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“Tenho a impressão de ter sido uma criança brincando à 

beira-mar, divertindo-me em descobrir uma pedrinha mais 

lisa ou uma concha mais bonita que as outras, enquanto o 

imenso oceano da verdade continua misterioso diante de 

meus olhos”. (Isaac Newton) 
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RESUMO 

Crenicichla é o maior gênero entre os ciclídeos neotropicais com 86 espécies válidas e 

distribuição geográfica ao longo de toda América do Sul, com ocorrência na Amazônia, 

Guianas e rio da Prata na Argentina. A taxonomia das espécies deste gênero é de difícil 

descrição, principalmente devido a grande semelhança entre elas, especialmente entre os 

indivíduos juvenis. Visando encontrar marcadores citotaxonômicos e compreender a dinâmica 

evolutiva deste gênero analisamos as espécies: Crenicichla johanna (duas populações, 

Abaetetuba e Cametá, Pará), Crenicichla saxatilis (Bragança-PA), Crenicichla regani (Jejú-

PA) e Crenicichla sp. “Xingu I” (Altamira-PA). Preparações cromossômicas foram submetidas 

às técnicas de coloração com Giemsa 5%, bandeamento C, AgNOR e FISH com sondas de 

sequência telomérica (TTAGGG)n, DNA ribossômico 18S e 5S e elementos de transposição 

Mariner e Rex1. Realizou-se fiber-FISH em algumas amostras com co-localização de DNAs 

repetitivos. As espécies analisadas possuem 2n=48, mas diferem quanto à fórmula cariotípica. 

Heterocromatina constitutiva pode ser observada tanto na região pericentromérica quanto em 

regiões terminais e intersticiais. Um par de cromossomos portadores de sítios rDNA 18S foi 

observado na maioria das espécies, com exceção de C. johanna, em que foi registrada uma 

grande variação interpopulacional em relação a posição e quantidade de clusters no cariótipo, 

com presença de 6 sítios na população de Abaetetuba e 3 sítios na população de Cametá, e 

apresentando colocalização de sequencias teloméricas e rDNA 18S. Apesar do grande número 

de marcações rDNA 18S observado em C. johanna a AgNOR ativa é simples em todas as 

espécies. Neste último caso, fiber-FISH mostrou que as sequencias telômero-18S rDNA estão 

dispostas de forma intercalada. FISH com sonda de sequência telomérica evidenciou ITSs 

(sequencias teloméricas intersticiais) em C. johanna e C saxatilis. Os cariótipos das quatro 

espécies apresentaram rDNA 5S na região intersticial de um par acrocêntrico. Em todas elas, 

os elementos de transposição Mariner e Rex1 apresentaram-se dispersos com um cluster de 

Mariner na região intersticial do braço curto do par 1 em Crenicichla saxatilis. Este estudo 

mostrou que apesar de apresentar 2n altamente conservado, as espécies do gênero Crenicichla 

possuem muitas diferenças microestruturais no cariótipo, tanto a nível interespecífico quanto 

intraespecífico. Existe associação de sequenciais de DNAs repetitivos nas duas populações de 

Crenicichla johanna e em Crenicichla saxatilis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1. 1. A FAMÍLIA CICHLIDAE 

A família Cichlidae (Perciformes) é um dos grupos de peixes de água doce mais 

diversificado do mundo. Constitui-se de 1.300 espécies (com estimativa de 2000) sendo 

considerada a quarta maior família pertencente ao subfilo dos vertebrados (Kullander 1998). 

Sua distribuição geográfica abrange o continente africano (com o maior número de espécies), 

o Oriente médio (Iran e Síria), o sul da Índia e do Sri Lanka, as ilhas de Madagascar, Cuba e 

Hispaniola e as Américas Norte, Central e do Sul (KULLANDER, 1998, 2003; 

CHAKRABARTY, 2004) (Figura 1).  

 

 

Na América do Sul são conhecidas aproximadamente 291 espécies, distribuídas em 

39 gêneros, sendo um grande número delas encontradas na Amazônia, possuindo grande 

importância na alimentação e no comercio de peixes ornamentais (Chao 1995; Kullander 2003). 

 

Figura 1: Distribuição mundial de Cichlidae segundo Sparks (2001). 
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Os peixes desta família podem ser encontrados em diferentes habitats, dentre os 

quais, igarapés, margens de rios, florestas alagadas, lagos e locais rochosos, tendo preferência 

por ambientes lênticos, existindo algumas espécies adaptadas a ambientes lóticos (LOWE-

MCCONNELL, 1991; KULLANDER, 2003). 

 São animais territorialistas que apresentam um notável cuidado parental, e 

alimentam-se, na maioria das vezes, de pequenos invertebrados e vegetais, apesar de alguns 

grupos se alimentarem de outros peixes e de plâncton (Kullander 2003). 

A família Cichlidae é monofilética, sendo subdividida em 4 subfamílias: Etroplinae 

(India e Madagascar), Ptychochrominae (madagascar), Cichlinae (região neotropical) e 

Pseudocrenilabrinae (Africa). Os ciclídeos africanos e neotropicais são considerados 

monofiléticos e grupos irmãos (SPARKS et al., 2004). A subfamília Cichlinae, representada 

pelos ciclídeos neotropicais, possui uma filogenia com base em dados moleculares, adotando 7 

tribos: Cichlini, Retroculini, Astronotini, Chaetobranchini, Geophagini, Cichlasomatini, 

Heroini (SMITH et al., 2008). A representatividade da tribo Geophagini é restrita a América do 

Sul e sul do Panamá, inclui cerca de 18 gêneros e 250 espécies (LÓPEZ-FERNÁNDEZ et al., 

2005a; LÓPEZ-FERNÁNDEZ et al., 2005b). Nesta tribo encontra-se o gênero Crenicichla, o 

mais rico em número de espécies entre os ciclídeos neotropicais.  

O interesse pelos ciclídeos como objeto de estudo vem crescendo ao longo dos anos, 

principalmente devido sua rápida radiação adaptativa, o que os torna modelos para estudos 

evolutivos GENNER et al. 2007; FERREIRA et al. 2010).  
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1. 2. O GÊNERO Crenicichla  

O gênero Crenicichla, pertencente à subfamília Cichlinae e à tribo Geophagini, é 

considerado o maior entre os ciclídeos neotropicais com 86 espécies válidas (KULLANDER, 

2003; CASCIOTTA et al., 2010; PIÁLEK et al., 2010; KULLANDER&LUCENA, 2013). As 

espécies deste gênero são conhecidas popularmente no Brasil, como “Jacundás”, “joaninhas” e 

“peixes-sabão”. Sua ampla distribuição abrange quase todas as bacias hidrográficas a leste da 

cordilheira dos Andes, desde as drenagens costeiras da Venezuela e Guianas até o rio da Prata 

na Argentina (KULLANDER, 1982). Este gênero apresenta uma grande variação morfológica 

e variados graus de especialização para cada ambiente (corredeiras, lagos, remansos, 

cachoeiras, etc.) e devido a sua presença nos mais diversos ambientes tornou-se importante 

fonte de alimento para algumas comunidades indígenas da Amazônia brasileira (VARELLA et 

al., 2012). 

A posição filogenética de Crenicichla dentro de Cichlidae é bastante discutida. 

Segundo Stiassny (1991) e Kullander (1998) este gênero é irmão de Cicha BLOCH & 

SCHNEIDER 1801, constituindo a subfamília Cichlinae. Posteriormente, após a revisão de 

López-Fernández et al. (2010) Crenicichla foi mantido na subfamília Cichlinae, porém, 

incluído na tribo Gephagini. A taxonomia das espécies deste gênero é de difícil descrição, 

principalmente devido a grande semelhança entre si, especialmente entre os juvenis. 

Neste estudo serão abordadas as espécies C. saxatilis, C. johanna, C. regani e uma quarta 

espécie da Amazônia ainda não descrita na literatura, porém referida como Crenicichla sp. 

“Xingu I” (Figura 2, A-D). As características destas espécies serão detalhadas a seguir: 

• Crenicichla saxatilis (Linnaeus, 1758): Muitas vezes encontrado em riachos, mas às 

vezes capturado em rios, principalmente durante a estação seca. Alimenta-se 

basicamente de insetos aquáticos, peixes e material vegetal. Não é muito popular entre 

os aquaristas devido seu comportamento agressivo; possui comprimento máximo de 20 

cm. Distribuição: Drenagens da costa atlântica do Suriname, Guiana Francesa, Guiana, 

Venezuela e Trinidad (KULLANDER et al., 1989; BOUJARD, 1997). 

• Crenicichla johanna (HECKEL, 1840): Corpo alongado com coloração cinza 

amarronzada, e escamas tipicamente lisas. A parte superior da nadadeira dorsal 

apresenta uma faixa estreita escura contrastando com sua base mais clara e avermelhada. 

Alcança aproximadamente 35 cm de comprimento quando adulto e é uma das espécies 

de Crenicichla com maior porte e representatividade na pesca comercial do baixo rio 

Tocantins (SANTOS et al., 1984). 
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• Crenicichla regani (PLOEG, 1989): Possuem comportamento pacífico. O único sinal 

de agressividade é entre os membros da mesma espécie na manutenção das hierarquias, 

mas sem grandes consequências.  Se alimenta de larvas, insetos e pequenos peixes. O 

dimorfismo sexual pode ser determinado pela diferença de tamanho, onde o macho 

adulto possui cerca de 14 Cm e a fêmea 10 cm. Além disso, a nadadeira dorsal da fêmea 

apresenta um ou mais ocelos, enquanto o macho não os apresenta. Distribuição: Bacia 

do Rio Amazonas, no rio Trombetas em Cachoeira Porteira. (MONTEIRO, 2011; 

KULLANDER, 2003). 

 

• Crenicichla sp. “Xingu I” (não descrito): Está espécie não possui taxonomia definida 

cientificamente e a classificação “Xingu I” foi atribuída pela indústria do aquarísmo 

como meio de identificar os indivíduos desta espécie pertencente ao rio Xingu. Estes 

animais possuem em média 30 cm, são piscívoros e bastante agressivos. O dimorfismo 

sexual é determinado pelo tamanho do animal, onde o macho é bem maior que a fêmea. 

(retirado de aquahobby.com). 

 

 

 

 

Figura 2: Espécies analisadas no presente estudo. (A) Crenicichla johanna, (B) Crenicichla saxatilis, (C) 

Crenicichla regani, (D) Crenicichla sp. “Xingu I”. (Retirado de: www.ciclideos.com; www.fishbase.com) 
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1.2.1. Citogenética de Cichlidae com enfoque em Crenicichla  

Levando em conta a riqueza de espécies de Cichlidae, pode-se considerar que a 

quantidade de trabalhos voltados para o estudo cariotípico desta família ainda é pequena (ARAI, 

2011). No entanto, alguns padrões cariotípicos são bem claros. Nas espécies africanas o número 

diplóide mais comumente encontrado é 2n=44, enquanto que, nas espécies neotropicais o 

número diplóide é predominantemente 2n=48 (Arai 2011), corroborando a teoria proposta por 

Feldberg et al. (2003), que considera três tendências de evolução cariotípica para esta família a 

partir de um cariótipo ancestral com 48 cromossomos acrocêntricos: (1) manutenção do 2n=48, 

com o surgimento de alguns cromossomos metacêntricos ou submetacêntricos devido inversões 

pericêntricas, como observado nos ciclídeos neotropicais, (2) diminuição do 2n devido a 

ocorrência de fusões cêntricas entre cromossomos acrocêntricos ou (3) aumento do 2n devido 

a processos de inversões pericêntricas sucedidos por fissões cêntricas. Essas tendências 

explicam a variação de 2n=32 a 2n=60 em Cichlidae (ARAI, 2011).  

Mesmo existindo poucos estudos sobre a citogenética de Crenicichla, é possível 

observar alguns padrões importantes para esse grupo, como a alta conservação do 2n= 48, 

observado em todas as espécies estudas atualmente (Arai 2011) (Tabela 1). O número 

fundamental varia entre NF=52 em Crenicichla saxatilis (OYHENART-PERERA et al., 1975) 

e NF=62 em Crenicichla niederleinii (MARTINS et al. 1995). Até o presente momento 

nenhuma espécie de Crenicichla apresentou cromossomos sexuais heteromórficos. 

A heterocromatina constitutiva (HC) é observada, em geral, na região 

pericentromérica das espécies deste gênero, com algumas apresentando HC na região terminal 

de alguns cromossomos (BENZAQUEM et al., 2008; MIZOGUCHI et al., 2007). Além disso, 

algumas destas podem apresentar regiões heterocromáticas intersticiais como observado em 

Crenicichla lepidota (Perazzo et al. 2011). 

Alguns trabalhos buscaram explorar o funcionamento de mecanismos epigenéticos 

deste grupo como em Crenicichla reticulata (Feldberg et al. 2004) e em Crenicichla lepidota 

(PIRES et al., 2015) onde analisou-se a ocorrência e frequência de cromossomos 

supranumerários; estas análises sugeriram que a baixa frequência de cromossomos B em 

Crenicichla indica uma origem recente desses cromossomos neste grupo e que o surgimento 

destes é decorrente de condições ambientais adversas.  

Estudos têm mostrado, que DNA repetitivo está envolvido na organização estrutural 

e funcional do genoma, agindo na regulação gênica, replicação, reparo de DNA, podendo 

também influenciar fortemente no processo evolutivo de seu hospedeiro, pois a movimentação 

destes elementos pode promover mudanças estruturais que levariam a eventos como: rearranjos  
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Tabela 1: Dados citogenéticos de Crenicichla, adaptado de Arai (2011) Espécies 2n Formula Cariotípica Localidade Referencia

Crenicichla britskii 48 8M/SM + 40ST/A Bacia Paraná-Paraguai Benzaquem et al. (2008)

Crenicichla cincta 48 8M/SM + 40ST/A Brasil (AM) Benzaquem et al. (2008)

Crenicichla iguassuensis 48 2M + 6SM + 14ST +26A Brasil (PR) Mizoguchi et al. (2007)

Crenicichla iguassuensis 48 6M/SM + 42ST/A Brasil (PR) Benzaquem et al. (2008)

Crenicichla inpa 48 6M/SM + 42ST/A Brasil (Bacia amazônica) Benzaquem et al. (2008)

Crenicichla johanna 48 8M/SM + 40ST/A Bragança, PA, Brasil Neste trabalho

Crenicichla johanna 48 8M/SM + 40ST/A Cametá, PA, Brasil Neste trabalho

Crencichla cf. johanna 48 8M/SM + 40ST/A Brasil (Bacia amazônica) Benzaquem et al. (2008)

Crenicichla lacustris 48 6M/SM + 42ST/A Brasil (SP) Feldberg & Bertollo (1985); Feldberg & Bertollo (1985)

Crenicichla lepidota 48 6M/SM + 8ST + 34A América do Sul Thompson (1979)

Crenicichla lepidota 48 6M/SM + 42ST/A Brasil (MS) Feldberg & Bertollo (1985); Feldberg & Bertollo (1985)

Crenicichla lepidota 48 6M/SM + 42ST/A Argentina Fenochio et al. (2003), Roncati et al. (2007)

Crenicichla lepidota 48 2M + 4SM + 6ST + 36A Brasil (PR) Martins et al. (1995)

Crenicichla lucius 48 Rio Amazonas Thompson (1979)

Crenicichla lugubris 48 8M/SM + 40ST/A Brasil (Bacia amazônica) Benzaquem et al. (2008)

Crenicichla niederleinii 48 2M + 12SM + 4ST + 30A Brasil (PR) Martins et al. (1995)

Crenicichla niederleinii 48 2M + 8SM + 38 ST/A Brasil (PR) Lorerio et al. (2000)

Crenicichla niederleinii 48 6M/SM + 42ST/A Argenntina Fenocchio et al. (2003), Roncati et al. (2007)

Crenicichla notophthalmus 48 6M/SM + 8ST + 34A Rio Amazonas Thompson (1979)

Crenicichla regani 48 8M/SM + 40ST/A Jejú, PA, Brasil Neste trabalho

Crenicichla reticulata 48 6M/SM + 42ST/A Brasil (Rio amazonas) Benzaquem et al. (2008), Feldberg et al. (2004)

Crenicichla saxatilis 48 4M + 44A America do Sul Oyhenart-Perera et al. (1975), Hinegardner & Rosen (1972)

Crenicichla saxatilis 48 8M/SM+ 40 ST/A Bragança, PA, Brasil Neste trabalho

Crencichla semifasciata 48 6M/SM + 42ST/A Argentina Fenocchio et al. (2003)

Crencichla semifasciata 48 6M/SM + 42ST/A Brasil (MS) Feldberg & Bertollo (1985); Feldberg & Bertollo (1985)

Crenicichla strigata 48 6M/SM + 42ST/A Rio Amazonas Thompson (1979)

Crenicichla vittata 48 6M/SM + 42ST/A Brasil (MS) Feldberg & Bertollo (1985); Feldberg & Bertollo (1985)

Crenicichla sp. 48 2M + 6SM + 40ST/A Brasil (SC) Lorerio et al. (2000)

Crenicichla sp. "Xingu I" 48 48ST/A Altamira, PA, Brasil Neste trabalho
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cromossômicos, modificações nos padrões de regulação gênica, além da geração de 

variabilidade genética, tendo um papel fundamental na evolução dos genes e na estrutura 

genômica dos eucariotos (FESCHOTTE & PRITHAM, 2007). 

No genoma de peixes normalmente tem se encontrado todos os tipos de elementos 

transponíveis conhecidos, e alguns desses elementos já foram mapeados nos cromossomos. 

Entre os diversos elementos móveis encontram-se os da família Rex (Rex1, Rex3 e Rex6) e 

Mariner, que se mostram bastante abundantes em Teleósteos (VOLFF et al., 2000; CIOFFI & 

BERTOLLO, 2012; VOLTOLIN et al. 2013), no entanto, nenhuma análise com esses 

transposons foi feita em espécies de Crenicichla. 

 Estudos sobre a organização genômica de DNAs repetitivos em Crenicichla ainda 

são escassos e limitados a análise de rDNA 18S e rDNA 5S em C. lepidota (PERAZZO et al., 

2011; PIRES et al., 2015). Nesta espécie, o rDNA 18S está localizado na constrição secundaria 

presente no braço curto do par 1, enquanto o 5S rDNA na região intersticial de dois pares 

acrocêntricos. 

Crenicichla, é o gênero mais rico entre os ciclídeos neotropicais. Devido a grande 

variação morfológica das espécies, suas adaptações associadas a hábitos alimentares e suas 

mudanças de coloração no período de intensa atividade reprodutiva é considerado um dos mais 

complexos do ponto de vista taxonômico. Portanto, o mapeamento de sequencias de DNAs 

repetitivos contribui como importante marcador citotaxonômico, além de auxiliar no estudo 

evolutivo do cariótipo desses animais.  

Neste trabalho comparamos, por dados citogenéticos, quatro espécies amazônicas 

de Crenicichla, a fim de investigar os prováveis mecanismos envolvidos na evolução 

cromossômica, bem como, analisar a organização genômica do DNA repetitivo neste gênero. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Comparar citogeneticamente as espécies Crenicichla johanna, Crenicichla saxatilis, 

Crenicichla regani e Crenicichla sp. “Xingu I” buscando contribuir com a citotaxonomia das 

espécies e no entendimento dos mecanismos de evolução cariotípica do gênero. 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a. Caracterizar citogeneticamente as espécies Crenicichla johanna, Crenicichla 

saxatilis, Crenicichla regani e Crenicichla sp. “Xingu I”, buscando fornecer 

marcadores citotaxonômicos para o grupo. 

b. Estabelecer e comparar os padrões de distribuição de heterocromatina 

constitutiva entre as espécies de Crenicichla;  

c. Inferir a ocorrência de rearranjos cromossômicos a partir do mapeamento de 

sequencias teloméricas e rDNAs. 

d. Identificar os sítios de Regiões Organizadoras de Nucléolo (NOR) ativos nas 

espécies de Crenicichla estudadas; 

e. Analisar a distribuição dos elementos transponíveis Mariner e Rex1, e propor 

possíveis mecanismos da atuação destes no genoma das espécies de Crenicichla 

estudadas. 

g. Fazer uma análise cariotípica comparativa interespecífica dos resultados obtidos, 

como os dados citogenéticos disponíveis na literatura. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1. AMOSTRAGEM 

As amostras utilizadas no presente estudo foram compostas de: 13 espécimes de 

Crenicichla johanna, sendo 2 machos, 2 fêmeas e 3 juvenis provenientes do município de 

Abaetetuba e 2 machos, 1 fêmea e 3 juvenis do município de Cametá, Pará, Brasil; 3 machos e 

2 fêmeas e 1 juvenil de Crenicichla saxatilis provenientes do município de Bragança, Pará, 

Brasil; 1 macho de Crenicichla regani proveniente do município de Jejú, Pará, Brasil; 8 machos 

e 1 juvenil de Crenicichla sp. Xingu I (Figura 3). A identificação taxonômica das espécies foi 

determinada segundo Vieira et al. (2016) e a partir de classificação comercial para Crenicichla 

sp. “Xingu I”. Os espécimes foram tombados na coleção do Centro de Estudos Avançados da 

Biodiversidade - Laboratório de Citogenética, UFPA.  

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Mapa indicando os pontos de coleta das espécies estudadas. Todas localizadas no estado do Pará, 

Brasil. 
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4.2. OBTENÇÃO DE CROMOSSOMOS METAFÁSICOS 

Os cromossomos mitóticos foram obtidos a partir de células do rim cefálico e caudal 

dos peixes. A metodologia utilizada foi proposta por Bertollo et al. (1978), com modificações. 

Injetou-se solução de colchicina 0,025%, na proporção de 1 mL/ 100 g de peso do animal, na 

região dorso-lateral dos animais com o auxílio de uma seringa de insulina; posteriormente os 

animais foram mantidos em aquário aerado por 30 minutos e em seguida eutanasiado para a 

retirada do rim cefálico. O rim extraído foi colocado em solução hipotônica de KCl 0,075 M e, 

com o auxílio de pinça e tesoura, foi cortado em pedaços menores, e dissociado com um 

macerador de vidro. Em seguida, o material foi levado a estufa a 37°C por 30 minutos. Ao sair 

da estufa, partes dos tecidos que não foram completamente dissociados foram retirados com 

auxílio de pinça. Acrescentou-se 1 mL de fixador Carnoy (3 partes de Metanol e 1 parte de 

Ácido Acético), e o material foi ressuspendido em placa de petri e transferido para tubos de 

centrífuga, com auxílio de pipeta Pasteur. O material transferido para os tubos foi centrifugado 

a 1000 rpm, durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e novamente adicionou-se 

fixador Carnoy (5-10 mL). O material foi ressuspendido e armazenado em freezer -20 °C. 

 

 

4.3. CLASSIFICAÇÃO MORFOLÓGICA DOS CROMOSSOMOS  

A morfologia cromossômica foi determinada de acordo com Levan et al. (1964). 

Para cálculo do Número Fundamental de braços (NF) os cromossomos classificados como 

metacêntricos e submetacêntricos foram considerados de dois braços, enquanto os 

subtelocêntricos e acrocêntricos foram considerados de um braço.  
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4.4. TÉCNICA DE BANDEAMENTO C 

A detecção da heterocromatina constitutiva dos cromossomos foi realizada segundo 

Sumner (1972). Inicialmente, a lâmina foi tratada com Ácido Clorídrico (HCl) 0,2 N em 

temperatura ambiente (~27ºC) por 15 minutos, em seguida lavada com água destilada e seca ao 

ar. A lâmina foi incubada em solução aquosa de Hidróxido de Bário (Ba(OH)2) 6%, à 60 °C, 

durante 20-30 segundos. Após isso, a lâmina foi imediatamente imersa em HCl 0,1 à 60 °C para 

interrupção da ação da solução de Hidróxido de Bário, lavada com água destilada e posta para 

secar ao ar. A lâmina foi novamente incubada em solução salina 2xSSC a 60 °C por 15 minutos 

e posteriormente lavada com água destilada e deixada para secar ao ar. Posteriormente, foi feita 

a coloração da lâmina com solução de Giemsa, diluída em tampão fosfato pH 6,8 na proporção 

de 3 mL de tampão e 0,5 mL de solução de Giemsa, por 10 minutos. 

 

 

4.5. TÉCNICA DE COLORAÇÃO POR AgNOR 

As Regiões Organizadoras de Nucléolo (NOR) foram detectadas por impregnação 

de Nitrato de Prata, segundo a técnica descrita por Howell & Black (1980) com modificações. 

Primeiramente, a lâmina foi tratada em HCl 0,2 N durante 3 minutos em temperatura ambiente 

(~27ºC) e lavada com água destilada e deixada para secar. Em seguida, colocou-se sobre a 

lâmina uma gota de solução aquosa de gelatina e duas gotas de solução aquosa de Nitrato de 

Prata (AgNO3); em seguida, cobriu-se  com lamínula 24 x 50 mm, deixando a lamínula para 

baixo, em câmara escura e úmida em banho-maria 60 °C por 7-9 minutos; posteriormente a 

lâmina foi lavada com jatos de água para remover a lamínula e todo o excesso dos reagentes, e 

deixada para secar ao ar. A técnica de coloração foi feita com Giemsa, diluído em tampão 

fosfato pH 6,8 na proporção 3:1 durante 1 minuto. 
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4.6. MAPEAMENTO CROMOSSÔMICO DE DNA REPETITIVO 

4.6.1. Isolamento de sequências repetitivas  

O DNA genômico de um indivÍduo de Crenicichla johanna foi extraído através do 

GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep kit (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Sequências utilizadas na produção de sondas para análise FISH foram amplificadas por PCR 

com o seguinte conjunto de primers: rDNA 18S (18SF-5’ CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT 

e 18SR-5’ CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA); rDNA 5S (5SF-5’ GCC ACA CCA CCC 

CTG AAC AC e 5SR-5’ GCC TAC GAC ACC TGG TAT TC); sequencias teloméricas 

(TTAGGG e CCCTAA). O isolamento dos elementos transponíveis Mariner e Rex1 foi 

realizado segundo Lampe et al. (2003) e Volff et al. (2000) respectivamente.  

 

 

4.6.2. Nick-translation  

As sondas foram marcadas por nick translation com biotina-14-dATP ou 

digoxigenina-11-dUTP (Kit Dig-Nick, Roche, EUA). Em um tubo de volume 0,25µL foram 

adicionados 1µL de DNA (concentração de 1000ng/µL), 4µL de mix de reação e 15µL de água. 

A reação ocorreu a 15ºC por 90 minutos. Após isso, foi adicionado 1µL de stop buffer para 

parar a reação. 
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4.6.3. Hibridização in situ fluorescente  

Análise de FISH foi realizada segundo Pinkel et al. (1986). As lâminas foram 

tratadas com solução de RNAse (0,5 µL de RNAse diluído em 200 µL de 4xSSC Tween), 

colocando-se 200µL da solução de RNAse sobre cada lâmina, cobrindo-as com lamínula 

plástica, e encubando-as por 20 minutos em câmara húmida a 37ºC. Em seguida, lâminas foram 

mergulhadas em solução de Pepsina 1% a temperatura ambiente (~27ºC) por 10 minutos. Após 

isso, desidratadas em bateria de álcool como segue: duas vezes em álcool 70% por 2 minutos 

em cada, duas vezes em álcool 90% por 2 minutos em cada e uma vez em álcool 100% por 4 

minutos.  

A solução de hibridização é composta de 2µL de sonda, formamida 50%, 2SSC e 

sulfato dextrano, e foi desnaturada a 70ºC. A desnaturação do DNA cromossômico foi realizada 

em formamida 70% a 65ºC no intervalo de tempo de 20-40 segundos. Após a desnaturação, a 

solução de hibridização foi colocada sobre a região das metáfases na lâmina e em seguida 

colocou-se uma lamínula de vidro que foi selada. A hibridização ocorreu em câmara úmida em 

estufa a 37ºC durante 24h. As sondas foram detectadas com avidina-CY3 ou antidigoxigenina-

FITC. Os cromossomos foram contracorados com DAPI, contendo antifading Vectashield. 

 

 

4.6.4 Fiber-FISH  

O fiber-FISH foi realizado segundo Barros et al. (2011). As lâminas usadas para o 

fiber-FISH foram pré-tratadas com PBS 1x por 2 minutos, em seguida lavadas em água 

destilada e postas para secar a temperatura ambiente (~27ºC). Após isso, as lâminas foram 

desidratadas em bateria de álcool como segue: 5 minutos em álcool 70%, 5 minutos em álcool 

85% e 5 minutos em álcool 100%. Colocou-se sobre a base da lâmina 300µL de uma solução 

de NaOH 0.15M (300µL de NaOH 0.5M diluído em 700µL de álcool 30%) e com o auxílio de 

uma segunda lâmina foi feito o esfregaço sobre o material citológico, de forma que as fibras 

nos núcleos interfásicos fossem arrastadas e esticadas mecanicamente. Após isso, as lâminas 

foram postas em posição inclinada e sobre ela se colocou 500µL de álcool 100%. Em seguida 

realizou-se a FISH. 
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4.7. ANÁLISE DE IMAGENS 

As lâminas contendo as preparações cromossômicas, utilizadas para as técnicas de 

citogenética clássica, foram analisadas em microscópio Olympus BX41 e fotografadas com 

câmera digital Cânon Powershot A95. Os cariótipos foram montados com o auxílio do 

programa Adobe Photoshop CS5. 

As imagens de FISH foram capturadas por uma câmera CCD AxioCam MRm 

(Nikon) acopladas ao microscópio de Epifluorescência Nikon H550S (Nikon). A captura das 

imagens foi intermediada pelo programa Nis-Elements (Nikon). A edição das imagens (ajuste 

de brilho e contraste, montagem do cariótipo etc.) foi feita com auxílio do programa Adobe 

Photoshop CS5.  
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5. RESULTADOS 

Todas as espécies estudadas no presente estudo apresentaram número diploide 

2n=48 (Figura 4). Os indivíduos de C. johanna, C. saxatilis e C. regani apresentam número 

fundamental (NF) igual a 56, e fórmula cariotípica 8M/SM e 40ST/A (Figura 4 - A, C, E, G). 

Crenicichla sp. “Xingu I” diferiu destas, pois apresentou NF= 48 e fórmula cariotípica 48ST/A 

(Figura 4 – I). 

Nas quatro espécies analisadas, o bandeamento C revelou heterocromatina 

constitutiva na região pericentromérica dos cromossomos. Em C. johanna, a população de 

Abaetetuba (AB) apresentou bandas C adicionais nas regiões terminais na maioria dos 

cromossomos (Figura 4 – B); o mesmo padrão foi observado na população de Cametá (CA), 

porém nesta também se observou heterocromatina ao longo de todo o braço curto do par 2, 

apresentando heteromorfismo de tamanho entre os homólogos (Figura 4 – D); em C. saxatilis, 

a região terminal de grande parte dos pares do cariótipo é heterocromática, bem como a 

constrição secundária do par 1 (Figura 4 - F); em Crenicichla regani foi observado 

heterocromatina na região intersticial dos pares 6, 7, 11 e 22 (Figura  4 – H); Crenicichla sp. 

“Xingu I” bandas C intersticiais foram observadas em alguns pares, além de várias marcações 

difusas (Figura 4 - J). 

A coloração por AgNOR mostrou que apenas um par de cromossomos possui sítios 

18S rDNA ativos no cariótipo de todas as espécies estudadas. 

Diferentes marcações da sonda rDNA 18S foram observadas. Nas duas populações 

de C. johanna registramos uma variação na quantidade de sítios de rDNA 18S: AB com clusters 

em 6 cromossomos, além de sítios menores de rDNA 18S na região terminal de vários 

cromossomos (Figura 5 – A); enquanto, CA demonstrou clusters localizados no braço curto do 

par 2 e na região terminal de um dos homólogos de um par acrocêntrico (Figura 5 – B); em C. 

saxatilis o rDNA 18S localiza-se na constrição secundaria no braço curto do par 1 (Figura 5 – 

C); em C. regani esta sequência foi encontrada ao longo do braço curto do par 1 (Figura 5 – D); 

e em Crenicichla sp. “Xingu I” está localizado na região terminal de um par acrocêntrico 

(Figura 5 - E).  
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Figura 4: Cariótipos corados com Giemsa 5% e com bandeamento C de: C. johanna AB (A 

e B) com AgNOR em destaque, C. johanna AC (C e D) com AgNOR em destaque, C. 

saxatilis (E e F), C. regani (G e H) e Crenicicha sp. "Xingu I" (I e J). 
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Em relação ao 5S rDNA, em todas as espécies esta sequência foi observada na 

região intersticial de um par acrocêntrico (Figura 5 – A-E). 

Nas quatro espécies analisadas, FISH com sonda telomérica evidenciou marcações 

na região distal de todos os cromossomos. Entretanto, sequencias teloméricas intersticiais (ITS) 

foram visualizadas formando clusters em C. johanna, sendo 6 clusters em AB e 3 em CA, todos 

possuindo localização sintênica com as sequencias de rDNA 18S em ambas as populações 

(Figura 5 A e B); C. saxatilis apresentou sequencias teloméricas intersticiais (ITS) na região 

centromérica do par 1. A análise do fiber-FISH revelou que as sequências teloméricas-18S 

rDNA com localização sintênica estão dispostas de forma intercalada. 

 

 

 

 

Figura 5: FISH com sondas teloméricas (vermelho) e rDNA 18S (verde) em (A) C. johanna AB, em destaque 

sítios de rDNA 18S, rDNA 5S e Fiber-FISH respectivamente; (B) em C. johanna CA, em destaque títios de 

rDNA18S e rDNA 5S respectivamente; (C) em C. saxatilis, em destaque rDNA 18S, marcação telomérica 

intersticial (ITS) e rDNA 5S respectivamente; (D) em C. regani, em destaque rDNA 18S e rDNA 5S 

respectivamente; (E) em Crenicichla sp. “Xungu I”, em destaque rDNA 18S e rDNA 5S respectivamente. 
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Os elementos de transposição (TEs) TC1-Mariner e Rex1 apresentaram distribuição 

dispersa no cariótipo das espécies hibridizadas por essas sequencias (Figura 6 e 7). No entanto, 

em C. saxatilis foi possível observar uma marcação adicional do transposon Mariner sintênica 

ao rDNA 18S na constrição secundária do par 1 (Figura 6 - C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: FISH com sonda de Rex1 em metáfase de: (A) C. johanna AB; (B) C. johanna 

CA; (C) C. saxatilis e (D) Crenicichla sp. “Xingu I” 

Figura 6: FISH com sonda Mariner em metáfase de : (A) C. johanna AB; (B) C. johanna CA e (C) C. saxatilis. 

As setas apontam o cluster formado na constrição secundaria do par 1 observado em C. saxatilis. 
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6. DISCUSSÃO 

Em nosso estudo, o número diplóide manteve-se conservado nas quatro espécies 

analisadas de Crenicichla, corroborando dados da literatura onde, segundo Arai (2011), mais 

de 75% das espécies da subfamília Cichlinae estudadas apresentam 2n=48. 

Os cariótipos de C. regani e Crenicichla sp. Xingu I foram descritos pela primeira 

vez nesse trabalho (Figura 4 - G e I). C. johanna apresentou o mesmo NF observado por 

Benzaquem et al. (2008) para uma população de Catalão, AM, Brasil. Por outro lado, o número 

fundamental observado em C. saxatilis no presente trabalho (NF=56), diverge com relação ao 

já descrito por Oyhenart-Perera et al. (1975), que observou NF=52; essa divergência pode ser 

resultante de processos de inversões em dois pares acrocêntricos. Essa hipótese é corroborada 

pela conservação do NF e pala ITS observada no par 1 desta espécie. Alternativamente, a 

mudança na morfologia destes cromossomos pode ser explicada por reposicionamento 

centromérico (Lomiento et al. 2008), e a ITS, por hibridização inespecífica da sonda telomérica, 

que têm afinidade com regiões repetitivas (Noronha et al. 2016).  

 Feldberg et al. (2003), sugerem que, o cariótipo ancestral para Cichlidae seja 

composto por 48 cromossomos acrocêntricos, onde os cariótipos dos ciclídeos neotropicais 

derivados apresentam uma reorganização cromossômica, possuindo cromossomos 

metacêntricos e/ou submetacêntricos.  Em nossas análises, Crenicichla sp. “Xingu I” 

apresentou 2n=48 e NF=48, similar ao proposto por Feldberg et al. (2003). Esse cariótipo é 

único entre os integrantes do gênero Crencichla, uma vez que as demais espécies comumente 

apresentam cromossomos de dois braços (Arai 2011). Esse dado pode ser explicado por: (1) 

reversão aos caracteres ancestrais através da ocorrência de inversões cromossômicas, tornando 

cromossomos metacêntricos/submetacêntricos em acrocêntricos (homoplasia); (2) manutenção 

do cariótipo considerado basal para esta família (simplesiomorfia).  

Nas quatro espécies analisadas a heterocromatina foi observada na região 

centromérica, com alguns sítios menores na região terminal dos cromossomos. No entanto C. 

johanna CA apresentou o braço curto do par 2 completamente heterocromático e com 

dimorfismo de tamanho entre os homólogos, isto pode ser resultado de um processo de 

amplificação da heterocromatina (MARGARIDO & GALETTI-JUNIOR, 2000), com 

subsequente formação do heteromorfismo deste par através de translocações simples ou 

crossing-over desigual (Schneider et al. 2013). 

 A distribuição do rDNA 18S em 6 cromossomos, observada no cariótipo dos 

indivíduos de C. johanna AB e em 3 cromossomos nos indivíduos C. johanna CA difere das 
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demais espécies analisadas neste trabalho e de Crenicichla lepidota (Perazzo et al. 2011) que 

apresentam marcação simples. Esta variabilidade registrada em C. johanna pode ser explicada 

por: a) recombinação ectópica, decorrente da aproximação física entre os cromossomos no 

período da intérfase ou prófase meiótica, quando estes podem apresentar distribuição 

bouque/Rab1, com seus telômeros bastante próximos e ligados a membrana nuclear 

(Montgomery et al. 1991); b) translocações, tendo em vista que regiões heterocromáticas e 

regiões ricas em rDNA são locais propícios a quebras cromossômicas (Rousselet et al. 2000). 

Acreditamos que as pequenas marcações de rDNA 18S podem estar associadas com DNAs 

satélites, como observado em Astyanax janeiroensis (Vicari et al. 2008).  

 Apesar da grande variabilidade de sítios 18S rDNA, apenas se observou uma NOR 

ativa em todas as espécies. Os cromossomos portadores da NOR nas populações de C. johanna 

do presente estudo diferem daqueles observados por Benzaquem et al., (2008) em uma 

população do rio Catalão no estado do Amazonas, em que o braço curto do par 24 é portador 

da NOR ativa. Essa diferença no sítio de rDNA expresso entre as populações de C. johanna, 

pode ser resultado de uma competição entre alguns cromossomos nucleolares com menor ou 

maior capacidade de sintetizar ou organizar pequenos e grandes nucléolos (RAMIREZ & 

SINCLAIR, 1975), demonstrando que o sítio rDNA 18S ativo pode variar entre populações de 

C. johanna. Outra explicação para a presença de um único par portador da NOR ativa e para a 

diferença observada descrita acima, seria o silenciamento aleatório dos sítios de rDNA devido 

a ação de outros DNAs repetitivos como observado por Vicari et al. (2008) para o DNA satélite 

As51. 

 A colocalização das sequencias teloméricas e rDNA18S sugerem a ocorrência de 

várias ITSs interespaçadas com sequencias da NOR, como proposto por Salvadori et al. (1995) 

para Anguilla anguilla e A. rostrata. A associação de sequencias rDNA e teloméricas tem sido 

observada, também, em plantas (Souza et al. 2016) e em peixes (Ocalewicz 2013). A origem e 

função das sequencias teloméricas colocalizadas com sequencias de rDNA não são claras. As 

repetições teloméricas colocalizadas ao rDNA são considerados “hot spots” de recombinação 

podendo aumentar a taxa de quebras cromossômicas e rearranjos; por outro lado, o rDNA 

intercalado com as sequências teloméricas podem estabilizar as extremidades cromossômicas 

quebradas (Ocalewicz 2013). Ao levarmos em consideração a teoria proposta por Felfberg et 

al. (2003) para o ciclídeos neotropicais, onde estes sofreriam inversões pericêntricas gerando 

cromossomos M/SM, associado a presença de sequências teloméricas intersticiais em pares 

metacêntricos, que podem significar pontos de recombinação recentes, acreditamos que a 
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associação de sequencias rDNA e telomérica esteja mais associada a “hot spots” de 

recombinação. 

 A localização do rDNA 5S na região intersticial de um par acrocêntrico, observada 

nas quatro espécies, está de acordo com o padrão descrito na literatura para Cichlidae e pode 

representar uma condição ancestral da organização cromossômica dos genes de rDNA 5S 

(Nakajima et al. 2012). No entanto Perazzo et al. (2011) observaram a presença de 2 pares 

portadores deste rDNA em C. lepidota. Em outras espécies a mobilidade do rDNA 5S tem sido 

registrada por associação com retroelementos do tipo Rex (CIOFFI et al., 2012). A diferença na 

quantidade de sítios rDNA 5S entre as espécies deste estudo e do trabalho de Perazzo et al. 

(2011) pode ser a presença de pseudogenes como observado por Martins et al. (2002) ou a 

dispersão das sequencias 5S rDNA por associação com elementos de transposição como 

proposto por CIOFFI et al. (2012).  

O padrão de distribuição do retroelemento Rex1 das quatro espécies estudadas 

assemelhou-se ao observado em Cichla kelberi (Teixeira et al. 2009) que apresentou marcações 

dispersas ao longo dos cromossomos. No entanto, já foram relatados outros padrões de 

distribuição dessas sequencias para peixes. Um estudo feito por Voltolin et al. (2013) relatou 

um padrão totalmente diferente para 5 espécies pertencentes a ordem dos Characiformes, onde 

as sequencias de Rex1 marcavam regiões coincidentes com a heterocromatina constitutiva.  

O elemento de transposição Mariner apresentou distribuição dispersa nas quatro 

espécies analisadas, sugerindo que esses elementos estão em atividade no genoma. Acreditamos 

que a marcação adicional em cluster do transposon Mariner colocalizada com o rDNA 18S em 

C. saxatilis, represente um processo de silenciamento deste elemento transponível mediado por 

fatores epigenéticos (Pinsker et al. 2001) ocorrendo a migração das sequencias desse elemento 

para uma região heterocromática. Por outro lado, essa colocalização pode gerar mobilidade ao 

complexo “18S rDNA-Mariner”, permitindo a dispersão das sequencias ao longo do genoma 

como proposto por Cioffi et al. (2012) para o complexo “5S rDNA-Rex3”. 
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7. CONCLUSÕES 

 

• Apesar de apresentar 2n=48 altamente conservado, as espécies do gênero Crenicichla 

possuem muitas diferenças microestruturais no cariótipo tanto a nível interespecífico 

quanto intraespecífico. 

• O aumento do número fundamental da população de C. saxatilis analisada no presente 

estudo é, provavelmente, resultado do processo de inversões pericêntricas em 2 pares 

de cromossomos ST/A, mostrando evidências de evolução cariotípica com manutenção 

do 2n.  

• Em todas as espécies analisadas no presente estudo, observou-se a manutenção do 

padrão de heterocromatina comumente observado entre as espécies de Crenicichla, 

apresentando marcações adicionais em regiões terminais e intersticiais.  

• Nas quatro espécies a NOR observada foi simples; entretanto em C. johanna observou-

se a presença de sequencias de rDNA em até 6 sítios. 

• Existe associação de sequenciais de DNAs repetitivos nas duas populações de 

Crenicichla johanna e em Crenicichla saxatilis.  

• A espécie Crenicichla sp. “Xingu I” apresenta fórmula cariotípica semelhante ao 

ancestral, por manutenção ou homoplasia. 
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