguagu-PR, abaixo das cataratas (Bueno et al. 2013) e H. commersoni
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médio lguacu, (Lorscheider et al. 2018). Sistema de RON multipla sdo predominantes
para todo o género Hypostomus. Essa caracteristica de multiplicidade nesses sitios,
podem ser explicados por rearranjos ndo robertsonianos (Alves et al. 2005) e sistema
multiplo combinado com alto ndmero diploide em Hypostomus, € sugerido uma
condicdo derivada dentro de Loricariidae. O polimorfismo de RON observado na
populagéo de H. comersoni do Iguagu-PR, pode ser resultado de mecanismos evolutivos
importantes que atuam sobre sequéncias repetitivas in tandem (Dover 1986) agindo na

translocacédo dessas regides (Martins e Galetti, 1999).

A distribuicdo da heterocromatina constitutiva nas trés espécies foi evidenciada
preferencialmente em segmentos terminais de cromossomos acrocéntricos em
Hypostomus cf. agna, segmentos pericentroméricos e instersticiais em H. commersoni e
H. myersi. Em Hypostomus cf. agna e H. myersi, foi evidenciada quantidade de
heterocromatina similar a populacéo de H. commersoni do rio Iguacu. Heteromorfismo
de heterocromatina associada a RON ou em outros pares do segmento cromossémico, ja
foi reportado em inimeras espécies de Hypostomus como em Hypostomus aff.
auroguttatus e H. albopunctatus (Artoni e Bertollo. 1996), H. nigromaculatus (Rubert,
Zawadazki e Giuliano-Caetano 2008), Hypostomus sp. (Martinez et al. 2011), H.
iheringii Regan, 1908, (Traldi et al. 2012), H. cochiliodon, Hypostomus aff. paulinus e
H. topavae (Bueno et al. 2013), H. strigaticeps (Baumgartner et al. 2014), Hypostomus
cf. plecostomus (Oliveira et al. 2015), H. sonie (Oliveira et al. 2019), H. regani
(Ferreira et al. 2019) e H. tietensis (Navarro de Paula, (2021). Processos de
heterocromatinizagdo e/ou amplificacdo desta regido foram sugeridos como uma
tentativa de explicar o polimorfismo cromossémico heterocroméatico em Hypostomus
iheringii (Traldi et al. 2012), H. strigaticeps (Baumgértner et al. 2014) e Hypostomus cf.
plecostomus (Oliveira et al. 2015). Eventos de heterocromatiniza¢do ndo séo exclusivos
de pexeis de agua doce. Afonso e Galetti Jr. (2005) sugerem que esses segmentos
heterocroméaticos podem sofrer amplificacdo, acumulagdo, trocas desiguais e
transposi¢cbes como hipotetizado para o peixe marinho, Centropyge aurantonotus.
Eventos de dispersdo de segmentos retrotransponiveis foram apontados por Ferreira et
al. (2011) em diversas espécies de ciclideos em regides heterocromaticas. Pansonato-
Alves et al. (2013) analisando trés espécimes de Hypostomus: H. ancistroides, H.
nigromaculatus e H. strigaticeps da bacia do Paranapanema, Botucatu-SP, econtraram

acumulo de elementos Rex1, coincidente com algumas regides heterocromaticas em H.
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ancistroides e H. nigromaculatus. Observamos que processos de heterocromatinizagdo
de segmentos cromossdmicos, associados ou ndo a RON, pode ser resultado de
processos distintos dentro do genoma, desde duplicagdes in tandem até transposicdes de
segmentos heterocromaticos, associado a elementos retrotranponiveis como ja

apontados em trabalhos anteriores.

A utilizagdo do DNA barcode, associado as caracteristicas morfologicas e
citogenéticas, proporcionaram satisfatorio grau de resolucdo na identificacdo das
populacdes de Hypostomus em nosso estudo. Nossos resultados apontaram possiveis
conflitos taxonémicos para algumas espécies de Hypostomus, previamente descritas
para essas localidades. Hypostomus spiniger e H. derbyi alocaram-se como grupo irmao
de H. commersoni, como observado em nosso trabalho. Hypostomus spiniger ja foi
descrita molecularmente por Sorrentino (2019) na regido do alto Uruguai-SC e em seus
resultados H. spiniger exibiu conflito taxondmico. Sorrentino (2019) estudando
variacdo intra e interespecificas em espécies de Hypostomus, utilizando ferramenta de
DNA barcode analisou sequencias parciais de COI de 35 exemplares deste género da
bacia do rio Uruguai-SC, discriminando cinco grupos: H. spiniger, H. isbrueckeri, H.
roseopunctatus, H. luteus e H. uruguayensis, exibindo distancias interespecificas
médias de 0,68 a 8,24%, e as distancias intraespecificas médias de 0,0 a 0,58%. Nesse
mesmo trabalho, Sorrentino (2019) através da analise bayesiana destas espécies,
apontou um agrupamento polifilético entre estas, onde H. spiniger se separa das demais,

sugerindo uma eventual polifilia entre elas.

Hypostomus cf. agna, H. isbrueckeri e H. luteus em nosso estudo, formaram um
agrupamento bem distinto e tal resultado associado aos dados da citogenética para
Hypostomus indicam uma incerteza taxondmica para essa espécie, pois a Unica
descricdo citogenética preexistente foi realizada por Martinez et al. (2011) e encontra-se
em “’status’’ Hypostomus aff. agna, divergindo tanto em numero dipléide, quanto em
formula cariotipica da espécie descrita em nosso trabalho. Além disso, ndo ha registro
citogenético para as espécies H. isbrueckeri e H. luteus. Assim, os dados obtidos
apontam a necessidade de uma revisdo taxonémica dos exemplares de Hypostomus cf.
agna considerando agora o agrupamento desta espécie pelas sequencias COIl com H.

isbrueckeri e H. luteus para melhor definigdo do seu “status” taxondmico cf. agna.

57



Azevedo et al. (2021) em seu trabalho de taxonomia integrativa, utilizando COI
para identificar espécies de Hypostomus do rio Grande, afluente do rio Parand,
apontaram que alguns espécimes de H. margaritifer Ihering, 1911 exibiram baixos
valores de distancia genética em relacdo a H. variipictus, uma espécie descrita ha muito
tempo atras por lhering em 1911 do rio Pardo, tributario do rio Grande, alto rio Parana
bacia hidrogréafica no Estado de S&o Paulo, Brasil e que ndo tinha passado por revisdes
taxonémicas recentes. Os mesmos autores Azevedo et al. (2021), apontam em seus
resultados que H. variipictus exibiu distancia média K2P de 0,35% para H. alatus e
1.06% para H. microstomus, embora H. variipictus exiba caracteres morfoldgicos bem
distintos das espécies acima mencionadas. Anjos et al. (2021) em sua revisao
filogenética em Hypostomus utilizando um marcador mitocondrial e trés marcadores
nucleares com espécimes do nordeste da mata Atlantica (NMA) e do rio Sdo Francisco
(SF), validaram sete agrupamentos genéticos em ambas ecoregifes e uma linhagem

exclusiva representada pela espécie Hypostomus velhochico.

Associando dados citogenéticos e moleculares com genes nucleares rag-1 e rag-
2 e micocondriais COIl e CYB de 21 espécies de Hypostomus do Paranapanema bacia do
Tieté-SP, Rocha-Reis, Pasa e Kavalco (2021), identificaram trés clados, os quais
permitiram o agrupamento das espécies com 66-68 cromossomos (haplogrupo I,
compreendendo H. ancistroides, Hypostomus cf. tietensis, H. affinis, H. commersoni e
H. derbyi), espécies com 70-80 cromossomos (haplogrupo 1l compreendendo H. regani,
H. strigaticeps, H. paulinus, H. margaritifer, Hypostomus sp., H. hermanni, H.
iheringii, H. nigromaculatus e H. topavae ) e o haplogrupo Il com duas espécies com
2n=64 (H. faveolus e H. cochliodon). Esses agrupamentos, segundo sugestdo dos
autores resultariam na existéncia de pelo menos dois grandes grupos monofiléticos
dentro de Hypostomus. Queiroz et al. (2020) em sua reconstrucdo filogenética em
Hypostomus da regido Neotropical, utilizando quatro marcadores nucleares e dois
mitocondriais incluindo COI, relataram a eficiéncia do COIl para delimitacdo de
espécies nesse grupo. Em seus resultados com 108 espécies de Hypostomus, sugeriram
algumas linhagens evolutivas para a regido Neotropical: H. cochliodon, H. hemiurus, H.
auroguttatus e H. plecostomus supergrupo. Também seus resultados apontam que 2%
como calculo de distancia é valido para especies distintas em Hypostomus, mas que para
espécies irmas, deve ser adotado o valor de 0.5% para a delimitacdo de espécies, sendo

em seus resultados valor de >0,5% foi encontrado em H. carinatus 0,8-1,2%, H.
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hoplonites 1,4%, H. oculeus 0,9-1,1%, H. plecostomus 1,4-2% e H. topavae 0,9%.
Hebert et al. (2003) considera espécies diferentes, pares de sequéncias que apresentam
divergéncia >2%. Pereira et al. (2013) sugerem que o valor de 2% pode ser utilizado
como ponto inicial, mas que ndo aplicado a totalidade de espécies de peixes
Neotropicais. Os resultados moleculares do presente trabalho em Hypostomus,
associado aos resultados de estudos similares em outras espécies desse género, reforca a
tese que esse grupo exibe uma grande complexidade em caracteristicas morfologicas e
que a problematica taxondmica pode ser mais bem compreendida, com a utiliza¢do de

taxonomia integrativa.

Os resultados do COI associado aos dados citogenéticos de nosso trabalho em H.
myersi e populacbes de H. commersoni, se mostraram resolutivos e informativos
representando uma contribuicdo importante sob o ponto de vista carioevolutivo para
estas duas espécies coletados na regido do médio Iguacu-SC/PR e alto Uruguai-SC.
Contudo, para os espécimens de Hypostomus cf. agna, os resultados citogenéticos
apontaram possiveis conflitos devido ao fato de que ndo hd uma definicdo da real
estrutura cariotipica de Hypostomus agna e o agrupamento desta espécie pela analise do
COI com H. isbrueckeri e H. luteus constitui uma importante referéncia que estimulam
futuros estudos citogenéticos nestas duas Ultimas espécies, contribuindo assim para
hipbteses filogenéticas para espécies de Hypostomus de bacias hidrograficas da regido

sul do Brasil.
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Material Suplementar- Tabela 1. Sequéncias do gene COI do presente trabalho e dos
bancos de dados Genbank e BOLD utilizadas nos calculos de distancia K2P e
construcdo da arvore genética.

Espécie Haplotipo Localidade GenBank/Bold Marcador Ref.
Roxo et al., 2012
H. agha 1 Brasil JX048659.1 Coil Né&o publicado
H. agna 2 Brasil KT932771.1 COl Gabriel S C Silva
et al., 2016.
H. agna 3 Brasil KU061189.1 COil Gabriel S C Silva
et al., 2016.
H. commersoni 4 Argentina, Buenos FARGB124-11 COl J. J. Rosso,et al,
Aires, Adela lagoon 2012.
Argentina, Buenos
H. commersoni 5 Aires , Tributario rio FARGB299-11 Col J. J. Rosso,et al,
Rojas (Ascencion) 2012,
H. commersoni 6 Brasil, Upper Parana FUPR870-09 cor | -
Basin
H. commersoni 7 Brasil, Upper Parana FUPR871-09 cor | -
Basin
H. commersoni 8 Brasil, Upper Parana FUPR873-09 cor | -
Basin
H. commersoni 9 Brasil, Upper Parana FUPR877-09 cor | -
Basin
H. derbyi 0 | 0 - GU701713.1 COl Pereira, L.H.G et
al.,2013
1 | - MK959866.1 Col Cardoso,Y.P et
H. isbrueckeri al.,
Né&o publicado
H. luteus 12 | MK959876.1 Col Cardoso,Y.P. et
al.,
N&o Publicado
H. myersi 13 | e GU701696.1 Coil Pereira, L.H.G et
al., 2013.
H. spiniger 1 MK959882.1 Coil Cardoso,Y.P. et
al.,
Né&o Publicado
H. uruguayensis 15 GBMNB11272-20 cor | -
H. uruguayensis 16 GBMNB11274-20 cor | -
H. uruguayensis 17 GBMND68801-21 cor | -
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