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RESUMO

A familia Loricariidae € a segunda maior familia de peixes de agua doce com
aproximadamente 700 espécies. Dentre os Loricariidae, a tribo Ancistrini se destaca
com 217 espécies validas na regido neotropical. Os cascudos deste grupo medem
cerca de 15 cm e possuem odontodes moveis que se invertem na regido do opérculo.
Estudos citogenéticos sao verificados em apenas 10% das espécies até o presente.
Neste trabalho, duas espécies do género Lasiancistrus e treze do género Ancistrus
foram cariotipadas. Além da analise de citogenética classica, também foi utilizada a
técnica de hibridacéo in situ fluorescente (FISH) para localizar as regides de rDNA 5S e
18S em 7 espécies do género Ancistrus. Os resultados evidenciaram uma variagéo dos
numeros dipldides de 2n=34, 40, 42, 50, 52 e 54 cromossomos nas especies
analisadas. Nas espécies do género Lasiancistrus o numero dipldide foi de 2n=54
cromossomos, RONs simples e pequenos blocos de heterocromatina constitutiva.
Neste mesmo género ndo foram observadas diferengas cromossémicas entre machos
e fémeas, apenas citotipos distintos entre as espécies. Os resultados sao discutidos
com analises realizadas em outros géneros do grupo Ancistrini. No género Ancistrus foi
observado uma diversidade de citétipos e espécies. Na espécie Ancistrus cuiabae se
observou um polimorfismo cromossémico e de rDNA 18S. O provavel evento
responsavel por este polimorfismo foi uma inversdo pericéntrica. Em duas outras
espécies de Ancistrus de distintas populagdes foram verificados heteromorfismos
cromossbmicos e de heterocromatina constitutiva, sugerindo a ocorréncia de
cromossomos sexuais XX/XY e ZZ/ZW. As regides organizadoras de nucléolos foram
simples para todas as espécies, localizadas nas regides terminais e intersticiais dos
cromossomos. Com a técnica de FISH e sonda de rDNA 18S foi possivel confirmar os
dados obtidos com AgRON em sete espécies. Quanto ao rDNA 5S os resultados foram
bastante diversificados, com apenas um par de cromossomos marcados, em Ancistrus
sp 06, dois pares em A. sp 04, A. sp 08 e A. sp 13 e trés pares nas espécies A.
cuiabae, A. sp 01, A. claro e A. cf. dubius. Os cistrons de rDNA 5S e 18S foram
sinténicos em quatro das sete espécies analisadas. Através da técnica de banda C foi
possivel verificar que os blocos de heterocromatina constitutiva sdo poucos e pequenos
nas espécies com numeros diploides 2n=50 a 54, maiores e bem evidentes nas

especies com 2n=34 a 42 cromossomos e com polimorfismos ou com provaveis



cromossomos sexuais. Além do numero diploide bastante variavel, a tribo Ancistrini
possui sistemas de cromossomos sexuais simples e multiplos; e, neste trabalho,
evidenciando também a ocorréncia de polimorfismo cromossdmico, de rDNA 18S e de
heterocromatina constitutiva. Realizadas pela primeira vez na tribo Ancistrini, as
analises com hibridacdo in situ fluorescente confirmam a diversidade existente,
especialmente no género Ancistrus, o mais derivado da tribo. Através destes resultados
foi possivel inferir que a estrutura cariotipica das espécies do género Ancistrus com
numeros dipldides 2n=50 a 54 cromossomos parece ser mais primitiva que aquela das
demais espécies encontradas na Baixada Cuiabana e de locais com sedimentagao
mais intensa. Novas analises, utilizando-se de técnicas moleculares poderao auxiliar na

compreensao da filogenia e evolugao deste diversificado grupo de Loricariidae.



ABSTRACT

The Loricariidae Family is the second largest family of fresh water fish with
approximately 700 species. Among the Loricariidae, the Ancistrini tribe distinguishes
itself with 217 valid species distributed in the neotropical region. The catfish of this
group measure an average of 15 centimeters in length and have moveable evertible
odontodes in the operculum region. Cytogenetic studies have been made in only 10% of
the species. In this study, fifteen species, two of the genus Lasiancistrus and thirteen of
the genus Ancistrus were cytogenetically analyzed. Besides the classic analyses of
cytogenetic, the technique of fluorescent in situ hybridization (FISH) was used to locate
the regions of rDNA 5S and 18S in seven species of the genus Ancistrus. The results
showed diploid numbers of 2n=34, 40, 42, 50, 52 and 54 chromosomes. In the species
of the genus Lasiacistrus, the diploid number was 2n=54 chromosomes, and there were
simple NORs and some small blocks of constitutive heterochromatin. There were no
chromosomic differences observed between males and females but there were distinct
cytotypes among the species. The results are compared with analyses made with other
genera of the Ancistrini group. In the genus Ancistrus diversity of species and
chromosomic variation is surprising. In the species Ancistrus cuiabae chromosomic
polymorphism and rDNA 18S were observed. The event that is probably responsible for
this chromosomic polymorphism was a pericentric inversion. In four species of distinct
populations chromosomic heteromorphism and constitutive heterochromatin were
verified, thus suggesting that two populations possess XX/XY and ZZ/ZW sexual
chromosomes. The nucleolar organizing regions (NORs) that appeared in the presence
of silver nitrate were simple in all the species, located in the terminal and interstitial
region of the chromosomes. With the FISH technique it was possible to confirm the data
obtained with AQNOR in seven species. In respect to rDNA 5S the results were very
diversified with only one pair of chromosomes marked, in Ancistrus sp 06; two pairs in
A. sp 04, A. sp 08 and A. sp 13; three pairs in A. cuiabae, A. claro and A. cf. dubius.
The cistrons observed in rDNA 5S and 18S were syntenic in four of the seven species
analyzed. Using technique of C band it was possible to verify the blocks of constitutive
heterochromatin were few in number and small in size in the species with diploid

numbers 2n=50 to 54, but were bigger and stained in an evident manner in the species



with chromosomic polymorphisms, sexual chromosomes and 2n=34 to 42
chromosomes. Besides the highly variable diploid number, the Ancistrini tribe has
simple and multiple sexual chromosomes systems. In this study we confirmed the
occurrence of chromosomic polymorphism, of rDNA 18S and of constitutive
heterochromatin in new species. For the first time fluorescent in situ hybridization was
done in the Ancistrini tribe and it confirmed the diversity existent, especially in the genus
Ancistrus, which is the most derived of the tribe. With these results it was to infer that
the species of the genus Ancistrus with diploid numbers 2n=50 to 54 chromosomes are
more primitive than the others founded in the Baixada Cuiabana with intense
sedimentation. New analyses, using molecular techniques could help in understanding

the phylogeny and evolution of this diversified group of Loricariidae.
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1 - INTRODUCAO GERAL

1.1. Consideracfes sobre peixes neotropicais

A ictiofauna de agua doce neotropical € a mais rica e diversificada de todo o
mundo. Estimativas mais recentes sugerem que o numero de espécies existentes nos
diversos ecossistemas aquaticos do planeta seria entre 23.000 a 25.000 (Brum, 1995;
Malabarba et al., 1998), sendo que a maioria estaria em rios tropicais (Lowe-Mcconnell,
1999). De 30 a 40% de toda a ictiofauna neotropical é desconhecida, segundo Vari e
Malabarba (1998). Além disso, podemos considerar a diversidade de peixes
neotropicais surpreendente, ndo somente quanto ao numero de espécies, mas,
principalmente quando avaliamos em termos comparativos de densidade especifica
(Malabarba et al., 1998). Levantamentos da diversidade de peixes de agua doce da
Ameérica do Sul e Central consideram que existem cerca de 4.500 espécies validas e
podem existir em torno de 1.600 ainda nao descritas (Reis et al., 2003).

As ordens mais representativas da ictiofauna neotropical sdo os Siluriformes e os
Characiformes. A imensa variedade de ambientes ecologicos existentes, teria
proporcionado no decorrer do tempo, as espécies destas ordens, o desenvolvimento de
espetaculares irradiagées adaptativas, iniciadas durante o longo periodo de isolamento
no Terciario (Géry, 1977).

Segundo Bohlke et al. (1978), muitas dificuldades s&o relacionadas ao estudo de
peixes, desde a complexidade dos sistemas fluviais e a dificuldade de acesso a todos
tributarios até o elevado numero de espécies, a diversidade de ambientes em que
estao distribuidas, o elevado custo das expedi¢cdes de coletas, além das técnicas de

amostragem serem limitadas.

Mesmo com as dificuldades citadas, as pesquisas a respeito da ictiofauna
neotropical tém avangado significativamente nos ultimos anos. A aplicagéo de técnicas
citogenéticas bem como marcadores genéticos e moleculares visando esclarecimentos
de aspectos evolutivos é indispensavel para o conhecimento e a manutencado da

biodiversidade.



1.2 - Consideracbes sobre a ordem dos Siluriformes: a familia

Loricariidae, subfamilia Hypostominae e tribo Ancistrini

A posigao taxonémica dos Siluriformes proposta por Fink & Fink (1981) pode ser
assim representada: classe Osteichthyes, subclasse Actinopterygii, infraclasse

Teleostei, superordem Ostariophysi, série Otophysi, ordem Siluriformes.

Os Siluriformes sao considerados grupo irmao dos Gymnotiformes, sendo,
portanto, mais proximos destes do que dos Characiformes (Brum, 1995). Representam
0 segundo maior grupo em numero de espécies da regido neotropical, ultrapassado

apenas pelos Characiformes.

Sao peixes de habito geralmente bentbnico e noturno, mas com algumas
espécies mais ativas. Algumas espécies apresentam o corpo nu (sem escamas), 0 que
Ihes ddo a denominacgao de peixes de couro, mas também podem apresentar o corpo
parcial ou totalmente coberto por placas O&sseas (doradideos e loricariideos).
Frequentemente, possuem trés pares de barbilhdes, o primeiro raio da nadadeira
dorsal e das nadadeiras peitorais transformados em aculeo pungente e podem ou nao
apresentar nadadeiras adiposas (Britski et al.,1999; Fisch-Muller, 2003).

A familia Loricariidae € a que se apresenta mais amplamente distribuida pela
América do Sul, dentre os Siluriformes, com aproximadamente 700 espécies. Segundo
trabalhos de Armbruster (2004) e Reis et al. (2006) a familia Loricariidae é a segunda
maior familia de peixes neotropicais em termos de numero de espécies e esta dividida
em seis  subfamilias: Neoplecostominae, Lithogeneinae, Hypostominae,
Hypoptopomatinae, Delturinae e Loricariinae. Os individuos desta familia sao
conhecidos popularmente como cascudos ou acaris. Apresentam o corpo
dorso/ventralmente achatado e coberto por placas ésseas, possuem dentes dérmicos
chamados odontodes e se alimentam de algas e pequenos invertebrados presentes no
fundo dos rios e lagos (Britski, 1972; Isbrucker, 1980; Britski, et al., 1999). Sao
explorados como peixes ornamentais, como iscas por pescadores e servem como fonte
de proteina a alguns ribeirinhos. Apesar das caracteristicas morfolégicas, que
dificultam sua predacao, estdo presentes na alimentagdo de biguas, jacarés e outros

Siluriformes de maior porte, como pintados e caxaras (Machado, 2003).



A subfamilia Hypostominae compreende as tribos Corymbophanini, Rhinelepini,
Hypostomini, Pterygoplichthini e Ancistrini (Armbruster, 2004). A tribo Ancistrini possui
cerca de 217 espécies validas distribuidas em 29 géneros, sendo a maior em numero
de espécies dentre os loricarideos e mais diversificada na regido amazobnica (Fisch-
Muller, 2003). Dados mais recentes consideram os Ancistrini, no sistema hidrografico
brasileiro, com 21 géneros, totalizando 78 espécies nominais, encontradas
principalmente nos rios da Amazdnia (Sarmento-Soares & Ingenito 2007). De acordo
com dados do All Catfishes Species Inventory, cerca de 130 espécies novas, somente
na subfamilia Hypostominae, aguardam pela descrigdo taxonémica.

Os Ancistrini possuem boca inferior suctorial com disco aspero nos labios que
lhes permitem a raspagem de algas nas rochas e papilas adesivas para a fixagdo em
aguas ldticas; o corpo é coberto com placas 6sseas sendo que o focinho de muitas
espécies é liso e com cirros longos € numerosos nos machos e curtos nas fémeas;
odontodes moveis na regido do opérculo lhes conferem capacidade defensiva,
possuem habitos noturnos ou crepusculares, territorialistas, com cuidado parental;
constroem ninhos em fendas de rochas, buracos de troncos e permanecem nestes
locais e sob rochas durante o dia (Burgess, 1989; Zuanon, 1999; Fisch-Muller, 2003).

Grande parte dos espécimes da tribo Ancistrini sdo mais conhecidos por
coletores de peixes ornamentais, especialmente exemplares raros e com coloracoes
exoticas. O interesse académico por este grupo é recente e a maior parte dos trabalhos

se refere as descrigdes taxondmicas.

1.2.1. A citogenética e genética dos Loricariidae

Em relagdo a citogenética dos Loricariidae, varias espécies ja foram estudadas
em diferentes regides do pais, porém diante da grande diversidade do grupo, estes
estudos ainda sao incipientes.

Artoni & Bertollo (1996) e Artoni et al. (1998) analisaram diferentes espécies da
subfamilia Hypostominae, encontrando uma variagcdo do numero dipléide modal de
2n=68 a 2n=80 cromossomos. Na subfamilia Hypoptopomatinae, Andreata et al. (1993,
1994) mostraram que o valor dipléide modal € de 2n=54 cromossomos na maior parte
das espécies analisadas. Em Loricariinae, Giuliano-Caetano & Bertollo (1994)

relataram a existéncia de um polimorfismo cromossdmico em Rineloricaria latirostris e o



numero dipldide ocorre desde 2n=36 a 2n=74. Mais tarde, Artoni & Bertollo (2001)
fizeram uma revisdo sobre a tendéncia evolutiva dos cromossomos dos Loricariidae e
verificaram a ocorréncia de numeros dipléides de 52 a 74 cromossomos em distintas
espécies. Estes mesmos autores, através desta revisdo, sugerem que a maioria das
espécies mantém a estrutura cariotipica relativamente conservada, com excecédo do
género Hypostomus.

Os trabalhos de citogenética nos Ancistrini sdo bastante recentes. Até 2003
apenas trés trabalhos relatavam o numero dipléide de 2n=52 cromossomos nas
espécies analisadas (Artoni, 1996; Lara, 1998 e Artoni & Bertollo, 2001). A partir de
novas pesquisas, como exposto na tabela abaixo, a variagdo do numero dipldide no
presente € de 2n=34 a 2n=54 cromossomos, com espécies e numeros dipldides
bastante distintos dos extremos (Alves et al.,2003; Mariotto et al., 2004; Souza et al.,
2004; Alves et al., 2005; Mariotto & Miyazawa, 2006; de Oliveira et al., 2006, 2007 e
2008).

Tabela 01. Informacgdes sobre a citogenética atual dos Ancistrini (2n=numero dipldide;
m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, st=subtelocéntrico, a=acrocéntrico; C.
Sex.=cromossomos sexuais; RONs=Regides Organizadoras de nucléolos, par marcado
€ pPOosiGao N0 Cromossomo.

Espécie Local / Estado 2n= C. Sex RONSs Ref.
Ancistrus cuiabae Arrombado/MT 34 m,a 2. terminal, intersticial 11
Ancistrus n.sp.1 Sao Francisco/AC 38 m 5. intersticial 1
Ancistrus sp 1 “Balbina” 38,40 XX, XY4Y, m12. terminal 10
Ancistrus sp 13 Salgadinho/MT 40 sm 18 terminal 12
Ancistrus cf. dubius Pantanal/MT 42 sm 16. intersticial 2
Ancistrus cf. dubius Pantanal/MT 42 XXIXY sm 16. intersticial 2
Ancistrus sp 10 Rio Vermelho/MT 42 Z2Z/Z\N m 5. intersticial 12
Ancistrus sp 11 Rio Araputanga/MT 42 XXIXY sm 15. intersticial 12
Ancistrus sp 12 Sta Cruz/MT 42 m 5. intersticial 12
Ancistrus cf. dubius Pantanal/MT 44 ZZ|ZW sm 13. intersticial 3
Ancistrus sp. Iguagu/PR 48 st . terminal 4
Ancistrus ranunculus Xingu/PA 48 st 15 proximal 5
Ancistrus ranunculus Xingu/PA 48 st 16. intersticial 9
Ancistrus sp 06 Matrixa/MT 50 a 21 terminal 12
Ancistrus tombador Rio Preto/MT 50 a 20 terminal 12




Ancistrus multispinnis Itapocu/SC 52 st 17. terminal 1

Ancistrus n. sp.2 Betari/SP 52 st 24. terminal 1

Hemiancistrus sp. Araguaia/MT 52 sm 9. terminal 6

Hemiancistrus Araguaia/MT 52 sm 17.terminal 8

spinosissimus

Hemiancistrus Araguaia/MT 52 ZZIZ\N m 29, 3; sm, 8.terminal 8

spilomma

Ancistrus sp “Piagucu”  Aiapua/AM 52 2Z/Z\N a 26. terminal

Megalancistrus Parana/PR 52 sm. intersticial

aculeatus

Panaque cf. Araguaia/MT 52 a. terminal 6

nigrolineatus

Baryancistrus cf. Xingu/PA 52 m 3. intersticial 7

niveatus

Baryancistrus sp.1 Jari/PA 52 sm 18. Intersticial 5

Baryancistrus sp.2 Xingu/PA 52 m 6. intersticial 5

Baryancistrus sp.3 Xingu/PA 52 m 4. intersticial 5

Parancistrus sp.1 Xingu/PA 52 m 8p. intersticial 5

Peckoltia vittata Xingu/PA 52 sm 9. terminal 5

Peckoltia sp.1 Jari/PA 52 sm 10, st 25 terminal 5

Peckoltia sp.2 Jari/PA 52 sm 17; 18. terminal 5

Ancistrus sp “Barcelos” Demeni//AM 52 21242525/ a 23. terminal 10
Z1Z, W4 W,

Ancistrus sp 04 Sepotuba/MT 52 a 23. intersticial 12

Ancistrus claro Rio Coxipo 54 a 21. intersticial 12

Ancistrus sp 01 Cérrego Pipa/MT 54 a 21. intersticial 12

Ancistrus sp 03 Corrego Pari/MT 54 a 21. intersticial 12

Lasiancistrus cf. Massangana/RO 54 st 25. terminal 12

Schomburgkii

Lasiancistrus sp 1 Cachoeira/MT 54 st 26 terminal 12

Referéncias: 1 Alves et al. (2003, 2006); 2 Mariotto et al. (2006); 3 Mariotto et al. (2004); Lara
(1998); 5 Souza (2003); 6 Artoni e Bertollo (2001); 7 Souza et al.(2004); 8 de Oliveira et al.
(2006); 9 de Oliveira et al. (2007); 10 de Oliveira et al. (2008); 11 Mariotto et al. (submetido); 12

presente estudo.



Em relagdo aos estudos de genética molecular em Loricariidae poucos trabalhos
tém sido realizados. Destacam-se Montoya-Burgos et al. (1998) que analisaram
sequéncias mtRNA 12S e 16S de 19 espécies de loricariideos com inferéncias a
filogenia dos mesmos. Posteriormente, Montoya-Burgos (2003) testou se as alteragdes
paleohidrolégicas causaram a diversificagdo da ictiofauna neotropical através de uma
hipétese hidrogeoldgica com base nas relagdes filogenéticas de 51 espécies do género
Hypostomus. As analises de sequéncias da regidao controladora do mtDNA indicaram
que Hypostomus pode ser dividido em quatro clados monofiléticos, e permitiu a
identificacdo de sete principais eventos cladogenéticos associados, temporalmente, a
alteragdes hidrogeoldgicas. Fisch-Muller et al.(2001) fizeram eletroforese de
aloenzimas de duas espécies alopatricas do género Ancistrus. Com esta técnica foi
possivel verificar os diferentes alelos nas duas populagcdes e auxiliou na confirmacao

de que se tratava de espécies distintas.

1.3. Sistemas de cromossomos sexuais simples e multiplos em peixes

Além da diversidade morfolégica e cariotipica 0s peixes neotropicais
demonstram também uma variedade de sistemas de cromossomos sexuais, desde os
sistemas mais simples até sistemas mais complexos.

Moreira Filho et al. (1993) relatam a ocorréncia de 05 diferentes sistemas de
cromossomos sexuais em peixes neotropicais: ZZ/ZW, XX/IXY, XiX1X2X2/X1X2Y,
XXIXY1Y, e ZZIZW{W,. Um novo sistema multiplo foi descrito recentemente,
241242,271241Z,\N+ W, por de Oliveira et al. (2008).

Cromossomos sexuais em Ancistrini foram relatados pela primeira vez por
Mariotto et al. (2004) e Mariotto & Miyazawa (2006), que verificaram a existéncia de
dois sistemas de cromossomos sexuais simples, ZZ/ZW e XX/XY, para o complexo de
espécies Ancistrus cf. dubius da bacia do Paraguai. Posteriormente, de Oliveira et al.
(2006 e 2007) descreveram a ocorréncia de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW na
espécie Hemiancistrus spilomma de um rio da bacia Araguaia-Tocantins e XX/XY em
espécies do género Ancistrus da bacia Amazénica.

A maior parte das espécies de peixes neotropicais nao apresentam
diferenciacdo nos cromossomos de machos e fémeas quando analisados com

coloragcado convencional (Giemsa), porém, com técnicas de bandamentos € possivel



verificar marcagdes cromossOmicas em apenas um dos sSexos, como ocorre em
Microlepidogaster leucofrenatus (Andreata et al., 1993), Characidium gomesi (Maistro
et al., 1996), Hypostomus sp. (Artoni et al., 1998), onde se constataram segmentos
diferenciais de heterocromatina constitutiva no cromossomo W. Casos semelhantes
mas que descrevem sistemas sexuais do tipo XX/XY foram encontrados em
Pseudotocinclus tietensis (Andreata et al., 1992), Hoplias malabaricus (Born & Bertollo,
2000), complexo Ancistrus cf. dubius (Mariotto & Miyazawa, 2006), entre outros.

Segundo Galetti et al. (1996) em muitos dos casos de cromossomos sexuais, a
diferenciacao entre X e Y, ou Z e W, ocorre através do acumulo de heterocromatina.
Entretanto, em Ancistrus cf. dubius (Mariotto & Miyazawa, 2006) o processo de
diferenciagao sexual cromossdmica ocorreu pela heterocromatinizagdo do cromossomo
X enquanto o cromossomo Y, totalmente eucromatico, provavelmente mantém a
estrutura cromossOmica ancestral. Esta e outras hipéteses sobre cromossomos sexuais
em peixes foram consideradas numa revisao feita por Aimeida-Toledo & Foresti (2001).

Conforme Centofante et al. (2002), 55 casos de cromossomos sexuais
heteromérficos haviam sido registrados para a ictiofauna neotropical, dos quais 64%
referiam-se a heterogametia masculina e apenas 36% a heterogametia feminina.

Na literatura encontramos muitas hipdteses para a origem dos cromossomos
sexuais, como a que sugere que as regides heteromorficas que se apresentam nos
homologos sexuais s&o oriundas de recombinagdes meidticas e poderiam isolar os
genes envolvidos na determinagéo do sexo (Ohno, 1967).

Na diferenciacdo dos cromossomos sexuais simples, dos tipos XY ou ZW, o
acumulo de heterocromatina é tido como um mecanismo importante na origem dos
mesmos (Galetti et al., 1996). Ja nos sistemas de cromossomos sexuais multiplos os
rearranjos cromossOmicos séo citados como os mecanismos fundamentais na origem
desses complexos sistemas. O padrao de bandamento C observado nos cromossomos
sexuais multiplos refere-se a por¢cao de heterocromatina pré-existente, envolvida
inicialmente na origem dos cromossomos sexuais. Assim, apds a diferenciagdo, nao
ocorreria acumulo de heterocromatina em nenhum dos elementos que compdem os
multivalentes, pois poderia dificultar o pareamento dos mesmos, inviabilizando estes
sistemas (Moreira-Filho et al., 1993).

A heterocromatinizagdo de cromossomos sexuais em Ancistrus é um evento raro
mas pode ter ocorrido em outras espécies deste género e a presenga ou auséncia de

mecanismos de cromossomos sexuais nao pode ser interpretada, a priori, como uma



proximidade filogenética entre espécies (de Oliveira, 2006). Somente ampliando as
pesquisas para novas populacdes e espécies e com o uso de outras metodologias,
como analises meidticas, genética molecular, poderemos ter consideragbes mais
concisas a respeito da evolugao dos cromossomos sexuais na tribo Ancistrini.

A regidao Centro Oeste € caracterizada por ter uma grande diversidade de
espécies da ictiofauna, composta por rios que partem para trés extensas bacias
hidrograficas brasileiras e, considerada como um grande dispersor de aguas. Por outro
lado, a diversidade de espécies e o numero reduzido de trabalhos de citogenética,
genética e, até o presente, a inexisténcia de analises de rDNA 5S e 18S nos Ancistrini,
sdo desafios quando se pretende inferir sobre a evolugao e filogenia deste taxon, e

justificam a proposigao deste trabalho.



2. OBJETIVOS

Considerando a necessidade de mais informagdes sobre a citogenética e

evolugdo dos Ancistrini (Loricariidae, Siluriformes); foram objetivos do presente

trabalho:

realizar analises citogenéticas em populagdes de espécies da tribo Ancistrini,
presentes nos rios e corregos das trés bacias hidrograficas brasileiras: Bacia
do Paraguai, Bacia Araguaia-Tocantins e Bacia Amazodnica, para verificar a

extensao da diversidade cromossémica apresentada por esta tribo;

tendo em vista a grande diversidade de sistemas de cromossomos sexuais
encontrada nesse grupo de peixes, desde os sistemas mais simples como
XXIXY, ZZIZW até os sistemas mais complexos como os multiplos XX/ XY
Y2 e 21212525 Z1Z5;WW4\Wo, verificar a existéncia desses sistemas em outras
espécies ainda ndo analisadas, bem como identificar os provaveis rearranjos

que atuaram na diversidade de cromossomos sexuais;

Analisar a distribuicdo dos sitios de rDNA 5S e 18S, com intuito de inferir
sobre a participacdo desses marcadores nos processos de evolugao

cariotipica dos Ancistrini;

com base nas analises cariotipicas da localizagdo das regides organizadoras
de nucléolos e na observagao da heterocromatina constitutiva discutir alguns
provaveis eventos que propiciaram a diversificagdo cromossdémica no género

Ancistrus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracteristicas dos locais de coleta

O estado do Mato Grosso € banhado por trés diferentes bacias hidrograficas:
Bacia do Paraguai, Bacia Amazoénica e Bacia Araguaia-Tocantins. Além da diversidade
de sistemas aquaticos a existéncia de vegetacado de trés ecossistemas: Amazénia,
Cerrado e Pantanal favorecem a diversidade ictiofaunistica nestes sistemas aquaticos.
O presente trabalho se desenvolveu com coletas de exemplares da tribo Ancistrini nas
bacias hidrograficas do estado de Mato Grosso e do estado de Rondbdnia, Brasil,
especialmente corregos e pequenos rios pertencentes as trés bacias, conforme a
tabela 02 e figuras 01 e 02. As coletas foram realizadas em diversas épocas do ano, no
periodo de janeiro/2006 a julho/2008, de acordo com os pontos de ocorréncias das
espécies, como se verifica no mapa destes estados. As latitudes e longitudes
aproximadas se baseiam nos dados do site do Ministério do Meio Ambiente, Mapas
13Geo 4.0.

Os rios e corregos onde ocorreram as coletas possuem caracteristicas
semelhantes, na maioria; aguas limpas e léticas, na maior parte do ano, rios com
muitas rochas, alguns com pequenas cachoeiras, abundancia de microalgas sobre as
rochas e poucos locais com assoreamento e/ou pressao antropica intensa (fig. 03, a, b,
c). Nos locais com caracteristicas diferentes das supracitadas n&o foram encontrados
espécimes desta subfamilia, com excecdo, apenas, da baia Arrombado que é
relativamente eutrofizada no auge da seca. No entanto, neste local ha abundancia de
microalgas e locais de refugios nos troncos ocos submersos e restos de pontilhdes,
que servem de abrigo a espécie Ancistrus cuiabae, unica a ocupar um habitat |éntico,

distinto dos demais onde as outras espécies do género foram encontradas.
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Figura 01. Mapa esquematico da regido Neotopical com recorte ampliado da area de
estudo. Bacia Amazodnica (verde): locais M, N, O; Bacia Araguaia-Tocantins (azul):

locais P, Q; Bacia do Paraguai (rosa): locais A, A2, B,B2,C,D,E,F, G, H, |, Je L.
Fonte: Mapas interativos 13geo-versdo 4.0. Ministério do Meio Ambiente, com
adaptacdes.



12

3.2. Material

Foram analisados 224 espécimes de 15 populagdes de acordo com a tabela 02
e figura 01, coletados em rios e corregos pertencentes as bacias do Paraguai, bacia
Amazoénica e bacia Araguaia-Tocantins, nos Estado do Mato Grosso e Rondbnia.
Espécimes das populagdes estdo depositados no museu (MCT) da PUC/RS e foram
identificadas por Alexandre Cardoso e Tiago Carvalho. As espécies do género
Lasiancistrus e a espécie Ancistrus tombador, coletadas recentemente, foram
analisadas e classificadas de acordo com trabalhos taxondémicos especificos e
recentes, bem como, por imagens e dados morfométricos enviados a Sonia Fisch-

Muller, do Muséum d’ Histoire Naturelle, Genéve, Switzerland (comunicagao pessoal).
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Tabela 02. Locais, numero de exemplares e posi¢ao aproximada de latitude e longitude

NUumero machos

Georeferenciamento

Bacia Espécie Local/Municipio aproximado de acordo
(M) e fémeas (F)
com o MTSAT/SEMA
A. Rio Coxipo/
Chapada dos Guimaraes 15°2159°S 55557 TW
Ancistrus of. dubius 08Me08F B. Corrego Pari /Cuiaba 15°36'6”S 56°12’'19"W
C. Cérrego Flechas/
Caceres 15°58'7"S 57°19'7" W
D.Codrrego Fundo /Poconé 16°14°’17”S 56° 37'31"W
Ancistrus sp 10 06 Me 04 F E. Rio Vermelho/ 16°28'39”S 54° 35'39"W
Rondondpolis
Ancistrus sp 11 03Me06F F. Rio Piraputanga/Caceres 16°3'33"S 57° 40'33"W
Ancistrus sp 08 07Me 08 F G. Rio Currupira/ 15°7°59”S 56°49'47"W
Barra do Bugres
Paraguai Ancistrus sp 12 05Me06F H. Cdrrego Santa Cruz/ 15°36’35”S 56° 03'12"W
Cuiaba
Ancistrus cuiabae 15Me15F |. Baia Arrombado/ 16°21°21”S 56°27°55"W
Poconé
Ancistrus claro 1MMe10F A2. Rio Coxipd/
Chapada dos Guimaraes 15°21°59”S 55°57°11"W
Ancistrus sp 03 06 Me 06 F B2. Corrego Pari /Cuiaba 15°36'6”S 56°12’'19"W
Ancistrus sp 01 06 M0O7 F J. Corrego Pipa, Serra de 15°41'23"S 55°29'48"W
Sao Vicente
Ancistrus sp 04 12 M 15F L. Cdrrego Sao José e Rio 14°33°49”S 57°24'32"W e
Sepotuba/ 14°41°35”S 57°48'14"W
Tangara da Serra
Bacia Ancistrus sp 06 9MeO5F M. Rio Matrixa/ 10°3'7”S 57°36°27" W
Amazdnica Nova Monte Verde
Ancistrus tombador 08Me05F N. Rio Preto/Diamantino 15°2’ 12”S 56° 13’ 33"W
Lasiancistrus cf. 07Me 04 F O. Rio Massangana/ 9° 56’ 29”S 63° 6’ 58"W
schomburgkii Ariquemes
Bacia Ancistrus sp 13 11Me06F P. Cérrego Salgadinho/ 14°40°'14”S 52° 21'50"W
Araguaia/ Nova Xavantina
Tocantins Lasiancistrus sp 1 02Me0O3F Q. Rio Cachoeira/ 14°35'54”S 52° 23'33"W

Nova Xavantina




A Ancistrus cf dubius B Ancistrus

D Ancistrus cf dubius

E Ancistrus sp 10
F Anc.'strussp 1

-’

H Ancistrus si 12

B2 Ancistrus sp 03 J Ancistrus sp 01

&

M Ancistrus sp 06 N Ancistrus tombador

o=

O Lasiancistrus cf schomburgku

G Ancistrus sp 08

| Ancistrus cuiabae

b

7, Ancistrus claro

L Ancistrus sp 04

P Ancistrus sp 13

Q Lasiancistrus/sp1

Figura 02. Fotos das espécies que foram analisadas de acordo com os locais definidos

no mapa. Género Ancistrus: Ae A2 Rio Coxipd, B e B2 Corrego Pari, C Cérrego Flechas,

D Cérrego Fundo, E Rio Vermelho, F Rio Piraputanga, G Rio Currupira, H Cérrego Santa Cruz,

I Baia Arrombado, J Cérrego Pipa, L Corrego Sao José e Rio Sepotuba, M Rio Matrixa,

N Rio Preto, P Cérrego Salgadinho. Género Lasiancistrus: O Rio Massangana, Q Rio Cachoeira.

14
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3.2.1. Descricdo da morfologia das espécies e algumas observacdes levantadas

durante as coletas

O género Ancistrus é caracterizado pelo focinho liso e com barbilhdes moles. A
maioria das espécies possuem barbilhdes numerosos e bifurcados nos machos
adultos, curtos e esparsos nas fémeas e machos jovens. O dimorfismo sexual, além
dos barbilhdes, se apresenta na largura do focinho, que nos machos é mais largo e nas
fémeas ligeiramente estreito, caracteres dificeis para distinguir o sexo nos individuos
jovens pois, machos e fémeas nesta fase se assemelham muito. A espécie Ancistrus
tombador € uma das poucas excegbes no género. Os espécimes desta espécie
possuem barbilhdes vestigiais e nadadeira adiposa vestigial, caracteres raros no
género. A coloragdo das espécies € variavel, do preto ao marrom esverdeado. As
tonalidades de coloragao podem variar de acordo com o ambiente (mais ou menos luz,
caracteristicas da agua), porém, as pintas e manchas sao distintas para muitas
especies, que podem ter pintas brancas que refletem com quantidade minima de luz
(Ancistrus cuiabae fig.02 | ), pintas douradas (Ancistrus cf. dubius fig.02 A) ou manchas
(Ancistrus sp 12 fig.02 H).

O género Lasiancistrus possui o focinho aspero e com vibrissas que se
assemelham a cerdas. Os espinhos da regido do opérculo sdo mais longos e em maior
namero que no género Ancistrus, bem como o tamanho médio dos exemplares. As
espécies destes dois géneros ocupam habitats semelhantes, ou seja, com aguas
I6ticas e transparentes na maior parte do ano, mas ndo foram encontradas em

simpatria.

O tamanho entre as espécies de ambos os géneros varia de alguns milimetros a
poucos centimetros (tabela. 03), e as diferengas morfométricas entre as populacdes
podem estar relacionadas as caracteristicas do habitat, como disponibilidade de

alimentos, longevidade dos individuos ou a capacidade biolégica intrinseca da espécie.

Fémeas com ovocitos maduros foram encontradas ao longo do ano, indicando
que as espeécies podem se reproduzir em distintas estagdes. Isto garantiria a

manutencio de descendentes em diferentes periodos do ano. Além desta
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caracteristica, o cuidado parental € exercido pelos machos, tanto dos ovos quanto das
larvas o que possibilita que a medida de fecundidade/viabilidade seja mantida, apesar
das populagdes serem pequenas. Numa unica fenda de rocha ou oco de tronco foi
possivel identificar um macho e em média duas fémeas, adultos, e até seis juvenis. O

que indica este cuidado parental e 0 dominio de um macho por micro-habitat.

As espécies se alimentam, principalmente, nos periodos crepusculares.
Deslocam-se com mais frequéncia a noite do que durante o dia. Passam a maior parte
do tempo protegidas em pequenos abrigos nas fendas de rochas, protegidas por seixos
nos leitos raros dos rios ou usam restos de madeira como ocos de troncos para se
protegerem de predadores, e destes abrigos deslocam-se pouco para rasparem algas

nas proximidades (fig. 03. c, d).
3.2.2. Parametros morfométricos médios dos exemplares das populacdes

Algumas medidas dos exemplares foram feitas com paquimetro (fig. 04), seguindo
alguns parametros morfolégicos de acordo com Bristski (1999). Os resultados se
referem as médias de cada parametro considerado, existentes entre os exemplares das
populacdes. Estas médias com diferencas e similaridades entre as espécies analisadas

podem ser conferidas na tabela 03.
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Tabela 03. Média por populacdo de alguns caracteres morfolégicos, dos géneros

Ancistrus e Lasiancistrus.

Espécie/Local CP(1 LC@3) DI(6) DPD((@2) CC(@4) APC(7) DDC(6)
Ancistrus cf dubius/A 5,9 1,48 0,7 1,99 1,64 0,5 1,53
Ancistrus cf dubius/B 6,78 1,61 0,86 2,39 1,91 0,65 1,62
Ancistrus cf dubius/C 10,92 2,76 1,41 4,04 3,22 0,98 2,78
Ancistrus cf. dubius/D 4,92 1,57 0,8 2,34 1,84 0,51 1,58

Ancistrus sp 10/E 4,58 1,41 0,57 2,08 1,5 0,51 1,7

Ancistrus sp 11/F 5,24 1,74 0,87 2,45 1,93 0,64 1,6

Ancistrus sp 08/G 4,72 1,56 0,75 2,25 1,76 0,52 1,44
Ancistrus sp 12/H 6,7 1,59 0,84 2,32 1,88 0,62 1,58
Ancistrus cuiabae/Il 5,08 1,61 0,86 24 1,97 0,61 1,54
Ancistrus claro/A2 5,25 1,35 0,56 1,86 1,48 0,35 1,24
Ancistrus sp 03/B2 6,26 1,62 0,69 2,24 1,75 0,48 1,63
Ancistrus sp 01/J 7,13 1,78 0,82 2,52 1,95 0,57 2,01
Ancistrus sp 04/L 6,41 1,62 0,75 2,44 1,9 0,49 1,71
Ancistrus sp 06 /M 4.4 1,36 0,55 2 1,43 0,5 1,65
Ancistrus tombador/N 5,13 1,52 0,69 2,26 1,86 0,56 1,84

Ancistrus sp 13/P 6,11 1,7 0,97 2,73 2,36 0,54 1,67

Lasiancistrus cf. 8,8 2,77 1,5 3,88 3,3 0,78 3,03

schomburgkii/O

Lasiancistrus sp 1/Q 7 2,26 1,02 3,18 2,54 0,78 2,36

Legenda: Comprimento padrao (CP), Largura da cabega (LC), Distancia interorbital (DlI),
Distancia pré-dorsal (DPD), Comprimento da cabega (CC), Altura do pedunculo caudal (APC),
Distancia nadadeira dorsal e inicio da caudal (DDC)
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Figura 03. Fotos de alguns locais amostrados: a) Rio Matrixa, b) Cérrego Flechas, c) Rio Preto.
Detalhes das rochas onde os espécimes raspam algas para se alimentarem d), e).

-y

Figura 04. Exemplar do género Lasiancistrus e do género Ancistrus, respectivamente,
com detalhes das medidas consideradas neste trabalho, conforme a tabela 03.
Legenda 1= CP,3=LC), 5= DI, 2= DPD, 4= CC,7= APC, 6= DDC
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3. 3. Métodos

3.3.1. Técnicas de citogenética classica

Para a obtencdo dos cromossomos mitéticos foram utilizadas as seguintes

técnicas:

Preparacao direta, adaptada por Bertollo et al. (1978), para estudos em peixes, com

algumas variagdes de tempo de acordo com o grupo, com os procedimentos descritos

a seguir:

1.

Foi injetado intra-peritonialmente, solugdo aquosa de colchicina na concentragao

de 0,025%. A quantidade injetada corresponde a 0,1 ml/10g do animal;

. O peixe foi mantido no aquario durante 45 minutos e depois sacrificado;

retirando-se as porgdes anterior e posterior do rim;

O material foi colocado em uma solucédo hipoténica de KCI 0,075 M e depois
dissociado com o auxilio de uma seringa hipodérmica de vidro de 10 ml sem
agulha;

O material foi levado para uma estufa com 36 a 37C°, durante 28 minutos;

5. O material foi suspenso com o auxilio de uma pipeta Pasteur e colocado em

tubo de centrifuga;

. Algumas gotas de fixador foram acrescentadas ao recém preparado (metanol 3:

acido aceético 1), e seguiu-se o processo com centrifugagcdo por 10 minutos, a
900 rpm;

O sobrenadante foi descartado com uma pipeta Pasteur. Posteriormente,
adicionou-se 10 ml do fixador, tomando-se o cuidado de lavar as paredes do
tubo com o mesmo. Ressuspendeu-se o material que foi colocado para

centrifugar por 10 minutos a 900 rpm. Depois o sobrenadante foi descartado;

8. Repetir o item 7;

9. Adicionou-se uma quantidade suficiente de fixador para obter uma concentracao

de células satisfatoria. Depois de ressuspender bem o material este foi entdo
acondicionado em tubos de 1,5 ml com tampa e guardado em freezer para

utilizacao;
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10. Foram colocadas 3-4 gotas da suspensdo com auxilio de uma pipeta Pasteur,

sobre uma ladmina bem limpa, aquecida a 30 graus aproximadamente, em

banho-mairia;

11. 0 material da lamina foi deixado para secar;

12.Logo apds, corado com solugéo de Giemsa a 5%, em tampao fosfato com pH

6,8 durante 8 minutos;

13.Posteriormente, a lamina foi lavada com agua destilada e deixada para secar ao

ar.

Deteccédo da Heterocromatina Constitutiva

Para detecgdo da heterocromatina constitutiva foi empregada a técnica descrita

por Sumner (1972) com alteragdes, nos tempos de tratamento nas solugbes de

hidroxido de Bario e 2xSSC, como descrito a seguir:

1.
2.

pingar 3 gotas da suspensao de células em uma lamina nova e limpa;

o material da lamina foi tratado com acido cloridrico (HCI) 0,2N a temperatura
ambiente, durante 15 minutos e posteriormente lavado com agua destilada;

a preparacgédo, colocada em solugdo de hidréxido de bario (Ba (OH).s H20) a 5%,
recém preparada e filtrada, a 60°C, durante 30 segundos a 3 minutos,
dependendo da espécie estudada;

para interromper a acdo do bario, a lamina foi submersa rapidamente em

solugéo de acido cloridrico 0,2N e lavada com agua destilada;

. posteriormente a lamina foi imersa em solugao salina de 2xSSC, a 60°C durante

45 a 60 minutos, dependendo da espécie analisada;

6. apds, lavada com agua destilada e seca ao ar;

7. para coloracao foi usada a solugdo de Giemsa a 5% em tampao fosfato pH6,8

durante 15 minutos e examinada ao microscépio.

Visualizacdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (Ag-RONSs) através da prata

coloidal.

Na deteccao das Regides Organizadoras de Nucléolo (Ag-RONSs), foi

empregada a técnica de impregnacéao pelo nitrato de prata coloidal, como descrita por

Howell & Black (1980). No procedimento foram feitos algumas modificacdes:
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1. apos a preparagao das laminas, como descrito anteriormente, foi colocada sobre
o material uma gota de solugdo de gelatina (1g de gelatina/ 100ml de agua
destilada, + 0,5 ml de acido formico) e duas gotas de nitrato de prata (0,5g de
AgNO3 em 1ml de agua deionizada). Misturou-se levemente com uma laminula,
tomando-se o cuidado para nao riscar a lamina;

2. alamina, coberta com uma laminula (60 x 20 mm) foi levada a estufa a 60°C;

3. depois de mantida na estufa, retirou-se para observar ao microscépio optico, se
0S cromossomos e nucleos assumiram uma coloragdo amarelada e os nucléolos
e as RONs uma coloragdo quase preta; em geral este tempo varia de 3 a 5
minutos. A laminula entdo foi removida com jatos de agua destilada e a lamina
lavada em agua corrente e deixada ao ar para secar;

4. posteriormente foi observada ao microscopio.

3.3.2. Técnicas de citogenética molecular

A hibridacao fluorescente in situ (FISH) foi empregada para localizar os
genes de rDNA nos cromossomos. Foi utilizada uma sonda de rDNA 18S (cerca de
1.800 pb), obtida por PCR a partir do DNA nuclear do peixe Prochilodus argenteus
(Hatanaka & Galetti Jr., 2004) e, uma sonda de rDNA 5S obtida a partir da espécie
Leporinus elongatus (Martins & Galetti Jr., 1999). As sondas do rDNA 18S foram
marcadas com biotina 16-dUTP, enquanto que as sondas do rDNA 5S foram
marcadas com digoxigenina 11-dUTP, ambas por “nick translation”, seguindo as
instrugdes do fabricante (Roche). Estas sondas foram utilizadas para a dupla FISH
de acordo com Pinkel et al. (1986); sob condigao de alta estringéncia (2,5 ng/uL de
cada uma das sondas, 50% formamida deionizada, 10% sulfato dextrano, 2XSSC a
37°C por 18 horas). Para a detecgéo do sinal foram utilizados os anticorpos avidin-
FITC (Sigma) e anti digoxigenina rodamina — fab fragmentos (Roche),
respectivamente. As preparacdes foram contra-coradas com DAPI e analisadas em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41. As figuras cromossémicas foram
capturadas com a utilizagdo da camera CCD DP-71 (Olympus) com utilizagado do
software DP-controller.

A técnica detalhada segue o seguinte o protocolo basico a seguir:
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Marcacdo da sonda por nick translation (Kit Nick Translation Biotin ou
digoxigenin - ROCHE)

pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo:
x ul dgua qsp;

x ul sonda (1ug);

4 ul mix de nick;

completar para o volume total de 20 pl;

interromper com 1 pl de EDTA 0,5 M pH 8,0;

7. aquecer por 10 min a 65 C.

IR

Tamanho dos fragmentos em gel
1. 2 pl da reagao de nick translation
2. 1 ul de azul de bromofenol
3. aplicar em gel de agarose 0,8% mais brometo de etideo (1 ul);
4. correr a amostra por 20 a 30 minutos e checar o tamanho dos fragmentos.
Marcacado da sonda por PCR — digoxigenina 11 dUTP
Reagentes; Concentracdes; Quantidades
Tampao da enzima; 10x; 5,0 pl
DNA; ; Variavel 10-100ng
dATP; 2mM; 1,0 pl
dCTP; 2mM; 1,0 ul
dGTP; 2mM; 1,0 pl
dTTP; 2mM; 0,7 pl
Digoxigenina 11 dUTP ; 1mM ; 0,6 pl
Primer F; 10pM; 2,5 ul
Primer R; 10pM; 2,5 ul
MgCL5; 50mM; 4,0 ul

dH20; ;
Taq pol; 5U/ul; 0,5 pl
Total; ; 50 pl

Marcacado da sonda por PCR — biotina 14 dATP

Reagentes; Concentracdes; Quantidades
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Tampao da enzima; 10x; 5,0 ul
DNA,; ; Variavel 10-100ng
dATP; 2mM; 1,0 pl

dCTP; 2mM; 1,0 ul

dGTP; 2mM; 1,0 pi

dTTP; 2mM; 0,5 pl

Biotina 14 dATP; 0,4 mM ; 2,5 ul
Primer F; 2mM; 2,5 pl

Primer R; 2mM; 2,5 ul

MgCLy; 2mM; 4,0 pl

dH20; ;
Taq pol; 5U/ul; 0,5 ul
Total; ; 50 pl

Parametros para amplificagdo DOP-PCR
Utilizar 3 ul do primer DOP
90°C %
90°C 1°30”
35 ciclos 52°C 1'30”
72°C 130”7
Hold 4°C
Parametros para amplificacdo 18S
Primers M13

94°C 5’
35 ciclos { 94°C 1~

53°C 45”

72°C 2

Hold72C &’

Hold 4°C
OBS. A razao de nuncleotideo marcado para ndao marcado pode variar de 1:20 a
3:7 dependendo do tamanho e numero de repeticdes da sonda a ser hibridizada.
- Checar o produto da PCR em gel de agarose 0,8%.
- precepite o produto da PCR com 1/10 do volume da reagdo com acetato de

sodio - 3M e duas vezes o volume total da reagao com de etanol PA gelado;
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- incube a —20°C overnight;

- centrifugue a 14.000 rpm por 10 min;

- descartar o sobrenadante e lavar o pellet com 50 pl etanol 70%;

- centrifugar a 14.000 rpm 5 min;

- descartar o sobrenadante, secar em estufa a 37°C e diluir em x pul de agua
(para uso imediato) ou TE (para ser armazenada por um periodo maior).

Fluorescent in situ hybridization — Protocolo p/ 10 laminas

Tratamento com RNAse

1. Lavar as laminas em tampao PBS 1x durante 5 min. em temperatura ambiente
(shaker);
2. Desidratar as laminas em série alcoolica 70, 85 e 100%, 5 min cada (secar);
3. Incubar as laminas em 100 pl de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37 C por 1h
em camara umida com agua milli-Q;
Solucdo RNAse
- 5 ul RNAse 10mg/mi
- 975 ul 2xSSC
4. Lavar 3 x por 5 min em 2xSSC;
5. Lavar durante 5 min em PBS 1x.
OBS. Durante a incubacado na RNAse preparar o mix de hibridacdo, a formamida a
70% a 70°C e o formaldeido;
6. Fixar em formaldeideo 1% em PBS 1x/50mM MgCl, durante 10 min a
temperatura ambiente;

Solucéo de formaldeido

- 10 mL de PBS 10x

- 5mLdeMgCl; 1 M

- 1 mL de formaldeido

- Completar para 100 ml com H,O dest.
7. Lavar em PBS 1x por 5 min. (shaker);

8. Desidratar as laminas em série alcodlicas (70, 85, 100 %) por 5 min cada;
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Pré-hibridacao
9. Simultaneamente a desidratacdo em série alcodlica desnaturar a solugdo de
hibridagao a 100°C por um periodo de 10 min e passa-la imediatamente ao gelo;
10. Desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
min;
Solucédo Formamida 70%
- 70 mL de formamida
- 30 mL de 2xSSC
11.Desidratar o material em série alcoodlica 70, 85 e 100% durante 5 min cada. Obs.

A série alcodlica devera estar a —20°C;

Hibridagéo
12.Preparar a camara umida a 37°C (IMPORTANTE);
13.Montar cada lamina com 50 ul de solug¢ao de hibridagao, cobrir com laminula e
deixar overnight a 37°C;
Solucéo de Hibridacgao: (estringéncia 77%) duas sondas (DOUBLE FISH)
- 200 ul Formamida (50% de Formamida);
- 80 pl Sulfato de Dextrano 50% (conc final de 10%);
- 40 pl de 20xSSC (conc final 2xSSC);
- 8 ul DNA de placenta 10mg/ml (1ul/ lamina);
- 36 ul de H,O gsp. Acrescentada a sonda A
- 36 ul de H,O gsp. Acrescentada a sonda B
- Volume final 400 pl.
Lavagens — Segundo dia
14.Lavar 2 vezes em formamida 15%/0,2xSSC pH 7.0 a 42 °C durante 10min cada
(Shaker);
Solugéo formamida 15%/0,2xSSC
- 30 mL de formamida
- 20 mL de 2xSSC
- 150 mL de H20O dest.
15.Lavar as laminas 3 vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 min cada (Shaker);

16.Lavar durante 5min em solugcédo de Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);
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Solugéo de Tween 0,5%/4xSSC
- 200 mL de 20xSSC
- 5 mL solugado estoque Tween 10%; ou 500 ul Tween puro

- completar para 1L de H,O

Bloqueio
17.Incubar as laminas em tampao 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos;

Tampéao 5% NFDM/4xSSC
- 20 mL de 20xSSC

- 80 mL de agua milli Q
- 5 gde leite em p6 molico Ca*™" desnatado
OBS. Antes de incubar alicotar 5 tubos com 1000 pl cada do tampao 5% NFDM/4xSSC

18.Lavar 2 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

Deteccéo e amplificagcédo do Sinal para sondas marcadas com biotina
19.Incubar as laminas com 100 ul de FITC (1 ul FITC/1000 ul NFDM) durante 30

min em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

20.Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

21.Incubar com 1000 pl de anti-avidina (10 pul anti-avidina/990 ul de NFDM) durante
30 min em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

22.Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

23.Incubar as laminas com 100 ul de FITC (1 ul FITC/1000 ul NFDM) durante 30
min em camara umida e escura, a temperatura ambiente.

24 . Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

25.Incubar com 100 pul de anti-avidina (10 ul anti-avidina/990 ul de NFDM) durante
30 min em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

26.Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

27.Incubar as laminas com 100 ul de FITC (1 ul FITC/1000 ul NFDM) durante 30
min em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

28.Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

29.Desidratar em alcool 70, 85 e 100%, 5 min. cada (secar);
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Detecc¢édo de duas sondas DOUBLE FISH (continuar do passo 20)
OBS. montar o mix de anticorpos respeitando as concentra¢des do fabricante.

21c. montar um mix contendo 994 ul NFDM + 1 ul de avidina FITC conjugada + 5 pl
de anti digoxigenina rodamina conjugada.

22c. Incubar as laminas com 100 ul cada do mix de anticorpos durante 1 h em
camara umida e escura, a temperatura ambiente;

23b. Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

24b. Desidratar em alcool 70, 85 e 100%, 5 min. cada (secar);

Montagem das laminas com DAPI
30. Misturar 400 pl de antifading mais 1 ul de dapi (0,2 mg/mL);

31.Colocar 50 ul da mistura e cobrir com laminula. Guardar no escuro.
as preparagdoes foram contra-coradas com DAPI e analisadas em microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX41. As figuras cromossémicas foram capturadas com a

utilizagcdo da camera CCD DP-71 (Olympus) com utilizagado do software DP-controller.

3.3.3. Analises cromossémicas

As preparagdes de citogenética classica (Giemsa convencional, banda-C e Ag-
RONSs) foram analisadas em microscopio optico. As contagens cromossémicas e
observagdes mais detalhadas feitas com a objetiva de imersao (aumento de 1000X). As
melhores metafases foram fotografadas com maquina digital de uso doméstico
(Mitsuca 8.1 Mp).

As melhores imagens das metafases e dos cromossomos foram recortadas e,
em seguida, os homodlogos pareados e dispostos em grupos distintos (metacéntrico,
submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico). A classificagcdo cromossémica segue
o proposto por Levan et al. (1964) adotando-se os seguintes limites para a relagao de
bracos (RB): 1,00-1,70, metacéntrico (m); 1,71-3,00, submetacéntrico (sm); 3,01-7,00,
subtelocéntrico (st); maior que 7,00, acrocéntrico (a).

Na determinagcao do numero fundamental (NF), os cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados com 2 bragos

cromossémicos.

As medigbes dos cromossomos e montagem dos cariétipos foram feitas com o

auxilio do programa Adobe Photoshop 7.0
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Capitulo |

Chromosome polymorphism in Ancistrus cuiabae Knaack, 1999 (Siluriformes,

Loricariidae, Ancistrini)

Sandra Mariotto*; Liano Centofante**; Carlos S. Miyazawa**; Luiz Antonio Carlos

Bertollo*; Orlando Moreira Filho*.

*Federal University of Sdo Carlos, Genetics and Evolution Graduate Program (PPGGEv), Sdo Carlos,
Sao Paulo. mariottodolina@bol.com.br
**Federal University of Mato Grosso, Biosciences Institute, Animal Cytogenetics and Genetics

Laboratory, Cuiaba, Mato Grosso. lianocentofante@yahoo.com.br

Abstract
Cytogenetic analyses were performed in 30 Ancistrus cuiabae specimens from a bay
near the town of Poconég, in the Pantanal of Mato Grosso, Brazil. The observed diploid
number was 2n=34 chromosomes for both sexes and three distinct katyotypic formulae
were found, namely cytotype A (20m, 8sm, 6st, Fundamental Number/FN=68; 6 males
and 11 females), cytotype B (19m, 8sm, 6st, 1a, FN=67; 8 males and 4 females) and
cytotype C (18m, 8sm, 6st, 2a, FN=66; a single male). NORs’s analyses showed that
these regions were located in distinct sites on the NOR-bearing chromosome pair,
occording to cytotypes. Thus, in cytotype A, NORs were located in the terminal region of
the short arm of the second metacentric chromosome pair; in cytotype B, they were
detected in the short arm of the metacentric chromosome and interstitially on the
acrocentric chromosome and, in cytotype C, NORs were observed in the interstitial

region of the acrocentric chromosome pair. C-positive heterochromatic bands were
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adjacent to the rDNA sites in the corresponding chromosomes. Thus, the chromosomal
polymorphism of

A. cuiabae was probably originated through a pericentric inversion in chromosome pair
no. 2 involving the NOR sites, which represents a novelty in the Ancistrini tribe. The
results also broaden the knowledge of the chromosomal evolution in Ancistrus, the most

derived genus of the Ancistrini tribe.

Foram Analisados, com técnicas convencionais de citogenética e FISH, 30 exemplares
da espécie Ancistrus cuiabae da baia Arrombado, préximo a Poconé, Pantanal do Mato
Grosso. Foram observadas metafases com numero dipléide 2n=34 cromossomos para
ambos os sexos e trés formulas cariotipicas distintas, aqui denominadas de citotipo A,
verificado em 06 machos e 11 fémeas (20m, 8sm, 6st, Numero Fundamental, NF=68);
citétipo B, em 08 machos e 04 fémeas (19m, 8sm, 6st, 1a, NF=67) e citétipo C em
apenas 01 macho (18m, 8sm, 6st, 2a, NF=66). As NORs confirmaram os distintos
citétipos verificados, além de evidenciar que os cromossomos portadores de rDNA sao
os que representam o polimorfismo na espécie Ancistrus cuiabae. No citétipo A, as
NORs foram verificadas na regido terminal do brago curto do segundo par de
cromossomos metacéntricos; no citdétipo B, foram evidenciadas no segundo par,
heteromoérfico, no brago curto do cromossomo metacéntrico e intersticial no seu
homologo acrocéntrico; no citétipo C as NORs foram observadas na regiao intersticial
num par de cromossomos acrocéntricos. A analise da heterocromatina constitutiva
evidenciou blocos discretos adjacentes ao rDNA no segundo par de cromossomos de
ambos os citétipos. Uma provavel inversado pericéntrica € a hipotese proposta para a

origem deste polimorfismo na espécie Ancistrus cuiabae. Estes resultados ampliam o
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conhecimento sobre o género Ancistrus, o mais derivado da tribo, contribuem para o
conhecimento sobre este grupo de peixes e para inferir sobre a evolugdo

cromossdmica dos Ancistrini.

Key words: Siluriformes, Cytogenetics, NOR, pericentric inversion.

[.1. Introduction

The Ancistrini tribe is composed of 29 genera, totaling 217 nominal species, with
four genera being represented by monotypical species (Fisch-Muller, 2003).
Considering only the Brazilian hydrographic system, this tribe comprises 21 genera and
78 nominal species found mainly in the Amazonian rivers (Sarmento-Soares & Ingenito,
2007). Ancistrus corresponds to the most diversified genus, presenting 21 described
species (Sarmento-Soares & Ingenito, op. cit.). This group is characterized by a smooth
snout and may present a sexual dimorphism in many species, with numerous long and
forked barbells in males and sparse and short ones in females. However, new species
are being recognized and waiting to be described. In fact, the number of described
Loricariidae species has risen significantly as a whole in the last years, due to the
intensification and refinement of the studies in this family.

Cytogenetics and molecular genetics have been useful tools for clarifying doubts
concerning the identification of some species, as well as for proposing phylogenies for a
few fish groups. In Ancistrus, these analyses have showed a prominent numerical
chromosome diversity, from 2n=34 in Ancistrus sp 1 and Ancistrus sp 2 in Amazonian
rivers (de Oliveira, 2006), to 2n=52 in Hemiancistrus sp. and Panaque cf. nigrolineatus

(Artoni & Bertollo, 2001).
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Among Neotropical fish, chromosomal variations directly related to the number
and/or size of the nucleolar organizer regions (NORs) are known for many groups, such
as Gymnotiformes (Foresti et al., 1981; Almeida-Toledo, 1985), Parodontidae (Moreira-
Filho et al., 1984), and Serrasalminae (Galetti et al. 1985), among others. Recently,
these variations have been confirmed by the use of fluorescent in situ hybridization
(FISH) with 18S rDNA probes (Kavalco et al., 2005; Mantovani et a.l, 2005; Pazza et al.,
2006). However, structural polymorphisms due to other chromosomal rearrangements
such as inversions and centric fusions/fissions are not very common among Neotropical
fish, being known mainly among Characiformes (Giuliano-Caetano & Bertollo, 1988;
Cestari.& Galetti Jr.,1992; Centofante et al., 2002; Jorge & Moreira Filho, 2004; Pazza
et al., 2006). In Siluriformes, numerical and/or structural polymorphisms were observed
in a few Pimelodidade (Dias & Foresti, 1993; Vasconcelos & Martins-Santos, 2000),
Heptapteridae (Vissoto et al., 2001; Kavalco et al., 2004), Hypoptopomatinae (Andreata
et. al., 1994), Loricariinae (Giuliano-Caetano, 1998), and Trichomycteridae species
(Borin & Martins-Santos, 2000).

In the present work, it is described a structural polymorphism in the NOR-bearing
chromosomes of Ancistrus cuiabae, revealed by conventional cytogenetic techniques

and fluorescent in situ hybridization with an 18S rDNA probe.
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[.2. Material and methods

Fifteen male and fifteen female specimens of Ancistrus cuiabae Knaack, 1999,
were cytogenetically studied. The site collection of this species is situated 36 km away
from Poconé (at approximately 16°21°21”S 56°27°55”W), in the State of Mato Grosso,
Brazil. This location, regionally known as Arrombado, has the characteristics of a bay in
the Pantanal region, because it connects to the Bento Gomes River (Paraguay basin) in
the flooding season (Fig. 05). These is still no record of this species occurring in any
another locality. Voucher specimens were deposited in the fish collection at the
MCT/PUC/RS (MCP 41979).

The chromosome preparations were obtained by the air drying method (Bertollo
et al., 1978). The C-positive band heterochromatin and the Nucleolar Organizer
Regions (Ag-NORs) were detected according to Sumner (1972) and Howell & Black
(1980), respectively. The chromosomes were organized into four morphological groups
(m = metacentric, sm = submetacentric, st = subtelocentric, a = acrocentric) in
decreasing order of size, according the
arm ratios (Levan et al., 1964). Fluorescent in situ hybridization (FISH) followed the
protocol described by Pinkel et al. (1986), using 18S rDNA probes (Hatanaka & Galetti

Jr, 2004).
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[.3. Results

All the specimens evidenced the diploid number 2n=34 chromosomes in both
sexes, in a sample greater than 1,000 analyzed cells. However, three karyotypic
formulae were observed, here named cytotypes A, B and C.

Cytotype A, found in 6 males and 11 females, was characterized by 20m, 8sm
and 6st chromosomes and FN (fundamental number or number of chromosome arms)
equal to 68 (Fig. 6a). Ag-NORs were observed in the terminal region of the short arms
of the second chromosome pair, characterized as metacentric. Fluorescent in situ
hybridization results agreed with the Ag-NORs locations (Fig. 7a, box).

Cytotype B, detected in 8 males and 4 females, was characterized by 19m, 8sm,
6st, 1a chromosomes and FN=67 (Fig. 6b). Ag-NORs were evidenced in the terminal
region of the short arm of a single metacentric chromosome and the interstitial region of
the long arm of a single acrocentric chromosome of the karyotype, which was also
corroborated by the FISH data with the 18S rDNA probe (Fig. 7b, box).

Cytotype C, detected in a single male, presented 18m, 8sm, 6st, 2a
chromosomes and FN=66. (Fig. 6¢). In this case, the Ag-NORs were located in the
interstitial region of the long arms of the acrocentric pair, characteristic of this cytotype
(Fig. 7c, box).

All cytotypes presented a discrete amount of heterochromatin in the
chromosomes, with more prominent C-positive bands adjacent to the NOR regions (Fig.

7 a,b,c).



Figura 05. Fig. 1. Partial view of the “Arrombado” bay and the sampling sites (a, b).

Ancistrus cuiabae specimen with 110 mm (c).
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Figura 06. Karyotypes of Ancistrus cuiabae,

after conventional Giemsa staining, showing the
polymorphic second chromosome pair. Cytotype

A with two metacentric chromosomes (a), B with a
metacentric and an acrocentric chromosome (b),

and C with two acrocentric chromosomes no. 2 (c).
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Figura 07. Karyotypes of Ancistrus cuiabae,
sequential C-banding, evidencing the C-positive
heterochromatin in the three cytotypes (a, b, c).

In the boxes, chromosomes from the second pair after
silver staining and FISH, the Ag-NORs and the

18S rDNA sites, respectively.
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I.4. Discussion

Loricariidae fish shows a very large variation of the chromosome number as a
whole, which ranges from 2n=80 in a Hypostomus species (Artoni & Bertollo, 1996), to
2n=34 in Ancistrus species (de Oliveira, 2006 and present work). Besides the
chromosome number, the karyotypic formula is also variable, showing a differentiated
karyotypic evolution throughout the speciation process of this family. Oliveira et al.
(1988) considered that the fixation of different chromosome rearrangements would be
more likely in populations with reduced vagility, as is the case of some Loricariidae
species, thus promoting karyotypic variability.

Alves et al. (2005) suggested that the karyotypic diversity of Loricariidae could be
exclusive to Hypostomus, since other loricariid groups seem to be characterized by a
relatively conserved diploid number. This opinion was also shared by Lara (1998),
Artoni & Bertollo (2001) and Souza (2003). However, as new studies were performed in
Ancistrini it was pointed out that the chromosomal diversity go beyond the previously
supposition for this group. Indeed, the Ancistrini tribe is characterized by a
chromosomal diversification, especially in the genus Ancistrus where distinct karyotypic
structures indicate a probable species complex (Mariotto & Miyazawa, 2006), besides
the occurrence of simple and multiple sex chromosome systems (Mariotto et al., 2004;
Mariotto & Miyazawa, 2006; de Oliveira et al., 2007, 2008), as well as simple or multiple
and interstitial or terminal NOR systems (Alves et al., 2003; Souza et al., 2004; Mariotto
et al., 2004; Mariotto & Miyazawa, 2006; de Oliveira et al., 2006).

The data from the present study corroborate the karyotypic diversity of Ancistrus.
In fact, the analysis of the three cytotypes detected in A. cuiabae evidenced a case of

structural chromosome polymorphism, associated to the NOR-bearing chromosome
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pair. This way, while in cytotype A this pair is metacentric, in cytotype B it is composed
of a metacentric and an acrocentric chromosome, and in cytotype C by an acrocentric
pair. Cytotype A was the most frequent in the studied sample and, probably, it
corresponds to the standard karyotypic form of the species, being present in 57% of the
specimens. On the other hand, cytotype B was detected in 40% of the specimens, and
cytotype C in only 3% of the sample. Therefore, it is likely that the observed
polymorphism is due to pericentric inversions that, at the same time, modified the
chromosome form (metacentric/acrocentric) and the location of the NORs on the
chromosomes (terminal/interstitial). Hence, cytotype A would correspond to the basic
homozygotes cytotype B to the structural heterozygotes and cytotype C to the structural
homozygotes in the population.

Chromosome polymorphism due to pericentric inversions have already been
observed in some fish groups. A pericentric inversion concerning the first karyotypic pair
was detected in Serrasalmus spilopleura (Serrasalminae) from the Cataldo Lake
(Amazon basin), with absence of the structural homozygotes (Centofante et al., 2002).
Variations concerning the number of the acrocentric chromosomes in Apareiodon affinis
(Parodontidae) from the Lower Parana River (Argentina) were also probably due to
pericentric inversions, since the diploid number (2n=54) was constant in the population
(Jorge & Moreira Filho, 2004). Pericentric inversions were also considered in order to
explain another few cases of structural polymorphisms, as in Hoplerythrinus
unitaeniatus (Erythrinidae) from the Negro River, in the Amazon basin (Giuliano-
Caetano & Bertollo, 1988). On the other hand, very few cases of paracentric inversions

are well known in fishes, possibly given the greater difficulty of detection by
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conventional chromosome analyses. In Apareiodon piracicabae, for example, this
rearrangement was considered to explain the occurrence of syntenic double NORs in a
chromosome pair of this species (Moreira-Filho et al., 1984; Jesus et al., 2000).

A simple NOR system, as present in A. cuiabae, seems to constitute a
plesiomorphic condition in Ancistrini, which also occurs in the Hypoptopomatinae,
considered a close external group. Therefore, a multiple NOR system, present in a few
species of this tribe, such as Peckoltia sp. 1, Peckoltia sp. 2 (Souza, 2003) and
Hemiancistrus spilomma (de Oliveira et al.,, 2006), may represent a derived
characteristic for this group. Loricariidae generally possess little heterochromatin, as
also found in A. cuiabae, which seems like an ancestral condition for this group. A few
exceptions may occur, as in Squaliforma emarginata (cited with Hypostomus
emarginatus), where larger blocks of C-positive bands were verified and coinciding with
a higher diploid number, this latter also considered as a derived condition (Artoni, 1996).
In A. cuiabae, the C-positive heterochromatin presented a pericentromeric distribution,
including the acrocentric chromosomes, which corroborates the role of pericentric
inversions originating the polymorphism observed in the population.

Porto-Foresti et al. (2004), detected a NOR polymorphism in Oncorhynchus
mykiss from controlled breeding, suggesting that heterozygote individuals would have a
greater adaptive value in relation to the homozygote ones. Even though the reduced
frequency of cytotype C may be due to a sampling bias, it is tempting to correlate the
distinct frequencies of the A. cuiabae cytotypes with a differential fitness, as suggested
for O. mykiss. It is probable that A. cuiabae is restricted to the studied collection site,

since it has not been found in other nearby locations or even in rivers of different
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hydrographic basins. During the dry season, the water level of the bay where the
population resides is drastically reduced. In this period, the A. cuiabae population must
suffer an intensive selective pressure from inter-specific competition or predation inside
the bay, which loses its connection with the Bento Gomes River. A possible greater
adaptability/resistance for such conditions, presented by a specific karyotypic form,
could have an important role for the survival of the species, guaranteeing its
maintenance in an inhospitable habitat. This is an interesting hypothesis that could be
tested in further comparative studies, by comparing the cytotypes frequencies between

the favorable and the non-favorable conditions during the dry season.
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Capitulo Il

Citogenética de duas espécies do género Lasiancistrus Regan, 1904 (Ancistrini,

Loricariidae) das Bacias Araguaia-Tocantins e Amazonica

Sandra Mariotto & Orlando Moreira-Filho

[I.1. Introducéo

O género Lasiancistrus faz parte da tribo Ancistrini que possui 217 espécies
nominais distribuidas em 29 géneros (Fisch-Muller, 2003). As espécies da tribo
Ancistrini, uma das cinco tribos que integram a subfamilia Hypostominae, sao
encontrados na diversidade de rios e cérregos existentes na regido neotropical. O
género com O maior numero de espeécies e considerado o mais derivado € o
Ancistrus (Armbruster, 2004), com 59 espécies reconhecidas até o presente.

O género Lasiancistrus possui apenas seis espécies nominais descritas,
encontradas somente na América do Sul. S&o caracterizados por possuirem focinho
aspero, com odontodes e vibrissas, que sao maiores e mais longas nos machos
nupciais, possuem o corpo dorso-ventralmente comprimido e moderadamente largo,
com tamanho maximo de 19 cm, a nadadeira caudal é bifurcada e a regido ventral é
lisa e plana. Podem ser separados de outros loricariideos, exceto de Ancistrini e
Pterygoplichthini pela presenca dos odontodes ou espinhos moveis que se invertem
na regido do opérculo e pela presengca de trés raios no pedunculo caudal
(Armbruster, 2005; Ferraris, 2007).

A despeito da importancia econémica dos Ancistrini na regido Amazénica,
especialmente como espécies ornamentais, poucos estudos cientificos tém sido
realizados com estas espécies (Souza et al., 2004).

A citogenética em Ancistrini, até o presente, se restringe a cerca de 10% do total
das espécies, com analises dos géneros Ancistrus, Hypancistrus, Baryancistrus,
Peckoltia, Hemiancistrus, Parancistrus e Panaque, sendo que grande parte dos
trabalhos se referem ao género Ancistrus, com numero dipléide que varia de 2n=34
a 2n=54 cromossomos (Artoni & Bertollo, 2001; Mariotto et al., 2004; de Oliveira,
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2006; Mariotto & Miyazawa, 2006; de Oliveira et al., 2007, 2008 e presente estudo).
Nos demais géneros, o numero dipldide observado € de 2n=52 cromossomos
(Artoni & Bertollo, 2001; Souza, 2003; Souza et al., 2004).

O numero dipléide na tribo Ancistrini e a plasticidade cromossémica no género
Ancistrus tém demonstrado a necessidade da ampliacdo dos estudos neste
importante taxon de Loricaridae, que apresentam distintos sistemas de
cromossomos sexuais, polimorfismos cromossémicos e férmulas cariotipicas
bastante variaveis.

Até o presente, ndo se tem dados sobre analises citogenéticas no género
Lasiancistrus e apenas trabalhos de taxonomia das espécies sao encontrados.

Assim sendo, neste trabalho estdo os primeiros resultados de descrigao
cariotipica no género Lasiancistrus, com analises realizadas em duas populacdes

de espécies de distintas bacias hidrograficas brasileiras.
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[1.2. Material e métodos

Foram analisados 07 machos e 04 fémeas de Lasiancistrus cf schomburgkii (fig.

08 A), do Rio Massangana (RO), na Bacia Amazbnica; 03 fémeas e 02 machos de
Lasiancistrus sp 1 (fig. 08 B), do Rio Cachoeira (MT), na Bacia Araguaia-Tocantins.
Os exemplares testemunhos foram depositados no laboratorio de Citogenética e
Genética Animal da UFMT/Cuiaba. Foram identificados seguindo a chave proposta
por Armbruster (2005) e a identificacdo foi conferida por Sonia Fisch-Muller
(Muséum d’ Histoire Naturelle, Genéve, Switzerland). Foram tomadas medidas
morfométricas de comprimento padrdo (CP), largura da cabecga (LC), distancia
interorbital (DlI), distancia pré-dorsal (DPD), comprimento da cabega (CC), altura do
pedunculo caudal (APC), distancia nadadeira dorsal e inicio da caudal (DDC) com
auxilio de paquimetro de precisdao. As medidas de cada parametro foram obtidas
para exemplares de Lasiancistrus das duas populagdes amostradas (fig 08 C).
Para a obtencao de cromossomos mitéticos, foi utilizado o protocolo adaptado para
peixes por Bertollo et al. (1978); para visualizar as regides heterocromaticas (Banda
C) foi utilizada a técnica de Sumner (1972) e as Regides Organizadoras de
nucléolos (NORs) foram observadas com o uso de Nitrato de Prata coloidal a partir
da metodologia de Howell & Black (1980).

As melhores metafases obtidas foram fotografadas com camera digital com
resolugcao de 8.1 Mp em microscopia de campo claro e aumento de 1000X. Depois
de fotografados, os cromossomos foram recortados e pareados seguindo a ordem
de tamanho e posi¢gao do centrémero, em quatro distintos grupos (metacéntrico,
submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico) conforme Levan et al. (1964). Para

a montagem dos cariotipos foi usado o programa Adobe Photoshop 7.0.
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Figura 08. Recorte do mapa do Brasil (fonte: mapas I13Geo/MMA) com a hidrografia

dos estados de Rondénia e do Mato Grosso, com os locais de coleta das espécies
Lasiancistrus cf schomburgkii (A) e Lasiancistrus sp 1 (B).

Detalhe da cabega de um espécime do género mostrando as vibrissas a) e ouontodes b).

g] Figura esquematica mostrando os parametros das medidas tomadas dos especimes de Lasiancistrus dos
ois Tocais.
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[1.3. Resultados

Todos os espécimes analisados evidenciaram o numero dipldide de 2n=54
cromossomos, com dois bragos o que resultou num numero fundamental (NF) igual
a 108.

A féormula cariotipica foi um pouco diferenciada nas espécies dos dois locais: na
espécie Lasiancistrus cf schomburgkii, da bacia Amazonica, foram observados 13
pares de cromossomos metacéntricos (m), 8 pares de submetacéntricos (sm) e 6
pares de cromossomos subtelocéntricos (st) (fig.09). Na espécie Lasiancistrus sp 1,
da bacia Araguaia-Tocantins, 13 pares de cromossomos metacéntricos (m), 9 pares
submetacéntricos (sm) e 5 pares de cromossomos subtelocéntricos (st) (fig. 10).

Alguns blocos de heterocromatina constitutiva foram observados para as duas
espécies, sendo que os resultados de banda C das metafases sequenciais foram
mais esclarecedores em Lasiancistrus cf schomburgkii com bandas mais
destacadas nos pares 11 e 21, além de centrdbmeros e teldmeros heterocromaticos
(fig. 09 b) e d). Cromossomos com teldmeros e centrébmeros heterocromaticos
também foram verificados em Lasiancistrus sp 1 (fig. 10 a’) e b’) porém, pela baixa
qualidade das imagens das metafases apos a banda C néo foi possivel estabelecer
o caridtipo a partir das mesmas.

A partir do uso do nitrato de Prata coloidal, foram observadas as regides
organizadoras de nucléolos num par de cromossomos subtelocéntricos, no brago
curto, em ambas as espécies. Na espécie Lasiancistrus cf schomburgkii o par 25 é
portador da RON, tanto para macho quanto para fémea (Boxes da fig. 09) e na
espécie Lasiancistrus sp 1 os cromossomos marcados com AgRON formam o par
26 de subtelocéntricos, também terminal no brago curto (boxes da fig. 10).

Em todas as metafases de Lasiancistrus sp 1 foi possivel observar a ocorréncia
de um cromossomo metacéntrico maior que seu homologo formando o primeiro par.
Porém, o primeiro par de cromossomos metacéntricos na espécie Lasiancistrus cf
schomburgkii também é relativamente maior quando comparado aos demais, porém
sem diferenca marcante entre os homologos.

As espécies também apresentaram diferencas relacionadas ao comprimento
padrao (tabela 04), maior em Lasiancistrus cf schomburgkii, e outros caracteres néo

mensurados, de acordo com as descri¢oes de Armbruster (2005), como largura do
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focinho, altura da cabeca e distribuicdo das vibrissas e odontodes (detalhe na fig.
08). Apenas a altura do pedunculo caudal ndo variou. As demais medidas
consideradas evidenciaram distingdes entre as duas espécies, sendo Lasiancistrus

cf schomburgkii consideravelmente maior.

Tabela 4. Média por populagdo de alguns caracteres morfolégicos, do género

Lasiancistrus.

Espécie P LC DI DPD CC APC DDC
1) 3) ) (2) (4) (7) (6)
Lasiancistrus cf. 8,8 2,77 1,5 3,88 3,3 0,78 3,03
schomburgkii
Lasiancistrus sp 1 7 226 1,02 318 254 0,78 2,36

Legenda: Comprimento padrao (CP), Largura da cabega (LC), Distancia interorbital (Dl),
Distancia pré-dorsal (DPD), Comprimento da cabecga (CC), Altura do pedunculo
caudal (APC), Distancia nadadeira dorsal e inicio da caudal (DDC)
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apontando o par que marcou com AgNOR. Banda C b’) e NOR em recorte

no par 26.
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I1.4. Discusséao

Estudos com citogenética de peixes fornecem subsidios para entender melhor
as relagdes evolutivas entre espécies e populagbes (Almeida-Toledo et al., 1993).
Segundo Oliveira et al. (1988), a tendéncia de aumentar o numero dipldide e
numero fundamental é caracteristico para os subgrupos dos Ostariophysi ao longo
da evolugdo. Para a familia Loricariidae, estudos apontam um fendtipo
cromossOmico plesiomoérfico com predominio dos tipos meta e submetacéntrico e
numero dipléide 2n=54 cromossomos (Andreata et al., 1993 e 1994; Artoni &
Bertollo, 2001).

A tribo Ancistrini € considerada mais préxima a tribo Pterygoplichthini do que de
outros loricarideos (Armbruster, 2004) e a citogenética de algumas espécies dos
Pterygoplichthini mostraram numeros dipléides de 2n=52 cromossomos e formula
cariotipica com predominio de cromossomos de dois bragos (Artoni et al., 1999).

Os dados aqui obtidos com as espécies do género Lasiancistrus reforgam as
hipoteses de ancestralidade cromossdmica para os Loricariidae, 2n=54, e sugerem
que um cariotipo ancestral de 2n=54 cromossomos nos Ancistrini seria o mais
provavel, levando em consideragao os resultados encontrados em outras espécies,
como ocorre em Ancistrus claro (presente estudo).

O numero diploide igual, 2n=54, nas duas espécies de Lasiancistrus, se
confirmado para outras espécies, evidenciara também uma estrutura cariotipica
relativamente conservada para este género; como fora verificado em outros
Ancistrini, onde o numero dipldide que prevalece é 2n=52 cromossomos, COMo Nos
géneros Panaque e Hemiancistrus (Artoni & Bertollo, 2001), Peckoltia (Souza, 2003)
e Baryancistrus (Souza et al., 2004).

No entanto, dentre os Ancistrini, o género Ancistrus tem uma diversidade
cromossOmica surpreendente, ndo somente no numero diploide e nos diferentes
citétipos, mas por apresentar cinco dos sete mecanismos de cromossomos sexuais.
Os demais géneros e espécies do grupo parecem manter caracteristicas
cromossOmicas conservadas em relacdo ao género Ancistrus.

A espécie Lasiancistrus sp 01 apresentou diferengas no pareamento de alguns

cromossomos, principalmente no primeiro par, nas metafases analisadas. Um dos
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homologos neste par € maior e poderia sugerir um polimorfismo na populagédo. O
primeiro par de cromossomos na espécie Lasiancistrus cf schomburgkii € também
um metacéntrico relativamente grande, mas nos espécimes analisados desta
populacdo nao foram observadas diferengas significativas, entre os homaologos, no
pareamento dos cromossomos.

Quanto a analise da heterocromatina constitutiva no género Lasiancistrus, na
espécie Lasiancistrus cf schomburgkii, foram verificados blocos heterocromaticos
bem evidentes em alguns cromossomos metacéntricos nas regides teloméricas, e
os bragos longos dos pares 11 (m) e 21 (sm) sdo quase totalmente
heterocromaticos.

Na espécie Lasiancistrus sp 1 também foram observados blocos
heterocromaticos bem definidos, porém com menos qualidade final; mas as bandas
de heterocromatina constitutiva ndo foram suficientes para discriminar uma espécie
da outra.

Analises da heterocromatina constitutiva sdo raras nos Siluriformes, mas podem
ter importancia na discussao da evolugao cariotipica do grupo (Kavalco et al., 2004).
Os resultados desta técnica foram particularmente esclarecedores, nos casos de
cromossomos sexuais ZZ/ZW e XX/XY, do complexo de espécies Ancistrus cf
dubius da bacia do Paraguai (Mariotto et al., 2004; Mariotto & Miyazawa, 2006)

De acordo com Fenocchio & Bertollo (1992), heterocromatina escassa e bandas
discretas podem estar relacionadas a uma caracteristica peculiar dos Siluriformes.
No género Hypostomus, a heterocromatina escassa foi relacionada com a
divergéncia no numero dipldide, e espécies que podem ser consideradas mais
derivadas quanto ao numero cromossOmico tém blocos heterocromaticos mais
expressivos quando submetidas a técnica de banda C (Artoni & Bertollo, 1999).

Enquanto alguns fendétipos macro e microcariotipicos variam na maioria das
espécies analisadas da tribo Ancistrini, as regides organizadoras de nucléolos,
observadas com impregnagao de nitrato de prata coloidal, se mantém simples,
intersticiais ou terminais. Nas espécies do género Lasiancistrus aqui analisadas as
RONs foram observadas na posicdo terminal no brago curto de um par de
cromossomos submetacéntricos em ambas as espécies.

RONs terminais sdo menos frequentes nos Ancistrini e foram observadas nas

espécies Ancistrus n sp.2 e Ancistrus multispinnis (Alves et al., 2003);
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Hemiancistrus sp., Hemiancistrus spinosissimus e Hemiancistrus spilomma (Artoni
& Bertollo, 2001; de Oliveira et al.,, 2006); Peckoltia vittata, Peckoltia sp.1 e
Peckoltia sp. 2 (Souza, 2003); Ancistrus sp 06, Ancistrus tombador ,Ancistrus sp 13
e Ancistrus cuiabae (presente estudo).

As RONs podem ser importantes marcadores citotaxondmicos, e Artoni (1996)
sugere que sitios ribossomais na posigdo terminal de cromossomos metacéntricos
seja um fendtipo ancestral para os Loricariidae. Isto reforga a hipotese da
ancestralidade cromossdmica para varias espécies desta tribo (op.cit.) e contribui
para a hipétese de que os padrdes citogenéticos verificados na maioria dos géneros
de Ancistrini sdo relativamente conservados, excetuando-se o género Ancistrus que
até o presente tem evidenciado uma maior plasticidade cromossémica.

No entanto, a filogenia das espécies e os eventos que propiciaram a diversidade
cariotipica do grupo dependem da expansao das analises para outros géneros, bem
como de comparagdes com a citogenética de tribos e subfamilias filogeneticamente
proximas aos Ancistrini, visto que a tribo tem 27 géneros e analises citogenéticas
foram realizadas em apenas 8, incluindo o presente estudo.

Estes resultados deverao ser discutidos e expandidos com analises de espécies
do género Lasiancistrus de outros locais, bem como com o uso da técnica de
hibridagao in situ fluorescente, com o objetivo de compreender melhor os aspectos
citotaxondmicos e evolutivos deste género que integra esta importante tribo dos
Hypostominae.

E possivel sugerir que as espécies Lasiancistrus cf schomburgkii e Lasiancistrus
sp 1 sejam duas populagdes da mesma espécie e as discretas diferencas
morfolégicas sejam resultados do tipo de habitat, e ainda, por a populagéo do Rio
Massangana estar em periodo reprodutivo. Quanto as variagdes citogenéticas
encontradas no pareamento dos cromossomos, especialmente no primeiro par de
cromossomos metacéntricos, poderia ser um caso de polimorfismo da populacido do
Rio Cachoeira. Estas hipoteses poderdao ser esclarecidas e testadas com a

ampliagao das referidas analises e com a taxonomia especializada dos espécimes.
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Capitulo IIl.
Diversificacdo de sitios do DNA ribossdmico 5S e 18S em populacdes de sete
espécies do género Ancistrus (Loricariidae, Ancistrini) das trés bacias

hidrograficas do Mato Grosso, Brasil
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llI.1. Introducéo

Entre os eucariotos, os genes ribossomais 5S e 18S estdo arranjados em duas
classes distintas, a familia génica do rDNA maior (composta pelos genes 18S, 5.8S,
28S) e a do rDNA menor, composta pelos genes 5S (Pendas et al., 1994). As
regides organizadoras de nucléolos analisadas pela simples impregnagao por
Nitrato de Prata (Ag-RONSs), tém sido utilizadas ha longa data para inferéncias em
estudos sobre a citotaxonomia e evolugao dos peixes (Galetti, 1998). No entanto, a
localizagao fisica nos cromossomos dos genes ribossomais 5S e 18S através da
hibridacao fluorescente in situ (FISH) tem se intensificado somente recentemente
(Vicente et al., 2001).

Nos Siluriformes, poucos trabalhos tém sido realizados para caracterizar a
localizagdo dos genes de rDNA 5S e 18S. Nesta ordem, concentram-se
principalmente nos Loricariidae (Kavalco et al., 2004; Centofante et al., 2006; Garcia
& Moreira-Filho, 2008) e alguns Pimelodidade e Pseudopimelodidae, onde foram
verificadas regides ribossomais 5S e 18S ndo sinténicas (Carvalho & Dias, 2007;
Garcia & Moreira Filho, 2008; Marques et al., 2008). Cromossomos com sitios de
rDNA 5S 18S sinténicos, em Loricariidae, foram observados por Centofante et al.

(2006) na espécie Harttia carvalhoi.
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A escassez de dados citogenéticos, especialmente com a técnica de FISH em
loricarideos, dificultam as analises citotaxonbémicas e discussdo da evolugdo nos
Ancistrini, onde sdo conhecidas as RONs usando-se apenas impregnagao por
nitrato de prata. Com intuito de realizar inferéncias citotaxonémicas, biogeograficas
e sobre a evolugao cariotipica, este estudo teve como objetivo um mapeamento
fisico por FISH com sondas de rDNA 5S e 18S em sete espécies de Ancistrus,

género tipo da tribo Ancistrini.

[11.2. Materiais e métodos

Foram analisados citogeneticamente exemplares machos (M) e fémeas (F) de
populacdes de sete espécies do género Ancistrus de rios e corregos das trés bacias

hidrograficas do estado do Mato Grosso:

(a) na Bacia Araguaia-Tocantins, Corrego Salgadinho, Ancistrus sp 13 (11M e 6F);
(b) na Bacia do Paraguai, do Rio Coxipd, Ancistrus claro (11M e 10F); Cdrrego
Flechas, Cérrego Fundo, Rio Coxipé e Cérrego Pari (2M e 2F por populagéo) a
espécie Ancistrus cf dubius; Rio Currupira, Ancistrus sp 08 (7M e 8F); Rio
Sepotuba, Ancistrus sp 04 (12M e 15F); baia Arrombado, Ancistrus cuiabae (15M e
15F); e,
(c) na Bacia Amazoénica, do Rio Matrixa, Ancistrus sp 06 (9M e 5F).

Exemplares testemunhos das espécies estdo depositados no museu da PUC/RS

e foram identificadas por Edson H. Lopes, Alexandre Cardoso e Tiago Carvalho.

As preparagdes cromossémicas foram obtidas a partir de células do rim anterior,
empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (Bertollo et al., 1978). As
regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONs) foram localizadas com o emprego
do Nitrato de Prata (Howell & Black, 1980).

Os genes de rDNA foram localizados por hibridagao fluorescente in situ (FISH)
utilizando uma sonda de rDNA 18S (cerca de 1.800 pb), obtida por PCR a partir do
DNA nuclear do peixe Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti Jr., 2004) e, uma
sonda de rDNA 5S obtida a partir da espécie Leporinus elongatus (Martins & Galetti

Jr., 1999). As sondas do rDNA maior foram marcadas com biotina 16-dUTP,
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enquanto que as sondas do rDNA menor foram marcadas com digoxigenina 11-
dUTP, ambas por “nick translation”, seguindo as instru¢cdes do fabricante (Roche).
Estas sondas foram utilizadas em procedimento de dupla FISH de acordo com
Pinkel et al. (1986); sob condigdo de alta estringéncia (2,5 ng/uL de cada uma das
sondas, 50% formamida deionizada, 10% sulfato dextrano, 2XSSC a 37°C por 18
horas). Para a deteccao do sinal foram utilizados os anticorpos avidin-FITC (Sigma)
e anti digoxigenina rodamina — fab fragmentos (Roche), respectivamente. As
preparacdes foram contra-coradas com DAPI e analisadas em microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX41. As figuras cromossémicas foram capturadas com a
utiizacdo da camera CCD DP-71 (Olympus) com utilizagdo do software DP-
controller.

Para fotografar as preparagdes com nitrato de prata coloidal foi utilizada camera
digital com resolugao de 8.1 Mp em microscopia de campo claro.

Os cromossomos foram organizados em quatro grupos no caribtipo:
metacéntrico (m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a),

dependendo da sua razao de bragos (Levan et al., 1964).

[11.3. Resultados

Nas espécies analisadas foram observados numeros dipléides bem distintos:
2n=34 em Ancistrus cuiabae, 2n=40 em Ancistrus sp 13, 2n= 42 nas quatro
populacdes de Ancistrus cf. dubius, 2n=44 em Ancistrus sp 08, 2n=50 em Ancistrus
sp 06, 2n=52 em Ancistrus sp 04 e 2n=54 em Ancistrus claro.

As Ag-RONs e a FISH com rDNA 18S evidenciaram marcagdes em apenas um
par de cromossomos em todas as espécies/populagdes de Ancistrus analisadas. No
entanto, ha uma variacdo interespecifica quanto ao cromossomo portador e a
posicao desses sitios entre as populagdes analisadas (tabela 05 e figuras 11, 12). A
localizacdo do rDNA 5S mostrou uma variagdo numérica entre as espécies: um
unico par cromossdmico marcado na espécie Ancistrus sp. 06; dois pares em
Ancistrus cuiabae, Ancistrus sp. 13 e Ancistrus sp 08 e; trés pares em Ancistrus cf.
dubius, Ancistrus sp. 04 e Ancistrus claro; além de uma variagao interespecifica

entre a morfologia e localizagao desses sitios marcado(s) (Tabela 05 e Figura 12).
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Com a utilizacao de duplo FISH, foi possivel observar que as espécies Ancistrus
cf. dubius, Ancistrus sp. 08, Ancistrus sp 06 e Ancistrus claro possuem um par de
cromossomos que apresenta sintenia dos sitios de rDNAs 18S e 5S, com variacdes
interespecificas quanto aos cromossomos portadores e a localizacao esses sitios.

Nas demais espécies, Ancistrus cuiabae, Ancistrus sp. 13 e Ancistrus sp 04 os
pares portadores de rDNA 18S e 5S sado independentes. Os resultados acima
descritos, além da tabela 05 e figura 12, foram esquematizados na forma de

idiograma na figura 13.

Tabela 05. Sitios de rDNA 5S e 18S e de AQRONSs, no género Ancistrus.

Espécie 2n Formula cariotipica Ag-RON 183 5S rDNA
rDNA
Ancistrus 34 A: 20m, 8sm, 6st; m,te; m, te; m, It;
cuiabae B: 19m, 8sm, 6st, 1a; alt a, It m, It
C: 18m, 8sm, 6st, 2a
Ancistrus sp. 40 30m, 6sm, 4st sm, te sm, te m, It;
13 m, It
Ancistrus. cf. 42 24m, 10sm, 8st sm, It sm, It m, pc;
dubius m, It;
sm, It
Ancistrus sp. 44 18m, 10sm, 16st/a sm, It sm, It m, pc;
08 sm, pc
Ancistrus sp. 50 18m, 10sm, 8st, 14a a, te a, te a, Te
06
Ancistrus sp. 52 16m, 8sm, 6st, 22a a, It a, It a, It;
04 a, It;
st, te
Ancistrus claro 54 14m, 8sm, 8st, 24a a, It a, It m, pc
a, It;

st, It;

Legendas: metacéntrico (m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st), acrocéntrico (a),

intersticial (It), terminal (te), pericentromérica (pc), numero dipldide (2n).
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Figura 11. Metafases em Giemsa convencional (a-g) e recorte dos
cromossomos portadores das regides organizadoras de nucléolos (a’-g’)
com impregnagéo pelo nitrato de Prata.

a) Ancistrus cuiabae, b) Ancistrus sp 13, c) Ancistrus cf dubius,

d) Ancistrus sp 08, e) Ancistrus sp 04, f) Ancistrus sp 08, g) Ancistrus
claro.
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a) Ancistrus cuiabae

C) A. cf dubius Ay cf dubivs .

h) A. claro

Figura 12. Metafases das sete espécies do género Ancistrus evidenciando os sitios
de rDNA 18S (verde) e 5S (rosa), todas com um par de cistrons ribossomais 18S
(a-h’); quatro com 58S sinténicos ao 18S (c, d, e, f, f', h, h’); trés com trés pares

de sitios 5S em distintos cromossomos (c, d, h, h’); quatro com dois pares de rDNA
5S em distintos cromossomos (a, b, b’, e, g, g') e apenas uma com um par de
cromossomos portador da regido 58 (f, f').
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a) 2n=34 b) 2n=40
Ancistrus cuiabae Ancistrus sp 13
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Figura 13. Idiograma dos cromossomos portadores de rDNA (a-g) 5S (rosa)
e 18S (verde);A, B, C) distintos citétipos do par portador do rDNA 18S;

h) provaveis fusdes e transposices responsaveis pela diversidade de tipos
de cromossomos marcados; *) possiveis cromossomos homedlogos.
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I11.4. Discussao

O tamanho das regides organizadoras de nucléolos pode variar em muitos
grupos de vertebrados, inclusive em peixes, e estas variagdes, possivelmente estao
relacionadas ao numero de copias derivadas de permutas desiguais dos
cromossomos homologos durante a meiose (Foresti et al., 1981). RONSs simples e
intersticiais parecem ser um carater primitivo nos Loricariidae, carater o qual é
mantido na maioria das espécies da tribo Ancistrini, como observado nos trabalhos
de Artoni & Bertollo (2001), Alves et al. (2003), Mariotto et al. (2004), Mariotto &
Miyazawa (2006), de Oliveira et al. (2006 e 2007), Mariotto et al. (submetido) e
presente estudo. Porém alguns grupos de peixes podem apresentar variagbes de
tamanho, numeros de cromossomos e posicdo das regides organizadoras de
nucléolos (Foresti et al., 1981; Moreira-Filho et al., 1984; Almeida-Toledo, 1985;
Galetti et al. 1985; Vicari et al., 2006).

Nos Loricariidae, as variagdes numéricas e/ou estruturais das RONs foram
verificadas em algumas espécies das subfamilias Upsilodinae e Neoplecostominae
(Kavalco et al., 2005), Hypoptopomatinae (Andreata et al., 1994), Loricariinae
(Giuliano-Caetano, 1998 e Kavalco et al., 2005), Hypostominae (Kavalco et al., 2005
e Mariotto et al., submetido).

RONs multiplas, na tribo Ancistrini, foram observadas em apenas trés espécies
de dois géneros: Peckoltia sp. 1., Peckoltia sp. 2. (Souza, 2003) e em Hemiancistrus
spilomma (de Oliveira et al., 2006). No entanto, nenhum registro de RONs multiplas
€ descrito para o género Ancistrus.

As sondas de rDNA 18S confirmaram os dados obtidos com impregnagéao por
nitrato de prata para as espécies aqui analisadas e evidenciaram a conservagao do
carater primitivo dos Loricariidae para este cistron no cromossomo, simples e
intersticial para a maioria das espécies.

Os resultados aqui obtidos permitem também inferir que as fusdes
cromossOmicas, como ja fora suposto para a tribo por Alves et al. (2003), devem ter
reduzido o numero dipldide de algumas das espécies. Além das fusdes, trocas
meiodticas desiguais, fissbes, transposigcbes e inversbes cromossOmicas s&o
hipoteses que devem ser consideradas neste taxon diversificado, porém estes

rearranjos ndo alteraram o numero de sitios dos genes ribossomais 45S. E provavel
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que estes sitios estejam protegidos de eventos meidticos que poderiam promover o
aparecimento de NORs multiplas no género.

No entanto, as provaveis fusdes cromossdmicas, transposi¢coes e as inversdes
pericéntricas poderiam ser responsaveis pela mudanga completa da regidao génica
458 para diferentes tipos de cromossomos, a partir de um citétipo ancestral.

Neste trabalho, a proposi¢cdo de um citétipo ancestral no género deve ser similar
ao apresentado pela espécie Ancistrus claro, com 2n=54 cromossomos e rDNA 5S
e 18S sinténicos, intersticiais num par de cromossomos acrocéntricos e outros dois
pares de cromossomos com sitios de rDNA 5S, um metacéntrico e outro
subtelocéntrico.

A analise da localizag&o dos sitios de rDNA 5S em espécies do género Ancistrus
mostraram variagdes no numero de sitios relativos a este gene e uma diversidade
de tipos cromossémicos onde estdo localizadas. A maioria estd na porgcao
intersticial do brago longo ou do bragco curto dos cromossomos, mas em alguns
casos, como em Ancistrus claro, Ancistrus cf dubius e Ancistrus sp 08, marcacdes
com rDNA 5S também sao verificadas na regido pericentromérica de um par de
metacéntricos grande e estes parecem ser homedlogos.

A prevaléncia de genes ribossomais 5S na posigao intersticial e pericentromérica
foi observada por Garcia & Moreira Filho (2008) e segundo Martins & Galetti Jr
(1999) a localizacédo intersticial destes genes pode estar relacionada a um maior
grau de protecdo das sequéncias de permutas e transposigdes, eventos freqlentes
na meiose.

Nos Ancistrus a variagdo de rDNA 5S pode estar relacionada a mecanismos
genéticos, como inversdes pericéntricas e permutas desiguais que, diferente dos
sitios ribossomais 18S, resultou na diversidade atual de numeros de pares e tipos
de cromossomos marcados com rDNA 5S e, provavelmente estas alteragdes, tém
sido favoraveis as diferentes espécies do género nos diversos habitats.

Em peixes da ordem Characiformes, de acordo com Martins & Galetti Jr (1999 e
2001) Born & Bertollo (2000), a ocorréncia de rDNA 5S esta, na maioria, na posi¢cao
intersticial de dois pares de cromossomos e geralmente ndo é sinténico ao rDNA
45S. Distintos rearranjos das regides ribossomais 5S também parecem ter
contribuido na evolugéo e diversificagcdo dos Anostomidae (Aguilar & Galetti Jr.,
2008).
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Hipoteses sobre a posicdo e evolugdo dos genes ribossomais 5S e 18S nos
cromossomos de espécies da ordem Siluriformes sao mais dificeis pela escassez
de dados em alguns poucos grupos de espécies.

Na familia Pimelodidae, alguns trabalhos utilizaram sondas rDNA 5S e 18S,
como Swarga (2003) que verificou marcagdes de rDNA 5S em trés espécies desta
familia e concluiu que estes genes se localizavam em cromossomos distintos dos
cromossomos da NOR. Carvalho & Dias (2007) verificaram a presenga de cistrons
ribossomais 18S na regido terminal do brago longo de um par de cromossomos
subtelocéntricos na espécie lheringichthys labrosus. Nesta mesma espécie o0s
genes 5S marcaram o brago longo de um par de cromossomos subtelo-
acrocéntrico.

Em analises de espécies das familias Pimelodidae e Pseudopimelodidae
Marques et al. (2008) observaram apenas um par de cromossomos marcados com
sondas rDNA 18S e um par com rDNA 5S em diferentes espécies de ambas as
familias.

Em Loricariidae, na espécie Harttia carvalhoi, sondas de rDNA 5S e 18S
evidenciaram um par de 18S sinténico ao 5S e outro par com uma marca de rDNA
5S menor (Centofante et al., 2006), porém esta espécie apresenta um sistema de
cromossomos sexuais multiplos o que sugere ter um citétipo derivado.

Estes dados de grupos proximos aos Ancistrini, como os Pimelodidae,
Pseudopimelodidae bem como outras espécies de Loricariidae, sugerem que o
rDNA 5S simples e em pares de cromossomos diferentes do rDNA 18S podem ser
uma plesiomorfia nos Siluriformes. Fenotipos com rDNA 5S multiplos e sinténicos
em outros Loricariidae, como em Harttia carvalhoi (Centofante et al., 2006) e
algumas espécies de Ancistrus (presente estudo), pode ser uma condigdo derivada
de transposig¢des desses sitios, ocorridas ao longo da evolugao. A posig¢ao terminal
dos genes rDNA 18S em algumas espécies nos Ancistrini pode indicar a
preservagao deste carater dos Siluriformes primitivos ou resultado dos rearranjos
cromossémicos acima citados.

Estes resultados diferem de espécies de outros grupos taxondmicos onde o
rDNA 458S é variavel mas as espécies mantém a estabilidade dos genes rDNA 58S,

como € o caso do complexo Astyanax scabripinnis (Mantovani et al., 2005) e de
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outras espécies do género Astyanax (Ferro et al., 2001; Almeida-Toledo et al.,
2002).

Cistrons de rDNA 5S heteromérfios em relagédo ao tamanho foram observados
em diversos grupos de peixes, como em espécies do género Parodon (Vicente et
al., 2001), Leporinus (Martins & Galetti, 1999) e Schizodon (Martins & Galetti, 2000).

Na familia Pimelodidae estas marcagbes com sondas rDNA 5S foram
observadas com menos intensidade de fluorescéncia em um dos dois pares de
cromossomos com estes cistrons na espécie Pimelodus fur e os autores acreditam
que isto esteja relacionado aos rearranjos cromossémicos e redugdo do numero
dipldide da espécie (Garcia & Moreira Filho, 2008). Em Loricariidae, na espécie
Harttia carvalhoi (Centofante et al., 2006) também se verificou cistrons menores de
rDNA 5S. Caso semelhante foi observado na espécie Ancistrus sp 13, que possui
dois pares de cromossomos com rDNA 5S, porém num dos pares a marcagao
fluorescente chega a parecer até seis vezes maior que o segundo par marcado. E
possivel que esta condi¢cdo seja derivada de duplicagdes génicas que ocorreram ao
longo da evolugao da espécie.

A proposicao de que o rDNA 5S e 18S sinténicos sao apomorfias no género
Ancistrus corrobora com outras analises em espécies com caracteristicas citotipicas
mais derivadas, como Ancistrus cf dubius e Ancistrus sp 08, onde ja foram
verificados cromossomos sexuais, numero dipldide reduzido e blocos expressivos
de heterocromatina constitutiva (Mariotto et al., 2004; Mariotto & Miyazawa, 2006).
Enquanto as espécies que mantém caracteristicas cromossémicas semelhantes as
consideradas mais ancestrais no grupo, como Ancistrus sp 04 com 2n=52
cromossomos, foram observados os cistrons para os dois genes em diferentes
pares, nao sinténicos, RONs simples e intersticiais e heterocromatina escassa
(presente estudo). As mesmas consideragcdes podem ser feitas, através desta
analise, para os genes rDNA 5S e 18S n&o sinténicos nas espécies Ancistrus
cuiabae com 2n=34 cromossomos, polimorfismo cromossémico e de rDNA 18S
(Mariotto et al., submetido) que parece também ter caracteristicas derivadas dentro
do grupo; e, Ancistrus sp 13 com 2n=40 cromossomos e heterocromatina

constitutiva em grandes blocos nos cromossomos (presente trabalho).
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7

A espécie Ancistrus sp 06 (2n=50), da Bacia Amazbnica, € a Unica que
apresentou a regiao ribossomal 5S com apenas um par de cromossomos marcados,
porém também apresenta 18S e 58S sinténicos, indicando, possivelmente a perda de
parte do brago curto do par ap6s a fusdo dos cromossomos portadores do rDNA.
Como nao foram localizados trabalhos com sondas rDNA 5S e 18S em espécies de
Loricariidae na bacia Amazbnica e Araguaia-Tocantins ndo €& possivel fazer
comparacgdes destas analises entre as bacias hidrograficas.

Porém, entre as espécies da bacia do Paraguai parece haver uma grande
plasticidade cromossdmica e a diversidade dos tipos de cromossomos com cistrons
ribossomais 5S e 18S no género Ancistrus fundamentam o alto grau de
diversificagao cariotipica neste taxon.

Os resultados aqui apresentados mostram uma diversidade dos cromossomos
marcados com rDNA 18S e 5S para espécies do género Ancistrus. Mesmo em
relacdo ao marcador de rDNA 18S, considerado conservado, em um unico par de
cromossomos e de localizacéo intersticial, na maioria, foram observadas variacdes
de localizagdes de sitios nos distintos tipos de cromossomos. A diversidade maior,
com variagcbes de numero e localizagdes de sitios foram visualizadas para o
marcador de rDNA 5S, em alguns casos ocorrendo em sintenia com o rDNA 18S.

Alteragdes estruturais como inversdes pericéntricas e fusdes sdo as hipdteses
mais provaveis para explicar a variagdo encontrada nos rDNAs 5S e 18S nas
espécies estudadas no género Ancistrus. Estes resultados corroboram com as
hipéteses para explicar a diversidade e evolugao cariotipica neste grupo especioso
dos Loricariidae. Podem ainda, auxiliar com relacdo a biogeografia do grupo e
contribuir como marcadores citotaxondmicos dentro da tribo Ancistrini, a qual ainda
apresenta taxonomia confusa pela extrema diversidade de formas e com variacdes

geograficas acentuadas.



[11.5. Referéncias bibliogréaficas

As referencias bibliograficas deste capitulo estdo no final da tese.
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Capitulo IV:

Diversidade e evolucdo cromossdmica no género Ancistrus
(Loricariidae, Ancistrini) das trés bacias hidrogréaficas do Estado do

Mato Grosso, Brasil.

Sandra Mariotto' Liano Centofante? Orlando Moreira Filho'

1-Universidade Federal de Sao Carlos, Programa de Pds-Graduagcao em Genética e
Evolugao (PPGGEVv).
2-Universidade Federal do Mato Grosso, Instituto de Biociéncias, Laboratério de

Citogenética e Genética Animal.

IV.1l.Introducéao

O género Ancistrus tem o segundo maior numero de espécies dentre todos os
Loricariidae, com um total de 59 espécies descritas até o presente, perdendo
apenas para o género Hypostomus (Ferraris, 2007). As espécies deste género sao
consideradas mais derivadas, que as pertencentes aos outros 28 géneros
conhecidos da tribo Ancistrini, grupo irm&o da tribo Pterygoplichthini (Armbruster,
1997 e 2004).

Os Ancistrus sao peixes de pequeno porte, até 15 cm de comprimento, corpo
largo e deprimido, coberto de placas dérmicas, focinho liso e algumas espécies com
tentaculos cutédneos longos e numerosos (Burgess, 1989).

As caracteristicas cromossdmicas do género tém surpreendido pela diversidade
cariotipica, presenga de sistemas de cromossomos sexuais simples e multiplos e
polimorfismo cromossémico (Mariotto et al, 2004; Mariotto & miyazawa, 2006; de
Oliveira et al, 2008; Mariotto et al, submetido). Mesmo assim, o numero de espécies
com analises citogenéticas chega somente a cerca de 10% na tribo Ancistrini e

corresponde a cerca de 20% no género Ancistrus.
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Rearranjos cromossOmicos, como fusdes, inversdes pericéntricas e
paracéntricas, acumulo de heterocromatina constitutiva e/ou translocagées foram
importantes na evolugao cariotipica e diversificagado de alguns grupos de peixes de
agua doce da regido neotropical (Giuliano-Caetano, 1998; Artoni & Bertollo, 1999;
Kavalco et al.,, 2005). Segundo Alves et al. (2003) e de Oliveira (2006), ha um
predominio das fusdes céntricas nos rearranjos cromossdmicos no género Ancistrus
e uma tendéncia evolutiva para a redugcdo do numero dipldide neste taxon.
Entretanto, outros rearranjos tais como, inversdes pericéntricas e acumulo de
heterocromatina constitutiva demonstram a importancia na diversificagao
cromossOmica e contribuem para a compreensao da evolugao cariotipica dos
loricarideos.

Neste trabalho, as analises feitas em 10 espécies de diferentes populagdes no
género Ancistrus, serdo discutidas e comparadas de acordo com a distribuigdo

geografica das mesmas.

IV.2. Materiais e métodos

As analises citogenéticas foram realizadas em 147 exemplares de dez
populagcdes de diferentes espécies (fig. 14 e tabela 06), das trés bacias
hidrograficas do estado do Mato Grosso: Bacia do Paraguai, Araguaia-Tocantins e
Bacia Amazoénica (fig.14). Exemplares testemunhos das espécies identificadas
tabela 06 com asteriscos estdo depositados no laboratério de Citogenética e
Genética Animal da UFMT. Exemplares testemunhos das demais espécies foram
depositadas no museu da PUC/RS e identificadas por Alexandre Cardoso e Tiago
Carvalho, sendo que a maioria sdo novas (sp) para a ciéncia e aguardam por
descricdo taxond6mica. As localidades foram georeferenciadas de acordo com o
mapa 13geo do Ministério do Meio Ambiente (MMA), conforme a tabela 06.

As técnicas de citogenética convencional utilizadas foram: para a obtencdo de
cromossomos mitéticos por Bertollo et al. (1978); para visualizar as regides
heterocromaticas (Banda C) foi utilizada a técnica de Sumner (1972); para analise
das regides organizadoras de nucléolos (RONs) com o uso de Nitrato de Prata
(Howell & Black, 1980).
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Depois de fotografados com camera digital com resolugdo 8.1 Mp em

microscopia de campo claro, os cromossomos das melhores metafases foram

recortados e pareados no programa Adobe Photoshop 7.0, seguindo a ordem de

tamanho e posi¢cdo do centrébmero, em quatro distintos grupos: metacéntrico (m),

submetacéntrico (SM), subtelocentric (st) e acrocéntrico (a) conforme Levan et al.

(1964).

Tabela 06. Espécies de Ancistrus analisadas com as

hidrograficas e localizagdo aproximada de acordo com o Igeo/MMA.

respectivas bacias

Sistema
Hidrografico

Espécie

Numero
machos (M)

e fémeas (F)

Local/Municipio

Latitude e
Longitude

aproximados

Bacia do

Paraguai

Bacia

Amazbnica

Bacia
Araguaia/

Tocantins

Ancistrus sp 10

Ancistrus sp 11

Ancistrus sp 12

Ancistrus claro
Ancistrus sp 03

Ancistrus sp 01

Ancistrus sp 04

Ancistrus sp 06

Ancistrus

tombador

Ancistrus sp 13

06 MeO4F

03Me 06 F

05Me06 F

1MMe10F

06 Me 06 F

06 MO7 F

12M15F

9MeO5F

08MeO5F

1MMeO6F

A. Rio Vermelho/

Rondondépolis

B. Cérrego /Caceres

C. Cérrego Santa Cruz/

Cuiaba

D. Rio Coxipd/

Chapada dos Guimaraes

E. Cérrego Pari /Cuiaba

F. Corrego Pipa/

Serra de Sao Vicente

G. Corrego Sao José e

Rio Sepotuba/Tangara
da Serra
H. Rio Matrixa/

Nova Monte Verde

I. Rio Preto/Diamantino

J. Corrego Salgadinho/

Nova Xavantina

16°28’39"S
54°35'3"W
16°3'33"S

57°40'33"W

15°36° S 56° 03° W

15°21’ S 55°57' W
15°36’ S 56°12' W

15°41’S 55°29' W

14°33’ S 57°24' W e

14°41’ S 57°48’" W

10°3’'7"S 57°36'27"W

15°2°12"S
56°13’33" W
14°40'14"S
52°21°50"W
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IV.3. Resultados

As espécies de diferentes populagdes foram analisadas e evidenciaram numeros
dipldides bastante diversificados, de 2n=40 a 2n=54, além da diversidade na
féormula cariotipica das distintas espécies. O numero Fundamental verificado foi de
NF=80 a 86. As diferengcas no numero dipléide, férmula cariotipica, bandamento C e

posicao das regides organizadores de nucléolos estdo expostos na tabela 07.

Tabela 07. Dados cariotipicos nas por espécies de Ancistrus analisadas, em ordem

crescente do numero dipldide:

o Férmula Par Variagdes
Espécie Local 2n NF o
cariotipica AgRON observadas
Ancistrus claro, D.E.F 54 84 14m, 8sm, 8st, 24a 21°a
A.sp0lespO03
Ancistrus sp 04 G. 52 82 16m, 8sm, 6st, 22a 23°a
Ancistrus sp 06 H. 50 86  18m, 10sm, 8st, 14a 21°a
Ancistrus tombador l. 50 84  14m, 12sm, 8st, 16a 20> a
Ancistrus sp 10 A. 42 82  22m, 14sm, 4st, 2a 5 m Cromossomos
sexuais ZZ/ZW
Ancistrus sp 11 B. 42 84  24m, 12sm, 6st 15° sm Cromossomos
sexuais XX/XY
Ancistrus sp 12 C. 42 84  28m, 10sm, 4st 5°m Polimorfismo
cromossémico e
heterocromatico
Polimorfismo
Ancistrus sp 13 J. 40 80 30m, 6sm, 4st 18° sm heterocromatico

Legendas: A-J= locais de coleta, conforme a tabela 06; 2n= nidmero cromossdmico dipléide;
NF= numero fundamental; m= metacéntrico, sm= submetacéntrico, st= subtelocéntrico,

a= acrocéntricoregides; AQRONs= organizadoras de nucléolos.
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Além das variagdes apresentadas na tabela 07, os espécimes das populacdes
dos locais D. E. F. G. H. e |. possuem pouca heterocromatina constitutiva, com
blocos pequenos e palidos nas regides intersticiais e pericentroméricas de alguns
cromossomos. Somente no par portador das RONs, em algumas metafases, é
possivel verificar blocos de heterocromatina mais corados. Estas populagdes nao
apresentaram diferencas citogenéticas entre machos e fémeas, tanto em relagao
aos pequenos blocos heterocromaticos quanto a féormula cariotipica. O Unico
polimorfismo comum, intra-individual, € em relacdo ao tamanho das RONs, que
mostrou marcagcdes maiores € menores quando submetidas ao nitrato de prata,
porém as RONs sdo simples para todas as espécies com sitios ribossomais
intersticiais e terminais (Fig. 15, 16, 17, 18 e 19). Além da dificuldade na obtencéo
de boas metafases em algumas espécies, nas espécies que possuem 2n=54 foram
observados cromossomos acrocéntricos muito pequenos se comparados com 0s
cromossomos maiores € na maioria das metafases estes ficaram sobrepostos
dificultando melhores analises. A heterocromatina constitutiva escassa, com blocos
diminutos e geralmente palidos, quando submetidos a banda C inviabilizou a
montagem de cariétipos a partir desta técnica em algumas espécies.

Os espécimes das populagdes dos locais A. B. C.e J., porém, mostram-se
bastante diversificados quanto aos padrdes de heterocromatina constitutiva e
férmula cariotipica, com blocos bem expressivos e numero dipléide mais reduzido
(fig. 20, 21, 22 e 23). Nessas populagdes foram observados citétipos bem distintos
em Ancistrus sp 12 e Ancistrus sp 13 e entre machos e fémeas de Ancistrus sp 10 e
Ancistrus sp 11. Nos espécimes da populagdo J., em alguns exemplares, um
grande cromossomo subtelocéntrico mostrou-se com o brago longo quase
totalmente heterocromatico (fig.23) enquanto seu homélogo apresenta o bloco
heterocromatico menor. Ja em Ancistrus sp 12 (fig. 22) foi também observado um
cromossomo subtelocéntrico grande com o brago longo quase totalmente
heterocromatico, mas seu homologo, além de eucromatico € bem menor. Em outros
exemplares da espécie as metafases mostraram-se com um par de subtelocéntricos
muito similares (fig. 22, ¢’), no entanto, o niumero de espécimes analisados e os
resultados de banda C ndo permitem concluir se é um caso de polimorfismo

intrapopulacional ou cromossomos sexuais.
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Na espécie Ancistrus sp 10 foi verificado, nas fémeas, um par de cromossomos
acrocéntricos  distintos, um deles quase totalmente heterocromatico e seu
homdlogo, menor, eucromatico. Por sua vez, nos machos foi encontrado um par de
acrocéntricos grandes, bastante similares, com blocos expressivos de
heterocromatina constitutiva, indicando tratar-se de um sistema de cromossomos
sexuais simples do tipo ZZ/ZW (fig. 20).

Na espécie Ancistrus sp 11, as fémeas apresentaram um par de cromossomos
subtelocéntricos similares com grande quantidade de heterocromatina constitutiva,
enquanto que os machos apresentaram um par subtelocéntrico diferenciado, onde
um dos cromossomos € idéntico ao observado para as fémeas e o outro
cromossomo é quase totalmente eucromatico e bem menor em tamanho (fig. 21),

indicando um provavel sistema de cromossomos sexuais XX/XY.
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Figura17. Cari6tipo de macho a) e fémea c) em Giemsa de Ancistrus sp 06, do Rio
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que marcam com AgNOR.Em recorte, par 21 com NORs.
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IV.4. Discussao

A divergéncia evolutiva dos cromossomos dos Ancistrus € maior que dos demais
representantes, em geral, da familia Loricariidae e difere de outros géneros da tribo
Ancistrini até aqui analisadas. Os Ancistrus apresentam evolugado cariotipica
bastante divergente, que contrasta com outras espécies da tribo, como as espécies
dos géneros Baryancistrus, Peckoltia, Hemiancistrus, Panaque, Parancistrus e
Lasiancistrus (Artoni & Bertollo, 2001; Souza, 2003; de Oliveira et al., 2006 e
presente estudo); também difere de espécies de grupos taxondmicos proximos,
como a maioria das espécies analisadas da subfamilia Hypoptopomatinae
(Andreata et al., 1992, 1993, 2006) e da tribo Pterygoplichthini (Alves et al., 2006).

No género Ancistrus foram descritas diversas espécies até o presente, sendo o
género no qual encontramos populagdes com o menor numero diplodide da tribo
Ancistrini, presenga de cinco dos sete diferentes sistemas de cromossomos sexuais
em peixes de agua doce, polimorfismos quanto a forma dos cromossomos e
polimorfismos estruturais do rDNA 18S (Mariotto et al., 2004, Mariotto e Miyazawa
2006, de Oliveira et al., 2008 e Mariotto et al., submetido).

Das 05 populagdes do género Ancistrus com analises citogenéticas, proximas a
regidao do Pantanal, em 04 foram verificados heteromorfismos cromossémicos e
heterocromaticos, com cromossomos sexuais dos tipos XX/XY e ZZ/ZW (Mariotto et
al., 2004 e Mariotto & Miyazawa, 2006). Além do género Ancistrus, outros géneros
de Loricariidae apresentaram cromossomos sexuais, como Hypostomus (Michele et
al., 1977 e Artoni et al., 1998), Microlepdogaster e Pseudotocinclus (Andreata et
al., 1992, 1993), Loricariichthys (Scavone & Julio Jr., 1995), Hemiancistrus (de
Oliveira et al., 2006) e Harttia (Centofante et al., 2006).

Neste trabalho, pelo menos duas populagdes indicam heteromorfismos de
cromossomos sexuais; na espécie Ancistrus sp 10, de Rondondpolis, do tipo ZZ/ZW
€ na espécie Ancistrus sp 11, de Caceres, do tipo XX/XY. Nestes dois casos e no
caso do complexo de espécies Ancistrus cf dubius (Mariotto et al., 2004; Mariotto &
Miyazawa, 2006) a heterocromatinizagdo de um dos cromossomos do par
heteromoérfico parece ter sido importante na fixacdo dos sistemas de cromossomos
sexuais verificados em Ancistrus da bacia do Paraguai. Segundo Artoni & Bertollo

(1999) e Almeida-Toledo et al. (2001) o acumulo de heterocromatina constitutiva e
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as mudancas relativas a sua distribuicdo nos cromossomos podem favorecer o
heteromorfismo cromossdmico e estdo associadas a origem dos cromossomos
sexuais em peixes. No entanto, em algumas espécies do género Ancistrus, a
origem dos cromossomos sexuais parece nao ter relacdo com a heterocromatina
constitutiva, como verificado para espécies deste género da bacia Amazénica (de
Oliveira et al., 2008).

No presente estudo, as espécies analisadas provenientes de localidades com
altitudes mais elevadas diferem das que estdo nos locais com menores altitudes
elou regides que recebem sedimentos freqientemente. Os citotipos das espécies
com 2n=50, 52 e 54 cromossomos (figuras 15 a 19) estdo em areas mais elevadas,
em relagdo as demais, como rios e corregos de Tangara da Serra, Serra de Sao
Vicente, Chapada dos Guimaraes e pequenos afluentes da Bacia Amazbnica ao
norte do estado do Mato Grosso; que sao consideradas areas geomorfolégicas mais
antigas do que a Depressao Cuiabana e a regido proxima a Nova Xavantina (ver
Ribeiro, 2006). Na Baixada Cuiabana, Nova Xavantina e Pantanal, locais com maior
possibilidade de sedimentacdo, ocorrem as espécies com 2n=34, 40 e 2n=42
cromossomos. Provavelmente, as espécies com numeros dipldides mais elevados,
2n=50 a 2n=54, com heterocromatina escassa e sem heteromorfismos intra-
especificos, sdo as que apresentaram fendtipos mais plesiomérficos no género
Ancistrus.

Em geral, as espécies da bacia Amazénica apresentam padrdes considerados
evolutivamente mais conservados se comparadas com as espécies da bacia do
Paraguai. Apesar do esforgco de coleta na bacia do Paraguai, até o presente,
somente espécies do género Ancistrus foram encontradas. Este € mais um fator
que contribui na hip6tese de adaptabilidade cariotipica desse género nos distintos
habitats, em locais que se modificam constantemente (o Pantanal, por exemplo) e
na sua plasticidade evolutiva.

Os mecanismos de fusdes, inversdes pericéntricas, transposicdes e acumulo de
heterocromatina constitutiva foram, provavelmente, os principais fatores para a
origem dos caridtipos derivados com cromossomos sexuais e polimorfismos. As
hipéteses de fusbes cromossémicas e inversdes pericéntricas, especialmente, se
fundamentam no numero fundamental (NF) verificado, o qual foi igual (NF=84) em

seis das dez espécies analisadas, especialmente se considerarmos espécies com
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diferengcas marcantes cromossomicamente, como em Ancistrus claro (2n=54) e
Ancistrus sp 11 (2n=42).

E provavel que as alteragdes cariotipicas, uma vez fixadas nas espécies e
populacdes deste género, tenham favorecido a manutengado das espécies e sua
ampla distribuicdo, pois € o género com 0 maior numero de espécies e 0 mais
facilmente encontrado, inclusive em habitats distintos das demais, como € o caso
dos Ancistrus cuiabae recentemente analisados por Mariotto et al. (submetido). As
apomorfias cromossémicas verificadas no género Ancistrus remetem as hipoteses
de que as espeécies deste género suportam melhor variagdes ambientais e que as
espéecies que ocupam habitats de serras e cabeceiras parecem manter os fenotipos
cromossémicos mais primitivos para o género.

A hipotese de fixacdo de modificagcbes genéticas em populagbes pequenas e
com baixa vagilidade (Oliveira et al., 1988), que é tipico para a maioria dos
Loricariidae, € mais uma vez confirmada com estes resultados nas espécies do
género Ancistrus. Também o numero dipldide basal de 2n=54 cromossomos
proposto para os Loricaridae (Andreata et al.,, 1994), parece corroborar na
inferéncia de um cariétipo ancestral de 2n=54 cromossomos para a tribo Ancistrini,
verificado nas analises citogenéticas de diversas espécies, especialmente nas que
se mostram melhor conservados cromossomicamente dentre os Loricariidae, como
€ o0 caso dos Hypoptopomatinae e Pterygoplichthini, taxons filogeneticamente
proximos a Ancistrini.

Também a filogenia proposta por Armbruster (1997 e 2004), considerando o
género Ancistrus mais derivado, se confirma com estes resultados de citogenética,
pois € neste género que observamos as maiores divergéncias cariotipicas, em
relagdo a estrutura cromossémica e ao numero dipldide que propiciaram a
diversidade cariotipica dentre os demais Ancistrini.

Anadlises de outras espécies, que estdo distribuidas em diversos locais de
diferentes bacias hidrograficas evidenciaram um numero dipldide de 2n=52
cromossomos, proximo ao sugerido como numero dipldide ancestral, como
verificado nos trabalhos com as espécies Hemiancistrus sp e Panaque cf.
nigrolineatus (Artoni & Bertollo, 2001), Ancistrus multispinnis (Alves et al., 2003),

Baryancistrus aff niveatus (Souza et al., 2004) e Hemiancistrus spilomma (de
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Oliveira et al., 2007), os quais também contribuem para a compreensao da
biogeografia da tribo Ancistrini.

Tanto nas espécies de Ancistrus que apresentam cromossomos sexuais
multiplos (de Oliveira et al., 2008), da bacia Amazdnica, quanto naquelas em que
foram verificados cromossomos sexuais simples (Mariotto et al., 2004; Mariotto &
Miyazawa, 2006; de oliveira et al., 2006, 2007 e presente estudo) se pode perceber
que, dependendo da espécie e localidade, ndo ha por enquanto, um padrio fixo dos
tipos de cromossomos sexuais e heterogametia no género Ancistrus, o que
confirma a recorréncia e o carater homoplasico para a presengca de cromossomos
sexuais na tribo Ancistrini.

As espécies da bacia do Paraguai parecem ter uma tendéncia ao
heteromorfismo heterocromatico e nas espécies que foram observados
cromossomos sexuais, até o presente, estes sado dos tipos subtelocéntricos e
acrocéntricos.

As regides organizadoras de nucléolos (RONs), nos Ancistrus, se apresenta
bem conservada, com marcacbes simples em todas as espécies até aqui
analisadas (Mariotto et al., 2004; Mariotto e Miyazawa, 2006; de Oliveira et al., 2008
e Mariotto et al.,, submetido e presente estudo) e nenhum caso de marcagdes
multiplas no género. Os poucos casos de NORs multiplas foram encontrados em
outros géneros e espécies da tribo Ancistrini como em Peckoltia sp. 1 e sp. 2
(Souza, 2003) e Hemiancistrus spilomma (de Oliveira et al., 2006).

A variagdo mais comum que foi verificada nesse e em trabalhos anteriores é
quanto ao tamanho da regido do rDNA 45S, que, além de observado com
impregnacgao de nitrato de prata também foi possivel confirmar com a técnica de
hibridagao in situ fluorescente (presente estudo) como possiveis consequéncias de
duplicagdes in tandem, em apenas um dos cromossomos. Porém, sondas de rDNA
18S em sete espécies do género Ancistrus que evidenciaram apenas um par
marcado foram observadas em diferentes tipos de cromossomos nas distintas
espécies, o que reforca a hipétese dos rearranjos cromossdémicos por fusdes e
inversdes pericéntricas no género.

Alguns autores como Hsu et al. (1975) consideram RONs simples uma
plesiomorfia. RONs simples e na posicéo intersticial &, provavelmente, primitiva nos

Ancistrini, de acordo com resultados nos trabalhos de Artoni & Bertollo (2001),
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Alves et al. (2003), Mariotto et al. (2004), Mariotto & Miyazawa (2006), de Oliveira et
al. (2006 e 2007), Mariotto et al. (submetido) e presente estudo. Porém, em
algumas espécies as RONs sdo observadas na posi¢ao terminal dos cromossomos,
como pode ser verificado em Ancistrus n.sp. 2 e Ancistrus multispinnis (Alves et al.,
2003); Hemiancistrus spinosissimus (de Oliveira et al., 2006); Ancistrus sp.
“Piagucgu”, Ancistrus sp. 1 “Balbina”, Ancistrus sp. 2 “Barcelos” (de Oliveira et al.,
2007); Ancistrus sp 06, Ancistrus tombador, Lasiancistrus cf schomburgkii e
Lasiancistrus sp 1 (presente estudo). E bastante provavel que a diferenca de
tamanho das RONSs, verificadas em diversas espécies da tribo Ancistrini em seja
uma caracteristica comum da familia Loricariidae.

O numero reduzido de exemplares e a ocorréncia de um caso de polimorfismo
cromossOmico na espécie Ancistrus cuiabae (Mariotto et al., submetido) nao
permitem dar como encerrada a discussao em relagédo ao polimorfismo verificado na
espécie Ancistrus sp 12 e sobre a possibilidade de ocorréncia de cromossomos
sexuais. Serdo necessarias analises meiodticas e ampliagdo destes dados para
melhor compreender e inferir sobre a evolugao cromossémica nesta e nas demais
especies, tendo em vista a diversidade de variagcdes cromossémicas verificadas no
género.

Além das fusdes céntricas sugeridas para os Ancistrini (Alves et al., 2003), as
inversbes cromossOmicas e acumulo de heterocromatina constitutiva tém sido
verificados como mecanismos de diversificagdo do género Ancistrus, tanto na
reducdo do numero dipldide quanto na evolucdo de cromossomos distintos em
sexos diferentes que originaram sistemas de cromossomos sexuais e polimorfismos
de cromossomos, bem como polimorfismos na distribuicdo da heterocromatina
constitutiva nos cromossomos homaologos (op.cit.).

Portanto, com base nesses resultados e comparando-se com os trabalhos
realizados anteriormente, € possivel que o caridtipo das espécies do género
Ancistrus mais primitivas seja de 2n=54 cromossomos, bem como para a tribo
Ancistrini. As RONs simples e intersticiais e a heterocromatina escassa nos citotipos
de algumas espécies embasam esta hipotese que depende da expansido dos
estudos, tanto em diversidade de espécies e locais quanto das técnicas utilizadas

para que se possa compreender melhor a evolugao e filogenia da tribo Ancistrini.
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O intenso processo de diversificagdo na macroestrutura cariotipica, privilegiando
eventos estruturais de fusdo céntrica, acompanham a magnitude do numero de

espécies deste género em relagdo aos demais Ancistrini.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As espécies do género Ancistrus apresentaram uma grande diversidade
cariotipica e numeros diploides de 2n=34 a 2n=54 cromossomos, com algumas
espécies que parecem manter caracteristicas cromossémicas préoximas umas
das outras como a redugcdo do numero dipléide e a presenca de blocos
heterocromaticos mais expressivos.

A presenca de polimorfismos cromossémicos, heterocromaticos e de rDNA
devem ser decorrentes de inversbes pericéntricas, permutas meidticas
desiguais, transposi¢des e duplicagdes génicas.

Todas as espécies apresentaram DNA ribossémico 18S em apenas um par de
cromossomos, mas em diferentes tipos de cromossomos. E provavel que estas
variagbes do par cromossOmico sejam resultados de diversos rearranjos que
mudaram a férmula cariotipica enquanto que estas regides génicas mantiveram
um sistema simples inalterado.

As regides ribossomais 5S, ao contrario das regides 18S, devem ter sido
expostas a rearranjos que resultaram na diversidade de tipos de cromossomos
portadores destes cistrons ribossomais, assim como na sua variagdo numérica.
Os resultados da banda C nas espécies com numero dipléide 2n=50 a 54
cromossomos foi, tecnicamente, insatisfatério, isto se deve, provavelmente a

uma caracteristica peculiar da heterocromatina nestas espécies.
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As espécies do género Lasiancistrus mantém caracteristicas proximas aos
demais géneros de Ancistrini, corroborando assim, que o cariotipo ancestral
deve ser de 2n=54 cromossomos na tribo Ancistrini.

As espécies que indicam ser portadoras de cromossomos sexuais se
assemelham morfologicamente as demais aqui analisadas, mas diferem
citogeneticamente. E possivel que estes cromossomos tenham se originado de
forma independente, homoplasias, nessas populagdes alopatricas.

As espécies com os menores numeros dipléides e encontradas na bacia no
Paraguai sdao as que apresentaram maior diversidade citogenética com
polimorfismos e cromossomos sexuais. Estas apomorfias, provavelmente, se
originaram de fusdes e inversoes.

A frequéncia de Ancistrus sp 03 (2n=54), simpatrica com Ancistrus cf dubius
(2n=42), é baixa; o mesmo ocorre com Ancistrus cf dubius, em simpatria com
Ancistrus claro (2n=54), indicando uma provavel adaptabilidade/viabilidade
diferencial em relagao a altitude. Esta hipotese é corroborada pela ocorréncia de
Ancistrus sp 01 (2n=54), com cariétipo similar a Ancistrus claro, num habitat de
maior altitude, e também, pela auséncia de espécies com numero dipldide
reduzido nos corregos das serras.

Todas as hipdteses e observacdes, aqui colocadas, deverdo ser testadas em
estudos posteriores, abrangendo analises meidticas, de mtDNA e o uso de

outras ferramentas complementares.
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