UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ECOLOGIA AQUATICA E PESCA

LUAN FELIPE DA SILVA FRADE

CITOGENETICA DE Crenicichla HECKEL 1840 (PERCIFORMES, CICHLIDAE)

BELEM
2018



LUAN FELIPE DA SILVA FRADE

CITOGENETICA DE Crenicichla HECKEL 1840 (PERCIFORMES, CICHLIDAE)

Trabalho de dissertacdo apresentado ao Programa
de Pés-graduacdo em Ecologia Aquatica e Pesca
da Universidade Federal do Para, como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em Ecologia
Agquatica e Pesca.

Aluno: Luan Felipe da Silva Frade

Orientadora: Prof®. Dr2 Renata Coelho Rodrigues
Noronha

BELEM
2018



Dados I nter nacionais de Catalogacdo na Publicacdo (Cl P) de acordo com | SBD
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Para
Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados for necidos pelo(a) autor (a)

F799c  Frade, Luan Felipeda Silva
Citogenética de Crenicichla HECKEL 1840 (Perciformes,
Cichlidae) / Luan Felipe da Silva Frade. — 2019.
43f. :il. color.

Orientador(a): Prof2. Dra. Renata Coelho Rodrigues Noronha

Coorientador(a): Prof. Me. Bruno Rafael Ribeiro de Almeida

Dissertacéo (Mestrado) - Programa de Pos-Graduacdo em
Ecologia Aquética e Pesca, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parg, Belém, 2019.

1. Peixes neotropicais. 2. Hibridizag&o in situ Fluorescente.
3. Variagdo cariotipica. 4. Caridtipo ancestral. 5. DNA
repetitivo. |. Titulo.

CDD 576



http://www.tcpdf.org

LUAN FELIPE DA SILVA FRADE

CITOGENETICA DE Crenicichla HECKEL 1840 (PERCIFORMES, CICHLIDAE)

Trabalho de dissertacdo apresentado ao Programa
de Pos-graduacdo em Ecologia Aquatica e Pesca
da Universidade Federal do Pard, como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em Ecologia
Aquatica e Pesca.

Orientadora: Prof?. Dr2 Renata Coelho Rodrigues
Noronha

Banca examinadora:

Dra. Renata Noronha (PPGEAP/UFPA, Presidente)

Dr. Leonardo dos Santos Sena (PPGEAP/UFPA, membro interno)
Dr. Cesar Martins (UNESP/Botucatu - membro externo)

Dra. Michelle Orane Schemberger (membro externo - UFPR)
Suplentes:

Jonathan Ready (membro interno, PPGEAP - UFPA)

Cleusa Nagamachi (membro externo - UFPA)

BELEM
2018



RESUMO

Crenicichla € o maior género entre os ciclideos neotropicais, com ampla distribuicao geografica
na América do Sul. E constituido de 87 espécies validas com taxonomia de dificil descrigdo,
devido a semelhanga morfoldgica entre as mesmas. Citogeneticamente, este género apresenta
conservagdo do niimero diploide 2n = 48, com alta frequéncia de inversdes pericéntricas, que
podem estar relacionadas a acdo de DNAs repetitivos. Visando encontrar marcadores
citotaxondmicos e investigar o papel de DNAs repetitivos na evolu¢do cromossomica deste
género, caracterizamos citogeneticamente as espécies Crenicichla johanna, Crenicichla
saxatilis, Crenicichla regani e Crenicichla sp. “Xingu I” coletadas no Estado do Para, Brasil.
As espécies analisadas apresentaram 2n=48, mas diferem quanto a formula cariotipica e padrao
de distribui¢do de heterocromatina constitutiva. Um par de cromossomos portador de sitios
rDNA 18S foi observado na maioria das espécies, com exce¢ao de C. johanna, em que foi
registrada extensa varia¢do interpopulacional na quantidade de clusters deste rDNA, e sua
intercalagdo com sequencias teloméricas intersticiais (ITS). Em todas as espécies a AgNOR ¢
simples e o rDNA 58S ¢ localizado na regido intersticial de um par acrocéntrico. Este estudo
mostrou que apesar de apresentar 2n altamente conservado, as espécies do género Crenicichla
possuem muitas diferencas microestruturais, resultantes de inversdes pericéntricas, que
corroboraram o diagnostico taxondmico. O caridtipo de Crenicicla Xingu I descrito no presente
estudo ¢ singular para o género por ser constituido apenas de cromossomos acrocéntricos,
similar a proposta de cariotipo ancestral de Cichlidae. A origem da associacao rDNA 18S-Tel
observada em C. johanna ¢ discutida no presente artigo; sugerimos que esta associacao possa
constituir hot spot de recombinacdo, favorecendo sua dispersao para outros cromossomos, bem
como, rearranjos intracromossomicos nesta espécie.
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1- INTRODUCAO
1.1- Consideragdes sobre a familia Cichlidae

Cichlidae é um dos grupos de peixes de dgua doce mais diversificado do mundo, com
1.300 espécies (KULLANDER, 2003), sendo considerada a quarta mais rica familia
pertencente ao subfilo dos vertebrados (KULLANDER, 1998). Essa grande riqueza de espécies
é resultado de uma rapida radiacdo adaptativa carateristica deste grupo (GANTE &
SALZBURGER, 2012). Sua distribuicdo geografica abrange o continente africano, o Oriente
médio, o sul da India e do Sri Lanka, as ilhas de Madagascar, Cuba e Hispaniola e as Américas
Norte, Central e do Sul (KULLANDER, 1998, 2003; CHAKRABARTY, 2004).

Na América do Sul sdo conhecidas aproximadamente 291 espécies, distribuidas em
39 géneros, sendo um grande nimero destas encontradas na Amazonia, possuindo grande
importancia na alimentacdo e no comercio de peixes ornamentais (CHAO, 1995;
KULLANDER, 2003).

Os representantes desta familia podem ser encontrados em uma grande diversidade
de habitats, desde igarapés, lagos e margens de rios até florestas alagadas e locais rochosos, se
estabelecendo principalmente em ambientes Iénticos, mas com algumas espécies adaptadas a
ambientes I6ticos (LOWE-MCCONNELL, 1991; KULLANDER, 2003). A alimentag&o desses
animais é constituida, principalmente, de pequenos invertebrados e de vegetais, mas alguns
grupos se alimentam de outros peixes e de plancton (Kullander, 2003). Esses animais
apresentam estratégias reprodutivas complexas modeladas principalmente por pressées bidticas
como predagdo, tornando-os territorialistas e com grande cuidado parental (LOWE-
MCCONNELL, 1969). Devido a rapida radiacdo adaptativa, os ciclideos sdo considerados
modelos para estudos evolutivos (GENNER et al., 2007; FERREIRA et al., 2010).

Cichlidae é monofilética e subdividida em 4 subfamilias: Etroplinae (india e
Madagascar), Ptychochrominae (Madagascar), Cichlinae (regido neotropical) e
Pseudocrenilabrinae (Africa). Os ciclideos africanos sdo considerados grupo irmdo dos
neotropicais (SPARKS, 2004). Os ciclideos neotropicais, representados pela subfamilia
Cichlinae séo, segundo dados moleculares, subdivididos em 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 Panama, inclui cerca
de 18 géneros e 250 espécies (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2005a; LOPEZ-FERNANDEZ et
al., 2005b). Nesta tribo encontra-se o género Crenicichla, o mais rico em nimero de espécies
entre os ciclideos neotropicais.

1.2- Consideragdes sobre Crenicichla



O género Crenicichla, pertencente a subfamilia Cichlinae e a tribo Geophagini, é
considerado o maior entre os ciclideos neotropicais com 87 espécies validas (CASCIOTTA et
al., 2010; CASCIOTTA et al., 2006; LUCENA, 2007; KULLANDER, 2003; KULLANDER et
al., 2010; KULLANDER & LUCENA, 2013; MATTOS et al., 2014; MONTANA et al., 2008;
PIALEK, 2010; VARELLA et al., 2012). As espécies deste género sdo conhecidas
popularmente no Brasil, como “Jacundéds”, “joaninhas” e “peixes-sabdo”. Sua ampla
distribuicdo abrange quase todas as bacias hidrograficas a leste da cordilheira dos Andes, desde
as drenagens costeiras da Venezuela e Guianas até o rio da Prata na Argentina (KULLANDER,
1982). Este género apresenta uma grande variacdo morfologica e variados graus de
especializacdo para cada ambiente (corredeiras, lagos, remansos, cachoeiras, etc). Devido sua
presenca nos mais diversos ambientes, tornou-se importante fonte de alimento para algumas
comunidades indigenas da Amazonia brasileira (VARELLA et al., 2012). A posicao
filogenética de Crenicichla dentro de Cichlidae é bastante discutida. Segundo Stiassny (1991)
e Kullander (1998) este género é irm&o de Cicha BLOCH & SCHNEIDER 1801, constituindo
a subfamilia Cichlinae. Posteriormente, apos a revisdo de LOpez-Fernandez et al. (2010)
Crenicichla foi mantido na subfamilia Cichlinae, porém, incluido na tribo Gephagini. A
taxonomia das espécies deste género é de dificil descrigdo, principalmente devido a grande
semelhanca entre si, especialmente entre os individuos juvenis (SANTOS et al., 1984;
BOUJARD, 1997; KULLANDER, 2003).

Neste estudo abordaremos pesquisas sobre as espécies Crenicichla saxatilis,
Crenicichla johanna, Crenicichla regani e uma quarta espécie da Amazonia, ainda nao descrita
na literatura, porém referida como Crenicichla sp. “Xingu I”.

e Crenicichla saxatilis Linnaeus, 1758: Muitas vezes encontrada em riachos, mas as
vezes capturada em rios, principalmente durante a estacdo seca. Alimenta-se
basicamente de insetos aquaticos, peixes e material vegetal. Ndo é muito popular entre
0s aquaristas devido seu comportamento agressivo; possui comprimento maximo de
20 cm. Distribuicdo: Drenagens da costa atlantica do Suriname, Guiana Francesa,
Guiana, Venezuela e Trinidad (KULLANDER & NIJSSEM, 1989; BOUJARD, 1997).

e Crenicichla johanna HECKEL, 1840: Corpo alongado com coloracdo 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. Alcanca aproximadamente 35 cm de comprimento quando adulta e é
uma das espécies de Crenicichla com maior porte e representatividade na pesca
comercial do baixo rio Tocantins (SANTOS et al., 1984; VIEIRA et al., 2016).



e Crenicichla regani PLOEG, 1989: Possui comportamento pacifico. O Unico sinal de
agressividade é entre os membros da mesma espécie na manutencao das hierarquias,
mas sem grandes consequéncias. Se alimenta de larvas, insetos e pequenos peixes. O
dimorfismo sexual pode ser determinado pela diferenca de tamanho, onde o macho
adulto possui cerca de 14 cm e a fémea 10 cm. Além disso, a nadadeira dorsal da fémea
apresenta um ou mais ocelos, enquanto o macho nédo os apresenta. Distribuicdo: Bacia
do Rio Amazonas, no rio Trombetas em Cachoeira Porteira. (KULLANDER, 2003;
MONTEIRO, 2011; VIEIRA et al., 2016).

e Crenicichla sp. “Xingu I”’: Esta espécie ndo possui taxonomia definida cientificamente
e a classificagdo “Xingu I” foi atribuida pela industria do aquarismo como meio de
identificar os individuos desta espécie pertencente ao rio Xingu. Estes animais
possuem em média 30 cm, sdo piscivoros e bastante agressivos. O dimorfismo sexual
é determinado pelo tamanho do animal, onde o macho é bem maior que a fémea.
(AVILA, 2017).

1.3- 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 cariotipico desta familia ainda é pequena (ARAI,
2011). No entanto, alguns padrdes cariotipicos sdo bem claros. Nas espécies africanas o numero
dipléide mais comumente encontrado € 2n=44, enquanto que, nas espécies neotropicais o
namero dipl6ide é predominantemente 2n=48 (Arai, 2011), corroborando a teoria proposta por
Feldberg et al. (2003), que considera trés tendéncias de evolucdo cariotipica para esta familia a
partir de um cariotipo ancestral com 48 cromossomos acrocéntricos: (1) manutencdo do 2n=48,
com o surgimento de alguns cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos devido inverses
pericéntricas, como observado nos ciclideos neotropicais, (2) diminuicdo do 2n devido a
ocorréncia de fusdes céntricas entre cromossomos acrocéntricos ou (3) aumento do 2n devido
a processos de inversGes pericéntricas sucedidos por fissdes céntricas. Esses rearranjos
explicam a variagdo de 2n=32 (Neolamprologus savoryi) a 2n=60 (espécies do género
Symphysodon) em Cichlidae (ARAI, 2011). Mesmo existindo poucos estudos sobre a
citogenética de Crenicichla, é possivel observar alguns padrdes importantes para esse grupo,
como a alta conservacao do 2n= 48, observado em todas as espécies estudas atualmente (ARAI
2011). O namero fundamental (NF) varia entre NF=52 em C. 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 heteromorficos.



Apesar da grande conservacdo do 2n, alguns estudos relatam a presenca de cromossomos B em
espécies de Crenicicha, geralmente associada a condi¢cdes ambientais adversas, como
observado em C. reticulata (FELDBERG et al., 2004) e C. lepidota (PIRES et al., 2015).

A heterocromatina constitutiva (HC) é observada, em geral, na regido pericentromérica
das espécies deste género, com algumas apresentando HC na regido terminal de alguns
cromossomos (BENZAQUEM et al., 2008; MIZOGUCHI et al., 2007). Além disso, algumas
destas podem apresentar regides heterocromaticas intersticiais como observado em Crenicichla
lepidota (PERAZZO et al., 2011).

Estudos tém mostrado, que DNA repetitivo esta envolvido na organizagdo estrutural e
funcional do genoma, agindo na regulacdo génica, replicacdo, reparo de DNA, podendo também
influenciar fortemente no processo evolutivo de seu hospedeiro. A movimentagéo de elementos
transponiveis, por exemplo, pode promover mudancas estruturais que levariam a eventos como:
rearranjos cromossoémicos, modificagdes nos padrdes de regulacéo génica, além da geracdo de
variabilidade genética, tendo um papel fundamental na evolugdo dos genes e na estrutura
gendmica dos eucariotos (FESCHOTTE & PRITHAM, 2007).

No genoma de peixes normalmente tem se encontrado todos os tipos de elementos
transponiveis conhecidos, e alguns desses elementos ja foram mapeados nos cromossomos.
Entre os diversos elementos méveis encontram-se os da familia Rex (Rex1, Rex3 e Rex6) e
Mariner, que se mostram bastante abundantes em Teledsteos (VOLFF et al., 2000; CIOFFI &
BERTOLLO, 2012; VOLTOLIN et al., 2013), no entanto, nenhuma analise com esses
transposons foi feita em espécies de Crenicichla. Estudos sobre a organizacdo gendmica de
DNA s repetitivos em Crenicichla ainda sdo escassos e limitados a analise de rDNA 18S e rDNA
5S em C. lepidota (PERAZZO et al., 2011; PIRES et al., 2015). Nesta espécie, o0 rDNA 18S
esta localizado na constricdo secundaria presente no brago curto do par 1, enquanto o 5S rDNA
na regido intersticial de dois pares acrocéntricos.

Crenicichla, é o género mais rico entre os ciclideos neotropicais. Devido a grande
variacdo morfologica das espécies, suas adaptacdes associadas a habitos alimentares e suas
mudancas de coloragdo no periodo de intensa atividade reprodutiva é considerado um dos mais
complexos do ponto de vista taxondmico. Mapeamento de sequencias de DNAS repetitivos
pode contribuir como importante marcador citotaxonémico, além de auxiliar no estudo
evolutivo do cariétipo desses animais.

2- OBJETIVOS
2.1- Objetivos gerais

e Investigar o processo de evolugdo cromossémica em espécies de Crenicicihla.



2.2- Objetivos especificos

e Caracterizar citogeneticamente as espécies Crenicichla johanna, Crenicichla saxatilis,
Crenicichla regani e Crenicichla sp. “Xingu I”, buscando fornecer marcadores
citotaxonébmicos para o0 grupo.

e Inferir a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos a partir da distribuicdo de
heterocromatina e regides organizadoras de nucléolo.

e Analisar a organizacdo gendmica de DNAs repetitivos em Crenicichla.

3- MATERIAL E METODOS
3.1- Citogenética
3.1.1- Amostragem
As amostras utilizadas no presente estudo serdo compostas de: 13 espécimes de C.

johanna (2 machos, 2 fémeas e 3 juvenis provenientes do municipio de Abaetetuba e 2 machos,



1 fémea e 3 juvenis do municipio de Cametd, Pard, Brasil); 3 machos e 2 fémeas e 1 juvenil de
C. saxatilis provenientes do municipio de Braganca, Para, Brasil; 1 macho de C. regani
proveniente do municipio de Santa Maria do Pard, Para, Brasil; 8 machos e 1 juvenil de
Crenicichla sp. Xingu | (Figura 1). A identificacdo taxondmica das espécies sera determinada
segundo Vieira et al. (2016), Kullander e Nijssem et al. (1989) e a partir de classificagéo
comercial para Crenicichla sp. “Xingu I”. Os espécimes serdo tombados na cole¢do do
Laboratorio de Citogenética - UFPA, no Centro de Estudos Avancados da Biodiversidade.
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Figura 1: Mapa com a identificagdo dos pontos de coleta.

3.1.2- Obtencdo de cromossomos metafasicos

Os cromossomos mitdticos serdo obtidos a partir de células do rim cefalico e caudal dos
peixes. A metodologia a ser utilizada foi proposta por Bertollo et al. (1978), com algumas
modificagdes como segue: Injetar solugédo de colchicina 0,025%, na proporc¢édo de 1mL/ 100g
de peso do animal, na regido dorso-lateral do animal com o auxilio de uma seringa de insulina;
posteriormente manter o animal em aquario aerado por 30 minutos e em seguida eutanasia-lo
para a retirada do rim cefalico. O rim extraido sera colocado em solugdo hipotonica de KCI
0,075 M e, com o auxilio de pinca e tesoura, cortado em pedacos menores e dissociado com um

macerador de vidro. Em seguida, o material deve ser levado a estufa a 37°C por 30 minutos.
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Ao sair da estufa, partes dos tecidos que ndo foram completamente dissociados seréo retirados
com auxilio de pinca. Deve-se acrescentar 1mL de fixador Carnoy (3 partes de Metanol e 1
parte de Acido Acético), ressuspender o material em placa de petri e transferi-lo para tubos de
centrifuga, com auxilio de pipeta Pasteur. O material transferido para os tubos devera ser
centrifugado a 1000 rpm, durante 10 minutos e o sobrenadante descartado, novamente deve-se
adicionar fixador Carnoy (5-10 mL). O material sera ressuspendido e armazenado em freezer -
20 °C.

3.1.3- Classificacdo morfoldgica dos cromossomos

A morfologia cromossémica serd determinada de acordo com Levan et al. (1964). Para
calculo do Numero Fundamental (NF) de bragos, os cromossomos classificados como
metacéntricos e submetacéntricos serdo considerados de dois bracos, enguanto o0s

subtelocéntricos e acrocéntricos considerados de um braco.

3.1.4- Técnica de bandeamento C

A deteccdo da heterocromatina constitutiva dos cromossomos sera realizada segundo
Sumner (1972). Inicialmente, a lamina sera tratada com Acido Cloridrico (HCI) 0,2 N em
temperatura ambiente (~27°C) por 15 minutos, em seguida lavada com agua destilada e seca ao
ar. A lamina vai ser incubada em solucao aquosa de Hidroxido de Bario (Ba(OH)2) 6%, a 60
°C, durante 20-30 segundos. Apds isso, a lamina sera imediatamente imersa em HCI 0,1 a 60
°C, para interrupcao da agdo da solucdo de Hidroxido de Bario, lavada com agua destilada e
seca ao ar. A lamina novamente sera incubada em solucéo salina 2xSSC a 60 °C por 15 minutos
e posteriormente lavada com &gua destilada e seca ao ar. Posteriormente, sera feita a coloragédo
da ldmina com solucdo de Giemsa, diluida em tampéo fosfato pH 6,8 na proporcéo de 3mL de

tampéo e 0,5mL de solugéo de Giemsa, por 10 minutos.

3.1.5- Técnica de coloracdo por AgNOR

As Regides Organizadoras de Nucléolo (NOR) serdo detectadas por impregnacdo de
Nitrato de Prata, segundo a técnica descrita por Howell & Black (1980) com modificagdes.
Primeiramente, a ldmina sera tratada em HCI 0,2 N durante 3 minutos em temperatura ambiente
(~27°C), ap0s isso, lavada com agua destilada e seca ao ar. Em seguida, seré colocada sobre a
lamina uma gota de solugédo aquosa de gelatina e duas gotas de solugédo aquosa de Nitrato de



Prata (AgNO3) cobertas por uma laminula 24 x 50 mm. A Iamina entdo, deve ser colocada em
camara hamida em banho maria a 60 °C por 7-9 minutos, com a face virada para baixo, de
maneira que a laminula fique para baixo; posteriormente a lamina sera lavada com jatos de dgua
para remover a laminula e todo o0 excesso dos reagentes, e seca ao ar. O processo de coloracédo

sera feito com Giemsa, diluido em tampao fosfato pH 6,8 na proporcdo 3:1 durante 1 minuto.

3.1.6- Mapeamento cromossémico de DNA repetitivo
3.1.6.1- Isolamento de sequéncias repetitivas

O DNA genbémico de um individuo adulto de C. johanna sera extraido através do
GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep kit (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Sequéncias utilizadas na producéo de sondas para anéalise de Hibridizag&o in situ Fluorescente
(FISH) serdo amplificadas por PCR com o seguinte conjunto de primers: rDNA 18S (18SF-5’
CCGCTTTGG TGACTC TTG AT e 18SR-5 CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA); rtDNA
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).

3.1.6.2- Nick-translation

As sondas serdo marcadas por nick-translation com biotina-14-dATP ou digoxigenina-
11-dUTP (Kit Dig-Nick, Roche, EUA). Em um tubo de volume 0,25uL serdo adicionados 1uL
de DNA (concentracdo de 1000ng/uL), 4uL de mix de reacdo e 15uL de agua. A reacdo deve
correr a 15°C por 90 minutos. Apo0s isso, a solugdo sera submetida a uma temperatura de 65°C
por 10 minutos, e sera adicionado 1L de stop buffer para parar a reacao.

3.1.6.3- Hibridizacao in situ fluorescente

Anélise de FISH seré realizada segundo Pinkel et al. (1986). As laminas serdo tratadas
com solucdo de RNase (0,5 UL de RNAse diluido em 200 pL de 4xSSC Tween), colocando-se
200uL da solucdo de RNase sobre cada lamina, cobrindo-as com laminula plastica e
encubando-as por 20 minutos em camara himida a 37°C. Em seguida, as laminas serdo
mergulhadas em solugdo de Pepsina 1% a temperatura ambiente (~27°C) por 10 minutos. Ap6s
isso, desidratadas em bateria de alcool como segue: duas vezes em alcool 70% por 2 minutos
em cada, duas vezes em alcool 90% por 2 minutos em cada e uma vez em alcool 100% por 4
minutos. A solucdo de hibridizacdo é composta de 2uL de sonda, formamida 50%, 2SSC e
sulfato dextrano, e sera desnaturada a 70°C. A desnaturacdo do DNA cromossémico seréa
realizada em formamida 70% a 65°C no intervalo de tempo de 20-40 segundos. Apos a



desnaturacao, a solucao de hibridizacao sera colocada sobre a regido das metafases na lamina e
em seguida deve-se colocar uma laminula de vidro e selar. A hibridizagdo ocorrera em camara
umida em estufa a 37°C durante 24h. As sondas serdo detectadas com avidina-CY3 ou
antidigoxigenina-FITC. Os cromossomos serdo contracorados com DAPI, contendo antifading
Vectashield.

3.1.6.4- Fiber-FISH

O fiber-FISH sera realizado segundo Barros et al. (2011). As laminas usadas para o
fiber-FISH serdo pré-tratadas com PBS 1x por 2 minutos, em seguida lavadas em agua destilada
e postas para secar a temperatura ambiente (~27°C). Ap0s isso, as laminas serdo desidratadas
em bateria de alcool como segue: 5 minutos em alcool 70%, 5 minutos em alcool 85% e 5
minutos em alcool 100%. Sobre a base da lamina deve se colocar 300uL de solucdo de NaOH
0.15M (300uL de NaOH 0.5M diluido em 700uL de alcool 30%) e com o auxilio de uma
segunda lamina deve-se fazer o esfregaco sobre o material citoldgico, de maneira que as fibras
nos nucleos interfasicos sejam arrastadas e esticadas mecanicamente. Apos isso, as laminas
serdo postas em posicao inclinada e sobre elas colocar 500uL de alcool 100%. Apos isso deve-
se realizar a FISH.
3.1.6.5- Analise de imagens

As laminas contendo as preparacdes cromossdmicas utilizadas para as técnicas de
citogenética classica, serdo analisadas em microscépio Olympus BX41 e fotografadas com
camera digital Canon Powershot A95. Os cari6tipos serdo montados com o auxilio do programa
Adobe Photoshop CS5. As imagens de FISH serdo capturadas por uma camera CCD AxioCam
MRm (Nikon) acopladas ao microscopio de Epifluorescéncia Nikon H550S (Nikon). A captura
das imagens serd intermediada pelo programa Nis-Elements (Nikon). A edicdo das imagens
(ajuste de brilho e contraste, montagem do caridtipo etc.) sera feita com auxilio do programa
Adobe Photoshop CS5.



4- RESULTADOS PRELIMINARES

Os resultados do presente projeto serdo apresentados em um capitulo referente ao seguinte
artigo:

Artigo: CARIOEVOLUCAO EM Crenicichla (HECKEL 1840): UM PROCESSO
MEDIADDO POR INVERSOES

10
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ABSTRACT

Crenicichla (Cichliformes, Cichlidae) present a highly conserved diploid number 2n=48 with
fundamental numbers varying between 52 and 62. We analyzed four species in order to
investigate the role of repetitive DNA in chromosome evolution in the genus. C. johanna, C.
cf. saxatilis and C. cf. regani have 2n=48 (8m/sm and 40st/a) and FN = 56, while Crenicichla
sp. “Xingu I” has 2n = 48 (48 st/a) and FN = 48. Different patterns of constitutive
heterochromatin distribution were observed including pericentric, interstitial and whole arm C
bands. A single chromosome bears 18S rDNA clusters in most species, except C. johanna,
where population variation exists in terms of the quantity and distribution of clusters and their
association with interstitial telomeric sequences. All species showed hybridization of 5S rDNA
sequences in an interstitial region on an acrocentric chromosome pair. The karyotypic
differences and maintenance of the diploid number supports chromosome evolution mediated
by inversions in Crenicichla. The telomeric and 18S rDNA sequence association in various
chromosomes of C. johanna are proposed to represent hotspots for breakage, favoring
intrachromosomal rearrangements. The results suggest that repetitive sequences can contribute

to microstructural cytogenetic diversity in Crenicichla.

Key-words: Neotropical fish, FISH, karyotypic variation, ancestral karyotype, repetitive
DNA
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INTRODUCTION

Crenicichla Heckel, 1840 (Cichliformes) is considered the most species rich genus of
Neotropical cichlids with approximately 90 valid species, subdivided in nine groups based on
morphology (Kullander 2003; Varella and Ito, 2017). The genus is widely distributed in all river
basins east of the Andes including coastal drainages from Venezuela and the Guianas as far
South as the Plata river in Argentina (Kullander 2003; Kullander et al. 2010; Casciotta et al.
2010; Mattos et al. 2014).

Currently, only 24 species of Crenicichla have been analyzed by classical cytogenetic
methods. All species have presented a diploid number of 2n = 48, an absence of heteromorphic
sex chromosomes and an active AgNOR on a single chromosome pair (Benzaquem et al. 2008).
Despite the conserved diploid number, members of this genus have shown high interspecific
variation in the fundamental number (FN), from FN=52 in C. ¢f. saxatilis to FN=62 in C.
niederleinii (Arai, 2010), suggesting the occurrence of intrachromosomal rearrangements,
including many pericentric inversions (Feldberg et al. 2003) (Table 1).

Repetitive DNA constitutes a large part of the genome of eukaryotes, and may be
arranged in tandem (satellite DNA, histone genes, etc.) or be dispersed along chromosomes
(transposable elements) (Charlesworth et al. 1994). Repetitive sequences may be directly
related to karyotypic diversification mechanisms in taxa with stable diploid numbers such as in
Crenicichla. The presence of repetitive DNA clusters in some genomic regions may represent
fragile breakage sites that are repeatedly associated with rearrangements during chromosome
evolution (Feschotte and Pritham 2007; Schneider et al. 2010). In the fish family Loricariidae,
the association of 5S rDNA and interstitial telomeric sequences (ITSs) has been proposed to
produce hot spots for genomic repatterning (Barros et al. 2017). In Crenicichla chromosomal
mapping using repetitive DNA has only been performed in Crenicichla lepidota (18S and 5S
rDNA), making it impossible to infer the role of these sequences in the karyoevolution of the
genus (Perazzo et al. 2011).

The present study reports cytogenetic data for four Amazonian species of Crenicichla,
used to analyze the genomic organization of repetitive DNA sequences and investigate their

contribution to chromosome evolution in the genus.
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Table 1: Cytogenetic data for Crenicichla species

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

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

Crenicichla inpa 48 6M/SM + 42ST/A Brazil (Bacia amazOnica) Benzaguem et al. (2008)

Crenicichla johanna 48 8M/SM + 40ST/A Braganca, PA, Brazil Present work

Crenicichla johanna 48 8M/SM + 40ST/A Cametd, PA, Brazil Present work

Crencichla cf. johanna 48 8M/SM + 40ST/A Brazil (Amazon Basin) Benzaquem et al. (2008)

Crenicichla lacustris 48 6M/SM + 42ST/A Brazil (SP) Feldberg & Bertollo (1985); Feldberg & Bertollo (1985)
Crenicichla lepidota 48 6M/SM + 8ST + 34A South America Thompson (1979)

Crenicichla lepidota 48 6M/SM + 42ST/A Brazil (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 Brazil (PR) Martins et al. (1995)

Crenicichla lucius 48 Amazonas river Thompson (1979)

Crenicichla lugubris 48 8M/SM + 40ST/A Brazil (Amazon Basin) Benzaguem et al. (2008)

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

Crenicichla niederleinii 48 2M + 8SM + 38 ST/A Brazil (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 Amazonas river Thompson (1979)

Crenicichla cf. regani 48 8M/SM + 40ST/A Santa Maria, PA, Brazil Present work

Crenicichla reticulata 48 6M/SM + 42ST/A Brazil (Amazonas river) Benzaguem et al. (2008), Feldberg et al. (2004)
Crenicichla saxatilis 48 4AM + 44A South America Oyhenart-Perera et al. (1975), Hinegardner & Rosen (1972)
Crenicichla cf. saxatilis 48 4AM + 44A Braganga, PA, Brazil Present work

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

Crencichla semifasciata 48 6M/SM + 42ST/A Brazil (MS) Feldberg & Bertollo (1985); Feldberg & Bertollo (1985)
Crenicichla strigata 48 6M/SM + 42ST/A Amazonas river Thompson (1979)

Crenicichla vittata 48 6M/SM + 42ST/A Brazil (MS) Feldberg & Bertollo (1985); Feldberg & Bertollo (1985)
Crenicichla sp. 48 2M + 6SM + 40ST/A Brazil (SC) Lorerio et al. (2000)

Crenicichla sp. "Xingu I" 48 48ST/A Altamira, PA, Brazil Present work
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MATERIAL AND METHODS

Data describing the samples used in this study and their origin are described in Table 2

and the collection localities indicated in Figure 1.

Table 2: Number of individuals, divided by sex and maturity, and collection locality information for Crenicichla
samples analyzed in the present study.

Number of

Species Population specimens Sex Geographical coordinates

C. johanna Abaetetuba 7 2M 2F 3] 1°40'46.6"S 48°56'12.9"W
C. johanna Cameta 6 2M 1F 3J 2°15'35.5"S 49°30'13.5"W
C. cf. saxatilis Braganca 6 3M 2F 1J 1°10'47.0"S 47°00'11.5"W
C. cf. regani Santa Maria do Para 1 1M 1°20'15.6"S 47°32'39.1"W
C. sp. “XinguI” Altamira 9 8M 1J 3°13'41.2"S 52°12'50.5"W

Note: Male (M), Female (F) and Juvenile (J); South (S), West (W)

All samples were deposited in the collection of the Laboratorio de Citogenética, Federal
University of Para, Brazil. The taxonomic identification of samples was based on Kullander
and Nijssem (1989), Kullander (2003), Ito and Py-Daniel (2015) and Varella and Ito (2017) or,
in the case of Crenicichla sp. “Xingu I, using the commercial trade name for the species which
has not yet been formally described (Avila, 2008). When species match original descriptions
but come from a single location within a generally wide species distribution, and where new
species have been described for populations from some part of the distribution of that original
widespread species, we use the conservative identification “cf.” before the specific epithet.
Samples were collected under license (SISBIO 13248) and all work performed in accordance
with ethical approval by the Federal University of Parda Committee for the Ethical Use of
Animals (CEUA 68-2015).
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Figure 1: Map indicating sample collection locations of Crencichla analyzed cytogenetically in this study.

Chromosome preparations were obtained following Bertollo et al. (2015) and classified
following Levan et al. (1964). The distribution of constitutive heterochromatin (CH) and
Nucleolar Organizing Regions (NORs) were determined following Sumner (1972) and Howell
& Black (1980), respectively.

Fluorescent in situ Hybridization (FISH) probes for 18S and 5S rDNA were amplified
by Polymerase Chain Reaction (PCR) using genomic DNA from C. johanna, and the following
primer pairs: 18S rDNA (18SF-5" CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT and 18SR-5" CCG AGG
ACC TCA CTA AAC CA); 5S rDNA (5SF-5 GCC ACA CCA CCC CTG AAC AC and 5SR-
5" GCC TAC GAC ACC TGG TAT TC). Telomeric sequences were amplified by PCR using
complementary primers (TTAGGG)n and (CCCTAA)n, without the use of template DNA,
following Ijdo et al (1991).

FISH was performed following Pinkel et al. (1986). The hybridization solution
comprised of 2uL of probe, formamide (50%), 2SSC and dextran sulphate, denatured at 70°C.
Denaturation of chromosomal DNA was performed in 70% formamide at 65°C. Hybridization
occurred at 37°C, overnight. Probes were detected using avidin-CY3 or antidigoxigenin-FITC.

Chromosomes were counterstained with DAPI containing antifading Vectashield.
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Fiber-FISH was performed following Barros et al (2011). Cytologically prepared slides
were washed in 1x PBS for five minutes. Chromatin fibers were extended by brushing with
0.15 M NaOH diluted in 30% ethanol. Subsequently, 500uL of ethanol was added directly to
the slides, and the material dehydrated using a battery of ethanol prior to analyses by FISH.

Slides were analyzed on an Olympus BX41 microscope and photographed using a
Canon Powershot A95 camera. FISH images were captured using a CCD AxioCam MRm
(Nikon) camera coupled to an Epifluorescence Nikon H550S (Nikon) microscope and using the
program Nis-Elements (Nikon). Image editing to adjust brightness, contrast and mount

karyotypes was performed in Adobe Photoshop CS5.

RESULTS

All analyzed Crenicichla species have 2n=48 and heteromorphic sex chromosomes are
absent (Fig 2). The species C. johanna, C. cf. saxatilis and C. cf. regani present FN=56 and a
karyotypic formula of 8M/SM and 40ST/A (Fig 2A,C,E,G). In contrast, Crenicichla sp. Xingu
I presented FN=48 and a karyotypic formula of 48ST/A (Fig 21, J).

In all four species C banding revealed CH in the pericentromeric region of the majority
of chromosomes (Fig 2B,D,F,H,J). In C. johanna some chromosomes presented additional CH
in the terminal region (Fig 2B,D); samples of this species from the population from Cameta
(CA) also presented a completely heterochromatic short arm on chromosome pair 2, with size
heteromorphism between homologs (Fig 2D). These characteristics were not found in the
population from Abaetetuba (AB) where the heterochromatic block is localized pericentrically
and extends only halfway along the long arm (Fig 2B). In C. cf. saxatilis additional C bands
were observed at a secondary constriction in chromosome pair 1 (Fig 2F). In C. cf. regani
additional C bands were observed on pairs 3, 7 and 22 (Fig 2H). In C. sp. “Xingu I” interstitial
C bands were present on chromosome pairs 1, 3, 7, 8, 10, 20, 21 and 22 (Fig 2J).

Staining with AgNOR showed that in all species only one chromosome pair showed
active rDNA sites. In C. johanna the active AgNOR bearing pair is 5 for the population AB (Fig
2B) and 2 for the population CA (Fig 2D), coinciding with the CH block on the short arm,

demonstrating geographic variation for this marker.
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Figure 2: Karyotypes of Crenicichla species based on Giemsa staining (A, C, E, G, I) and C banding (B, D, F, H, J): (A-B) C. johanna
AB; (C-D) C. johanna CA; (E-F) C. cf. saxatilis; (G-H) C. cf. regani; (I-J) C. sp. "Xingu I".
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Chromosome mapping using 18S rDNA probes, showed multiple hybridization
locations that were variable between the two sampled populations of C. johanna. Individuals
from the AB population showed clusters on only one of the homologs of chromosome pairs 1,
6, 17 and 22 and on both homologs of chromosome pair 5 (Fig 3A). In comparison, individuals
from the CA population only showed clusters on the short arm of chromosome pair 2 and the
terminal region of one of the homologs of chromosome pair 16 (Fig 3B). In C. cf. saxatilis 18S
rDNA probes hybridized around a secondary constriction in the short arm of chromosome pair
1 (Fig 3C). In C. cf. regani 18S rDNA probe hybridization was observed along the short arm of
chromosome pair 2 (Fig 3D). In Crenicichla sp. “Xingu I” hybridization occurred in the
terminal region of one acrocentric chromosome pair (Fig 3E). In this case, it was impossible to
determine which chromosome pair because of the great similarity in size and acrocentric
morphology of so many chromosome pairs in the karyotype.

In all four species, FISH with telomeric probes (TTAGGG) showed hybridization
locations in the distal regions of all chromosomes (Fig 3). In C. johanna variable numbers of
hybridization location clusters were observed that were syntenic with 18S rDNA locations.
There were 6 such clusters in individuals from the AB population and 3 clusters in individuals
from the CA population (Fig 3A,B). In both cases Fiber-FISH analysis revealed that telomeric
and 18S rDNA sequences are associated and arranged in an intercalated manner (Fig 3A).
Interstitial telomeric sequences (ITS) were found in C. cf saxatilis, located in the
pericentromeric region of chromosome pair 1 (Fig 3C).

In all species the 5S rDNA probes hybridized in an interstitial region of one of the

acrocentric chromosome pairs (Fig 3F).
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Figure 3: FISH and Fiber-FISH showing telomeric (red) and 18S rDNA (green) probe hybridization locations in Crenicichla species: (A) C. johanna AB, inset: Fiber-FISH
and chromosomes bearing 18S rDNA; (B) C. johanna CA, inset: chromosomes bearing 18S rDNA; (C) C. cf. saxatilis, inset: chromosome pair 1 bearing 18S rDNA and
pericentromeric ITS; (D) C. cf. regani, inset: chromosome pair bearing 18S rDNA; (E) C. sp. "Xingu I", inset: chromosome pair bearing 18S rDNA. Yellow regions in A
and B represent sites with syntenic localization of 18S rDNA and telomeric probes in C. johanna. FISH showing 5S rDNA probe hybridization locations in Crenicichla

species: (F1) C. johanna AB; (F2) C. johanna CA; (F3) C. cf. saxatilis; (F4) C. cf. regani; (F5) C. sp. "Xingu I".
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DISCUSSION

Karyoevolution in Crenicichla

The conserved diploid number of 48 chromosomes in the four species of Crenicichla
analyzed here is common to 75% of species in the subfamily Cichlinae (Schneider et al. 2013;
Perazzo et al. 2011).

However, the data produced here shows for the first time a completely different
karyotype in the species Crenicichla sp. “Xingu I’ with 48 acrocentric chromosomes (FN=48,
see Fig 2i), differing from all other Crenicichla species analyzed to date that have some
metacentric or submetacentric chromosomes. This pattern (2n=48 and FN=48) is similar to the
proposed ancestral karyotype of Feldberg et al. (2003) where a comparison of cytogenetic data
from many species of Cichlidae and phylogenetic data (Farias et al. 2000) were used to propose
the idea that Neotropical cichlids, including Crenicichla, show a strong tendency for
chromosomal rearrangement as a result of pericentric inversions. Considering that hypothesis,
we explain the origin of the Crenicichla sp. “Xingu I” karyotype in one of two ways: (1) The
species maintained the ancestral conserved karyotype; or (2) The species suffered new inversion
events to develop a derived karyotype that is similar to the ancestral form.

The karyotype described here for C. cf. saxatilis (8M/SM and 40ST/A) is different to
that described for C. saxatilis by Oyhenart-Pereira et al. (1975) (6M/SM and 44ST/A), revealing
interpopulation or interspecific (in case they represent undescribed cryptic species) variation,
with the relative increase of a pair of M/SM chromosomes and an equivalent reduction in the
number of acrocentric pairs in the populations studied here. This information, associated with
the presence of ITS in the pericentromeric region of chromosome pair 1 (M/SM) (see Fig 3c),
suggests that the population studied here shows a recent pericentric inversion in an acrocentric
pair to form chromosome pair 1. The pericentric ITS represents the remains from the inversion
process as suggested for the snake Corallus hortulanos (Viana et al. 2016), and in the rodent
genera Microtus (Rovatsos et al. 2011) and Phodopus (Pago et al. 2012).

The presence of 5S rDNA at the interstitial region of an acrocentric chromosome pair in
all four species represents a conserved characteristic in the Cichlidae (Nakajima et al. 2012).
However, previous research described variation in the distribution of this marker in Crenicichla
lepidota, with the presence of 5S rDNA in the interstitial region of two acrocentric chromosome
pairs instead of one pair (Perazzo et al. 2011). Studies in various species of fishes have shown
that 5S rDNA hybridization can present variation in number, structure and origin of marked

locations (Martins et al. 2002; Nakajima et al. 2012; Barros et al. 2017), demonstrating a
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difference in microstructural organization of the karyotype in the genus, despite the conserved

diploid number.

Association of heterochromatin and repetitive DNA in C. johanna

The distribution of CH in pericentromeric and terminal regions of chromosomes is
common in species of Crenicichla (Mizoguchi et al. 2007; Molina et al. 2014; Pires et al. 2015).
The heterochromatinization of parts of the genome can be characterized as a repression of
recombinant processes, protecting the genomic integrity of the organism (Grewal and Jia,
2007). As such, the heterochromatinization of the whole short arm of chromosome pair 2 in the
CA population of C. johanna (Fig 2D) may be the result of the amplification of CH (Margarido
and Galetti, 2000) in the region that contains co-localized telomeric sequences (Fig 3B). The
CH may help stabilize these sites where the syntenic blocks of 18S rDNA would otherwise
result in instability with frequent recombination (Ocalewicz, 2003). The size heteromorphism
observed between homologues of this chromosome pair may be associated with simple
translocations or unequal crossing-over (Szostak and Wu, 1980).

The variability of the distribution of 18S rDNA between populations of C. johanna,
marking 6 chromosomes in the AB population and 3 in the CA population (Fig 3A,B), may be
explained by: (1) ectopic recombination, resulting from the physical approximation of
chromosomes during meiotic interphase or prophase, when the marked chromosomes could
present the Rabl or hougué configurations (respectively), as described for the scorpion Tityus
obscurus (Almeida et al. 2017); (2) translocations, considering that heterochromatic regions
rich in rDNA are also considered hotspots for chromosome breaks (Rousselet et al. 2000); or
(3) transposition of active transposable elements (Symonova et al. 2013)

In addition to the great variability in 18S rDNA sites between the two populations of C.
johanna, the active NOR bearing chromosome pair differs between populations (Fig 2B,D and
Fig 3A,B). Furthermore, the results obtained here are distinct from those of Benzaquem et al.
(2008) for a population of C. johanna from the Catal&o river in the state of Amazonas, Brazil,
where the active NOR is on the short arm of chromosome pair 24. This difference may be the
result of competition between nucleolar chromosomes with varying capacities for synthesis or
organization of small and large nucleoli (Ramirez and Sinclair, 1975), demonstrating that the
active 18S rDNA site can vary between populations of C. johanna. Alternatively silencing of
rDNA sites through the action of other repetitive DNA may occur as observed with As51
satellite DNA (Vicari et al. 2008).
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The association of telomeric and 18S rDNA visualized by Fibre-FISH demonstrated the
occurrence of various ITSs intercalated with NOR sequences, as proposed for Anguilla anguilla
and A. rostrata (Salvadori et al. 1991). The association of telomeric and rDNA sequences has
been observed in plants (Souza et al. 2016) and other fishes (Ashley and Ward, 1993). Although
the origin and genomic function of this syntenic association is unknown, some authors suggest
that it is a hotspot for chromosomal breaks, increasing the chances of chromosomal
rearrangements (Ashley and Ward, 1993; Bolzan, 2011; 2017). It is known that 45S rDNA
sequences can generate instability in plants and animals because secondary constrictions that
develop during chromosome condensation include fragile sites, promoting chromosome breaks
(Huang et al. 2008; Cazaux et al. 2011)

By associating the pattern of ITSs in metacentric pairs described in this study with the karyotype
evolution model for Neotropical cichlids of Feldberg et al. (2003), we propose that the
association of telomeric and 18S rDNA sequences is strongly related to chromosomal break

points that are important for genomic repatterning in Crenicichla.
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5- CONCLUSAO

Concluimos que, apesar de apresentarem grande conservacdao quanto ao numero dipldide, as
especies de Crenicichla possuem muitas diferencas microestruturais no genoma. A variacdo na
organizacdo de diversas sequencias de DNA repetitivo evidencia a diversidade no patriménio
genético dessas espécies.

Através do mapeamento das sequencias de DNA repetitivo observamos sitios de DNA
repetitivo que sugerem a ocorréncia de rearranjos, como observado na populacgéo de C. saxatilis,
onde o aumento do NF é, provavelmente, resultado do processo de inversdes pericéntricas em
um par de cromossomos ST/A.

Concluimos também que, a associacdo de sequenciais de telémeros-rDNA 18S nas duas
populacgdes de C. johanna pode constituir hot spot de recombinacéo, favorecendo a ocorréncia
de rearranjos, e que a atividade dos sitios de rDNA, nessa espécie, pode estar sujeita a
competicdo entre cromossomos nucleolares.

Através da primeira descricdo cariotipica de Crenicichla sp. “Xingu I” observamos uma
férmula cariotipica semelhante a provavel organizacdo cariotipica ancestral de Cichlidae,
segundo dados da literatura.

Devido as suas peculiaridades do ponto de ecoldgico e a presenga ao longo de toda América do
Sul, Crenicichla possui participagédo significativa em diversas teias alimentares. Portanto, a
melhor compreensdo do patrimonio genético e da dindmica génica deste género torna-se
importante para a preservacao dessas espécies e de suas relacdes ecologicas dentro das

comunidades naturais.
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