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1.Introducao

Os serrasalmineos sao peixes de agua doce, amplamente distribuido na América do Sul, sendo abundantes nas
bacias Amazénica, do Parana-Paraguai e do Orinoco. Habitam uma grande variedade de corpos de agua,
incluindo o canal principal dos rios e zonas de remanso (Goulding, 1980). A alimentagdo varia de acordo com o
seu desenvolvimento ontogenético, incluindo desde zooplancton, insetos, frutos, até tecido carnoso de peixes e
outros animais (Machado-Allison e Fink, 1996).

O tambaqui (Colossoma macropomum) € um peixe amazonico muito importante para a pesca regional e uma das
principais espécies cultivadas na piscicultura brasileira, onde diversos fatores favorecem a criagdo desses
animais, como facil obtencdo de juvenis, bom potencial de crescimento, alta produtividade. No contexto da
piscicultura, o tambaqui destaca-se por seu habito alimentar onivoro, grande plasticidade genotipica e fenotipica
que permite & espécie sobreviver no heterogéneo ambiente amazdnico, porém essa caracteristica pode estar
sendo perdida em populagdes de tambaqui cultivadas (Leitdo e Val, 2003).

Em relagdo a citogenética, esse grupo apresenta um numero dipléide variando de 2n=54 a 2n=64 cromossomos,
Os géneros Colossoma, Piaractus, Mylossoma e Metynnis apresentam quatro cromossomos portadores de
regides organizadoras de nucléolos detectadas pelo Nitrato de Prata (Ag-RONSs), enquanto que nos demais
géneros, esse numero pode chegar até 12 (Porto et al., 1989; 1991).

A técnica de FISH (hibridizagdo in situ Fluorescente) envolve a preparagdo de sondas especificas de DNA,
marcadas pela incorporagdo de nucleotideos quimicamente modificados que sdo diretamente fluorescentes
(método direto) ou podem ser detectados pela ligagdo a uma molécula fluorescente (método indireto),
visualizados sob a luz ultra-violeta. Tais sondas de cadeias simples de DNA s&o hibridizadas com os
cromossomos metafasicos como nas técnicas habituais de citogenética, mas também diretamente com os
cromossomos de células interfasicas (Kasahara, 2009).

2.Material e Métodos

Os peixes foram coletados nos seguintes pontos: lago Cataldo, localizado na confluéncia do rio Negro com
Solimées, piscicultura de Balbina e piscicultura do INPA (Figura 1). A espécie analisada foi Colossoma
macropomum (Figura 2). Os exemplares foram coletados com malhadeira e posteriormente trazidos para o
laboratério de citogenética de peixes da CBIO, onde foram todos identificados pelo pesquisador Dr. Jansen A.S.
Zuanon (INPA) e mantidos em aquarios bem aerados para em seguida serem sacrificados.

Para obtengdo dos cromossomos mitoticos foi utilizada a técnica “air drying” descrita por Bertollo et al. (1978),
onde foi injetado o alcaldide colchicina nos peixes por quarenta e cinco minutos e apds esse tempo foi retirado o
rim posterior e anterior, foram divulsionados em Cloreto de Potassio (KCl) e levados para a estufa por trinta
minutos a 37° , para a hipotonizagao e posteriormente centrifugados por trés vezes no fixador recém preparado
(metanol e acido acético). Para a analise microscopica, o material foi pingado em laminas, corado com Giemsa e
as laminas foram analisadas ao fotomicroscopio. Para obtengdo das RONs foi utilizada a técnica descrita por
Howel e Black (1980), em que as laminas foram coradas com nitrato de prata (AgNO3) sobre uma gota de

gelatina e incubadas em estufa até atingir uma coloragdo amarelada. Para a localizagdo dos sitios de DNAr 18s
foi obtida pela hibridizagéo fluorescente in situ técnica descrita por Pinkel ef al. (1986), onde sonda 18s de DNA
nuclear de espécie Prochilodus argenteus e marcadas por Nick Translation de acordo com as instrucées do
fabricante.

3.Resultados e Discussao

Foram analisadas as metafases de 23 individuos (3 fémeas e 20 machos), sendo nove individuos da piscicultura
de Balbina, nove individuos da piscicultura do INPA e cinco individuos machos do lago Catalao.

O numero dipléide modal encontrado foi igual a 54 cromossomos e o cariotipo é constituido por 30m+24sm e
numero fundamental NF=108 para todas as localidades (figuras 1e 2). Quanto ao numero de variagdes do padrao
de Ag-RONs foram detectadas marcagbes multiplas, nos bragos longos de alguns cromossomos metacéntricos,
estas variando de 1 e 4 marcagdes para individuos de piscicultura de Balbina e INPA, enquanto que, individuos
do lago Catalao apresentaram sempre quatro marcagbes em posi¢cdo terminal dos bragos longos dos
cromossomos metacéntricos (Fig. 2). Em relacdo a hibridacdo in situ (FISH), foram evidenciados dois
cromossomos a mais, que nao foram detectadas pela técnica de Ag-RONSs, ou seja seis marcagdes tanto para
individuos de piscicultura quanto individuos do lago Catalao (Figura 3).

No presente trabalho a espécie Colossoma macropomum apresentou niumero dipléide igual a 54 cromossomos
para todos os individuos tanto para selvagens quanto para os de piscicultura, com numero fundamental NF=108,
e férmula cariotipica de 30M+ 24SM.



| Congresso de Iniciagao Cientifica PIBIC/CNPq - PAIC/FAPEAM Manaus — 2012

Andlises citogenéticos de individuos selvagens do género Colossoma foram relatados por Nakayama et al. (1990).
Esses autores descreveram a formula cariétipo de Colossoma macropomum com (26m+28sm) com o numero
diploide 2n=54 cromossomos. Nossos dados mostram que a férmula cariotipica é constituida de (30m+24sm),
portanto o numero dipldide e o niumero fundamental permaneceram o mesmo, o que evidencia a ocorréncia de
rearranjos Robertsonianos.

As regibes organizadoras de nucléolos (RONs) estéo localizadas terminalmente no brago longo dos cromossomos
metacéntricos. Em relagdo ao padrao das regides organizadoras de nucléolos, vem apresentado um padrdo de
RONs multiplas, ou seja, a presenga de um a quatro sitios ribossdbmicos ativos diferentes no tamanho e na
intensidade das marcagées, tanto para individuos selvagens quanto de piscicultura, caracteristicas semelhantes
apresentada para a famillia Characidae, a qual esta incluida a subfamilia Serrasalminae, € um grupo de peixes
que apresentam sistemas simples e multiplos de regiées organizadoras de nucléolos e de atividades variavel
(Nakayama et al., 2001; 2002; Centofante et al., 2002a; Nirchio et al., 2003).

A aplicagdo da sonda de DNAr 18s em Colossoma macropomum resultou em sinais de fluorescéncia localizados
nas regides terminal dos bragos longos de seis cromossomos metacéntricos, foram evidenciados dois
cromossomos a mais, que ndo foram detectadas pela técnica de Ag-RONs provavelmente isto se deve ao fato de
que estes genes estavam inativos na interfase anterior, e a técnica de hibridizagéo fluorescente in situ, detecta os
genes responsaveis pela organizagdo do nucléolo presentes no genoma, independentemente dos mesmos
estarem ativos ou néo.
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Figura 1: Cariétipos de Cofeecama macrana o calaracia convancianal cam Liemsa (a) e AGQRONSs (b). A)
individuos do lago [a] Cataldo, apresentando
suas respectivas marcacdes de RONs, B)
individuos da " . 2 1 4 5 7 0 piscicultura de Balbina
com suas respectivas marcacdes de RONs C)
individuos da il piscicultura do INPA
com suas respectivas voonor marcagées de RONs
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Figura 2: tabela contendo as variagdes de RONs encontradas nos individuos analisados

Figura 3: situ

(FISH). Localizagéo dos sitios de DNAr 18S.

Hibridagdo fluorescente in

4.Conclusao

Colossoma macropomum apresentou o numero dipléide 2n=54 cromossomos e numero fundamental NF=108. Os
cariétipos sdo de uma maneira geral, semelhantes, tanto para os exemplares selvagens quanto de piscicultura. O
que confirma a sua posigdo mais basal na subfamilia Serrasalminae.

Em relacdo ao padrao das regides organizadoras de nucléolos (RONs), apresentam um padrdo de RON muiltiplo,
apresentando de um a quatro marcagbes no brago longo dos cromossomos metacéntricos, sendo que em
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individuos selvagens este apresentou sempre quatro marcagdes nos bragcos longos dos cromossomos
metacéntricos. Embora apresente uma tendéncia para uma evolugao cariotipica geral mais conservativa, os
dados sdo informativos para citotaxonomia, filogenia quando comparados com a subfamilia Serrasalmineos.

A técnica de FISH (hibridizagao in situ Fluorescente), evidenciou seis marcagdes em posi¢ao terminal dos bragos
longos dos cromossomos metacéntricos, foram observadas duas marcac¢des a mais em relagdo a Ag-RONs.
Portanto ainda se faz necessario o aumento de montagem de cariétipos a aplicabilidade da metodologia de
Hibridizacao “In Situ” Fluorescente (FISH) tanto em Colossoma macropomum selvagem como de pisicultura, para
termos a certeza das marcagbes
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