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ARTIGOS / ARTICLES

Caracterizacao cariotipica de um estoque de tilapia do Nilo,

Oreochromis niloticus, da Universidade Estadual de Londrina, mediante

diversas técnicas de bandamento cromossomico

Karyotypical characterization from stock of Nile tilapia, Oreochromis
niloticus, at Londrina State University, PR, Brazil, through several
techniques of chromosomes band

Creusa Maria Rodrigues Leonhardt'; Lucia Giuliano Caetano?; Alberto Fenocchio®;
Mauro Caetano Filho*; Julio Hermann Leonhardt>

Resumo

Foram analisados citogeneticamente 14 individuos de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus que fazem
parte do estoque de reposigdo de reprodutores da Estagdo de Piscicultura da Universidade Estadual de
Londrina, Parana, Brasil. Todos os individuos apresentaram o mesmo niimero diploide de 44 cromossomos.
As NORs foram observadas em quatro cromossomos com marcagdes em posi¢ao terminal do brago curto
¢ a hibridag¢@o “in situ” (FISH) com sonda de 18S também evidenciou a presenca de dois pares de
cromossomos contendo cistrons ribossdmicos. O tratamento com os fluorocromos CMA, e DAPI,
respectivamente, ndo mostrou bandas brilhantes em nenhum cromossomo do complemento. A Banda C
(CBQG) evidenciou, regides de heterocromatina distribuidas em varios cromossomos nas regides
centroméricas, sendo observadas algumas marcagdes em regides teloméricas, principalmente no maior
par de cromossomos do complemento, um par apresentou-se quase totalmente heterocromatico. Os
resultados obtidos estdo de acordo com os dados disponiveis na literatura, porém, quando analisadas
as bandas C e as NORs, foram evidenciadas algumas diferencas que aparentemente caracterizam a
populagéo local de peixes da Universidade Estadual de Londrina.
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Abstract

14 specimens of Nile’s tilapia were analyzed cytogenetically, Oreochromis niloticus, that belong to the
stock of fish breeding from the Freshwater Aquaculture Station of the Londrina State University in the
Parana, Brazil. All specimens presented the same disploid number of 44 chromosomes. The NORs were
observed in four chromosomes with marks in terminal position of the short arm and the hybridization “in
situ” (FISH) with probe of 18 S also evidenced the presence of two pairs of chromosomes containing
ribbosomic cistrons. The treatment with the fluochromes CMA3 and DAPI, respectively, didn’t show
shinning bands in any chromosome of the complement. The band C (CBG) evidenced regions of
heterochromatin distributed on several chromosomes in the centromeric regions, being observed some
marks in telomeric regions, mainly on the biggest pair of chromosomes of the complement, a pair presented
itself almost totally heterochromatic. The obtained results are in accordance with the data found in
literature, nevertheless when the C bands and NORs were analyzed, were evidenced some differences

that apparently characterized the local fish population of the Londrina State University.
Key words: Cytogenetics, Oreochromis niloticus, NORs, CMA3, DAPI, fish, heterochromatin

Introducao

Tilapia ¢ um nome comum utilizado para
denominar um grande numero de espécies de
ciclideos (Perciformes), provenientes da Africa,
pertencentes ao grupo Tilapiine, divididos em 3
géneros: Tilapia, Sarotherodon e Oreochromis,
sendo este ultimo de grande importancia na
aqiiicultura mundial (MC ANDREW, 2000).

A tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus vem
destacando-se por apresentar inumeras qualidades
zootécnicas, como rusticidade, crescimento rapido,
grande adaptacgdo alimentar, boa conversdo alimentar
e ganho de peso. Além disso, apresenta uma carne
branca, de excelente paladar e textura, com espinhos
ausentes na musculatura lateral, facilitando a técnica
de filetagem e a industrializacao da carcacga
(ZANONI; FILHO; LEONHARDT, 2000;
BOSCOLO et al., 2001; VIEIRA, 2005).

A producado da piscicultura brasileira representa
menos de 10 % da producao da pesca brasileira, que
gira em torno de 700 mil toneladas/ano, enquanto o
consumo nacional estd proximo de um milhdo de
toneladas/ano. Para aumentar a produgado e atender
esta demanda crescente, ¢ preciso desenvolver
linhagens melhoradas. Uma alternativa de
melhoramento genético ¢ o uso da selegdo. Um
requisito inicial para aplicagdo da sele¢ao em tilapias
¢ a existéncia da variabilidade genética das

populagdes. Uma segunda etapa envolve a
identificacdo das familias e as caracteristicas
fenotipicas desejadas (BENTSEN; EKNATH;
PALADA-DEVERA, 1998; VIEIRA, 2005).

Os progressos no melhoramento genético de
peixes cultivados tém sido foco de discussdes e
revisoes durante a tltima década (HULATA, 2001).
Os objetivos t€m visado aumentar a producao de
novas linhagens, com o desenvolvimento de
tecnologias modernas, incluindo manipulaggo sexual
e cromossomica, a criopreservagao de gametas, a
obtenc¢ao de individuos transgénicos e 0 mapeamento
genomico. Os conhecimentos sobre marcadores de
DNA evoluiram do seu estado experimental e estao
sendo atualmente incorporados a aqiiicultura de forma
pratica e eficiente (MARTINS et al., 2002).

Muitos estudos genéticos tém sido realizados com
o objetivo de identificar as relagdes filogenéticas dos
ciclideos. Estes estudos associados a pesquisas de
hibrida¢ao de espécies e de reversao sexual tém sido
utilizados para um melhor entendimento dos
mecanismos de determinacao de sexo em tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, bem como em outras
espécies do grupo (MAIR et al, 1997; TUAN;
LITTLE; MAIR, 1998; ABUCAY et al, 1999).

Oreochromis niloticus bem como O. aureus
apresentam sistema de determinacdo sexual de tipo
XX/XY, demonstrado através da analise do complexo

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 27, n. 4, p. 679-684, out./dez. 2006



Caracterizacéo cariotipica de um estoque de tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, da Universidade Estadual de Londring,...

sinaptonémico (FORESTI etal, 1993; CARRASCO;
PENMAN; BROMAGE, 1999), neste caso o
primeiro par cromossdmico seria o responsavel pela
determinagdo do sexo, apesar de ndo haver uma
diferenciacao morfoldgica notavel entre os membros
desse par, o que dificulta sua distingdo em
preparagdes cromossomicas mitoticas.

O presente trabalho teve como objetivo analisar
citogeneticamente os cromossomos de Oreochromis
niloticus de um estoque de reprodutores proveniente
da Estagdo de Piscicultura da Universidade Estadual
de Londrina (Parana, Brasil), por meio de diferentes
técnicas de coloragdo (AgNOR, FISH com sondas
de rDNA 18S, CMA, DAPI e Banda C).

Material e Métodos

Foram analisados 14 exemplares de tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus (06 fémeas e 08 machos)
mantidos em cativeiro com finalidade de reproducao
na Estacdo de Piscicultura da Universidade Estadual
de Londrina (EPUEL), Parand, Brasil.

Os exemplares utilizados foram provenientes de
uma linhagem da tilapia do Nilo popularmente
intitulada “local” ou “nilotica”, cultivada na Regiao
Sul do pais e que tiveram origem na primeira
importacdo oficial de tilapia do Nilo em 1971. Esta
linhagem ¢é também chamada de Bouaké (BOKE)
por Vieira (2005) e Lupchinski et al. (2006), sendo
originaria da Costa do Marfim, regido Oeste da
Africa. Os animais apresentavam-se em plena
reproducdo e as fémeas com peso aproximado de
300 gramas e os machos com peso em torno de 900
gramas.

Os cromossomos mitoticos foram obtidos através
da técnica de cultura de linfocitos descrita por
Fenocchio e Bertollo (1988), evitando o sacrificio dos
peixes estudados. A caracterizacdo das regides
organizadoras de nucléolo (NORs) foi realizada

conforme a técnica descrita por Howell e Black
(1980). A técnica de hibridagao “in situ” fluorescente
(FISH), utilizando sonda de DNAr 188, (cedida pelo
Laboratério de Genética e Citogenética de Peixes
da UNESP-Botucatu), foi realizada de acordo com
o método descrito por Swarca et al. (2001). A
heterocromatina foi detectada utilizando a técnica
convencional de bandas C (CBG), descrita por
Sumner (1972) e o tratamento com os fluorocromos
cromomicina A; (CMA,) e DAPI, seguiu a técnica
descrita por Schimid (1980).

Resultados e Discussao

Os exemplares de Oreochromis niloticus
apresentaram numero dipldéide igual a 44
cromossomos, tanto para machos como para fémeas
(Figura la), corroborando com os dados disponiveis
para essa espécie (MAJUMDAR; MC ANDREW,
1986; OLIVEIRA; WRIGHT, 1997; TORRES;
LEAO, 2002, MARTINS et al, 2004). Em
Oreochromis niloticus foi descrito um sistema de
determinacao sexual de tipo XX/XY, o qual em alguns
casos pode ser evidenciado através da analise do
complexo sinaptonémico por Foresti et al (1993) e
Carrasco, Penman ¢ Bromage (1999), ndo sendo
possivel sua diferenciagdo somente atraves da analise
dos cromossomos mitéticos, onde podemos algumas
vezes observar uma sutil diferenca de tamanho entre
os cromossomos do primeiro par (Figura 1a).

Por meio da impregnagao pelo nitrato de prata
(AgNO,), foram evidenciados até¢ quatro
Cromossomos com marcagdes em posi¢ao terminal
do brago curto (Figura 1b). Torres e Ledo (2002) em
concordancia com estes dados, descreveram as
AgNORs de um estoque de tilapias do Nilo em dois
pares de cromossomos, ja Martins et al (2004), tem
observado a ocorréncia de trés pares de
cromossomos portadores de NORs.
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Figura 1. Cariotipo da tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus 2n = 44 de um estoque de peixes da Estacdo de
Pisciculturada Universidade Estadual de Londrina.

la) Técnica de Giemsa

1b) Técnica de impregnacao pelo nitrato de prata (AgNOR).

Estes dados nao sdo concordantes e isto pode
ser devido ao fato da coloragdo com nitrato de prata,
nem sempre revelar com precisdo o numero de
cromossomos portadores de NORs, uma vez que o
AgNO, reage somente com proteinas acidas
associadas com DNATr que esteve ativo na interfase
anterior (PENDAS; MORAN; GARCIA-
VASQUEZ, 1993). Porém, Martins et al (2004)
confirmaram a ocorréncia dos trés pares evidenciados
pela prata mediante a utilizacdo de hibridacao in situ
com sondas de DNAr 18S. Isto ndo foi constatado
no estoque analisado no presente trabalho, no qual
foram aplicadas as mesmas sondas, obtendo-se
somente marcagdes em dois pares de cromossomos
(Figura 2a). Este fato indica que essa diferenga pode
ser devida as caracteristicas citogenéticas proprias
de cada um dos estoques analisados, ¢ nao
simplesmente atribuidas a problemas técnicos na
deteccao dos cromossomos portadores da NOR.

O tratamento com os fluorocromos CMA e
DAPI, que evidencia regides ricas em GC e AT,
respectivamente, ndo mostrou bandas brilhantes em

nenhum cromossomo do complemento (Figura 2b,
2c). Esta observacdo ¢ interessante visto que as
NORs estdo normalmente associadas com familias
de DNA repetitivo, freqlientemente rico em
seqliéncias GC em muitas espécies de peixes
(SALVADORI et al, 1995).

A técnica de Banda C permitiu identificar regides
de heterocromatina distribuidas nas regides
centroméricas de quase todos os cromossomos, sendo
observadas algumas marcagdes em regides
teloméricas, principalmente no maior par de
cromossomos do complemento. Um par de
cromossomos apresentou-se quase totalmente
heterocromatico (Figura 2d). Heterocromatina
localizada em posig@o centromérica € a situagdo mais
freqliente em varias populacdes de Oreochromis
niloticus estudadas por diversos autores
(OLIVEIRA; WRIGHT, 1997), entretanto esse
padrao ndo € idéntico, uma vez que em alguns grupos
ocorrem marcagoes intersticiais (MAJUMDAR; MC
ANDREW, 1986), indicando que estas diferencas
podem estar relacionadas com processos evolutivos
que foram fixando diversas caracteristicas em
distintas populagoes.

Figura 2. Metafase da tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus de um estoque de peixes da Estagdo de
Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina.

2a) Técnica de FISH com sonda de DNAr 18 S

2b) Tratamento com fluorocromo CMA,

2¢) Tratamento com fluorocromo DAPI

2d) Técnica da Banda C com regides de heterocromatina.
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Os resultados obtidos mostram que o estoque
analisado apresenta a macroestrutura (numero e
morfologia cromossdmica) conservada, coincidindo
as observagdes realizadas, com os dados disponiveis
na literatura, porém, quando analisadas as bandas C
e as NORs, foram evidenciadas algumas diferengas
que caracterizam a populagdo local que devem ser
atribuidas aos estoques de origem.
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