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Resumo

Rineloricaria lima pertence a subfamilia Loricarinae, a qual se caracteriza por
apresentar extensa variacdo no numero diploide (2n), conferindo ampla diversidade
cariotipica ao grupo. DNAs repetitivos constituem pontos quentes para quebras e
rearranjos cromossémicos, tais como as familias multigénicas dos DNAs
ribossomais (rDNAs). Estudos relatam multiplos sitios de rDNA 5S em espécies do
género Rineloricaria, evidenciando uma possivel correlacdo entre a dispersao dos
sitios de rDNA 5S pelo genoma e a presenca de elementos transponiveis (TES),
além de seu envolvimento em quebras cromoss6micas. Assim, este trabalho
objetivou caracterizar a sequéncia nucleotidica do rDNA 5S em R. lima, visando a
contribuicdo na elucidacdo da variacdo cariotipica neste grupo. O DNA genbmico
dos exemplares foi extraido e usado como molde para a amplificacdo do rDNA 58S,
utilizando-se oligonucleotideos especificos. O fragmento amplificado foi isolado,
clonado em Escherichia coli e sequenciado. A sequéncia de rDNA 5S obtida mostrou
identidade com sequéncias parciais de rDNA 5S de outras espécies de peixes,
porém nao foi verificada a presenca de TEs neste fragmento.

Introducéo

Rineloricaria Bleeker, 1862 é o género mais especioso da familia Loricariidae,
a qual € mais numerosa da ordem Siluriformes (ESCHMEYER; FONG, 2016). Dados
citogenéticos revelam extensiva variacdo cromossémica no grupo, decorrente da
ampla variacdo de numeros diploides (2n = 34 — 96 cromossomos) e inumeros tipos
de rearranjos cromossomicos geradores da diversidade cariotipica, como fissdes e
fusBes céntricas, aliados a mecanismos de inversdo e combinagbes gaméticas
(ARTONI; BERTOLLO, 2001; GIULIANO-CAETANO, 1998; PRIMO et al., 2017;
ROSA et al., 2012).

Os DNAs repetitivos sao reconhecidos por constituirem pontos quentes para
guebras e rearranjos. Os genes ribossomais compreendem duas distintas familias
génicas, compostas por repeticdes organizadas em tandem. O rDNA menor (rDNA
5S) é composto pela familia génica que codifica as moléculas de rRNA 5S. Em
funcdo da organizacao destas repeticbes e da aparente conservacdo molecular dos
sitios ribossomais entre grupos de organismos relacionados, tais sequéncias
representam ferramentas resolutivas em estudos citotaxondmicos e evolutivos.
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Symonova et al. (2013) propuseram que em alguns casos 0s rDNAs sdo carregados
durante o mecanismo de espalhamento dos TEs para aumentar em copias € como
consequéncia, afetar as taxas de recombinacdo e propiciar a diferenciagao
cariotipica entre genomas proximos. Ao analisar varias espécies de Rineloricaria da
Bacia do Parand, Primo et al. (2017) relataram a presenca de multiplos sitios de
rDNA 5S no género, fato que poderia ser atribuido a presenca de TEs. Em R.
latirostris, Glugoski (2017) encontrou o TE hAT, entremeado a sequéncia do rDNA
5S, 0 que poderia contribuir com a dispersédo do rDNA 5S nesta populacao, levando
a eventos de rearranjos cromossdmicos. Visto que os peixes da familia Loricariidae
sao conhecidos por apresentar ampla diversidade cariotipica, o estudo molecular do
rDNA 5S em R. lima poderia contribuir para o entendimento da diversificacao
cromossdmica presente no grupo.

Materiais e Métodos

A extracdo do DNA gendmico (método CTAB, segundo MURRAY;
THOMPSON, 1980) foi realizada a partir de por¢cdes de figado de R. lima, e foi
utilizado como molde em reacdes de cadeia da polimerase (PCR — Polymerase
Chain Reaction). As reacdes eram as seguintes: 40 ng DNA molde; 1x tampao de
reagao; 3,75 mM MgClz; 0,12 mM dNTPs; 2,5 U Tag DNA Polymerase (Invitrogen); e
H20 g.s.p. 50 pL. Foram utilizados 50 puM dos oligonucleotideos sintetizados para as
regides flanqueadoras do rDNA 5S: 5s-F (5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3) e
5s-R  (5-CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3’) (PENDAS et al., 1994). O
termociclador (Eppendorf) foi programado da seguinte maneira: (1x) 94 °C 5 min;
seguidos por 35 ciclos: 94 °C 1 min, 52 °C 45 seg, 72 °C 1 min 30 seg; finalizando
(1x) 72 °C 5 min. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% e a banda de aproximadamente 600 pb foi isolada (kit "illustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit” - GE Healthcare) e ligada ao plasmideo pGEM®-t
(Promega). Os produtos das ligacbes foram entdo transformados por choque térmico
em células de Eschericchia coli DH5-a CaCl: competentes. As colbnias
recombinantes foram selecionadas e sujeitas a mini preparacdo plasmidial, e entdo
enviadas ao servico de sequenciamento nucleotidico. As sequéncias obtidas foram
submetidas ao BLAStn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para analise
(ALTSCHUL et al., 1990).

Resultados e Discussao

A eletroforese em gel de agarose evidenciou bandas Unicas provenientes da
extracdo de DNA gendmico, demonstrando que o DNA extraido se encontrou integro
(Figura 1A), possibilitando sua utilizagdo nas etapas posteriores. A amplificacdo do
rDNA 5S evidenciou a presenca de bandas mais fortes com aproximadamente 600
pb, além de bandas mais fracas com tamanhos distintos (variando de
aproximadamente 200 — 1000 pb) (Figura 1B). O rDNA 5S consiste de uma unidade
de transcricdo de aproximadamente 120 pb, que é separada da seguinte por uma
unidade de espacador nado transcrita (NTS) de tamanho variado. Embora a
sequéncia do gene 5S para rRNA seja altamente conservada, mesmo entre
espécies diferentes, os NTS séo variaveis, tanto em tamanho quanto em sequéncia,
resultado de rearranjos cromossémicos, resultando na amplificacdo de bandas de
diferentes tamanhos (REBORDINOS et al., 2013), como o observado.
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Figura 1 - Géis de agarose 1% evidenciando o padrdo de bandas referentes a extracdo de DNA
gendmico (A) e produtos de amplificacdo do rDNA 5S (B). (A) M: marcador de peso molecular; 1e 2:
amostras de DNA extraidas de exemplares de R. lima. (B) M: marcador de peso molecular; 1, 2, 3, 4
e 5: produtos de amplificacdo variando de aproximadamente 200 — 1000 pb.

Glugoski (2017) denominou de rDNA 5S verdadeiro um fragmento de ~200 pb
e de rDNA 5S degenerado, um fragmento de ~700 pb, correspondente ao portador
do TE hAT e que estaria envolvido em rearranjos cromossémicos em R. latirostris,
visto que esta presente no ponto de fusdo robertsoniano do par cromossémico 3. O
rDNA 5S de R. lima foi isolado e caracterizado e, os dados do sequenciamento
evidenciaram uma sequéncia nucleotidica de 291 pb (Figura 2), o qual apresentou
91% de identidade com sequéncias de rDNA 5S de outros peixes, tais como
Carassius auratus (numero acesso KM359666.1) e Cyprinus carpio (nUmero acesso
KM359675.1). Diferentemente de Glugoski (2017), nédo foi possivel identificar
nenhum TE presente na sequéncia isolada de rDNA 5S a partir de R. lima. Podemos
inferir, & principio, que ndo ha a participacdo de TEs nos sitios de rDNA 5S e
eventos de fusdes/fissdes cromossdmicas, comuns neste género, na populacéo de
R. lima estudada. Contudo, mais clones serdo sequenciados e analisados para que
possamos descartar a participacdo de TEs em sequéncias de rDNA 5S e seu papel
em rearranjos cromossémicos. Além disso, futuramente este clone isolado sera
usado como sonda em ensaios de hibridacdo in situ objetivando-se sua localizacao
em cromossomos de R. lima.

AGTAAATCCCTTAAAATAAAAAAAAGCAAGAATAAATAAATAAATAATTGAAAAAAAAATGG
GGAATCTAAAATTTTAATGACTGCTTTTTAATCTATAAGTAGGCAGTAAACCTCACGCCGAA
ACTCTTCTGCCTGAACCGTTTGGATAGCTACTAATCTTATTCCATCTAAATTGCTAAGCCAG
GCTGGTATGGCCGTAAGCAAAGTTTGCTGGGCAGGTGGGCCTCCTTATACTGCCTCCTGAGC
ACCTTTAAAAATGGTACATTTCAGTTCATTAATTTATTTAGTC

Figura 2 - Sequéncia de 291 pb obtida a partir de amplificacdo por PCR do rDNA 5S de R. lima.

Conclusdes

A sequéncia de rDNA 5S obtida apresentou similaridade com outras
sequéncias de rDNAs 5S de peixes ja depositadas em banco de dados, porém néo
foi evidenciada a presenca de TEs no clone analisado.
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