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Resumo

Rineloricaria lima é uma das espécies pertencentes a subfamilia Loricariinae, a qual
se caracteriza por apresentar extensa variagdo no numero diploide (2n), conferindo
ampla diversidade cariotipica ao grupo. Nos genomas eucariéticos, encontram-se
largamente distribuidos os DNAs repetitivos, tais como o rDNA 5S, os quais
constituem pontos quentes para quebras e rearranjos cromossoémicos. O objetivo
deste projeto foi a localizac&o in situ de sequéncias de rDNA 5S isoladas a partir da
espécie de R. lima. A metodologia envolveu o preparo de células metafasicas de R.
lima, via coloracdo por Giemsa, a localizacdo in situ cromossémica da sonda de
rDNA 5S, por meio da técnica de FISH (fluorescence in situ hybridization), e
posteriormente a montagem do cariétipo. Para os espécimes estudados foi
identificado um namero  diploide de 2n = 70 Cromossomos
subtelocéntricos/acrocéntricos, com a presenca dos sitios de rDNA 5S localizados
na regido pericentromérica dos bracos curtos dos pares 2, 3, 4, 6, 20 e 30 de
Cromossomos acrocéntricos.

Introducao

Rineloricaria lima é uma das espécies da subfamilia Loricariinae, a qual se
caracteriza por apresentar ampla diversidade cariotipica, em virtude dos inUmeros
rearranjos cromossémicos e da extensa variagdo do numero diploide (2n = 36 — 70
cromossomos) (BLANCO et al., 2012; ERRERO-PORTO et al., 2014; PRIMO et al.,
2017). Para R. lima, um numero diploide variavel (2n = 66 — 70) foi detectado para
duas popula¢des da Bacia do Parana (ROSA et al., 2012).

O rDNA 5S é organizado em clusters de repeticdes em tandem, e composto
pela familia génica que codifica as moléculas de rRNA 5S (LONG; DAWID, 1980). E
considerado um ponto quente para quebras e rearranjos, e representa uma
ferramenta resolutiva em estudos citotaxonbmicos e evolutivos, em razdo da
aparente conservacado molecular dos sitios ribossomais entre grupos de organismos
relacionados. Rosa e colaboradores (2012) observaram a presenca de distintos
padrbes de distribuicdo e niamero de sitios rDNA 5S em caridtipos de R. lima. O
cariétipo contendo 2n = 70 cromossomos (2st + 68a) e numero fundamental (NF) =
72, cujos sitios de rDNA 5S localizavam-se nos bracos curtos de cinco pares de
cromossomos acrocéntricos, foi considerado o ponto de partida para o atual
polimorfismo (ROSA et al.,, 2012). Symonova et al. (2013) propuseram que em
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alguns casos os rDNAs sdo carregados durante o mecanismo de dispersdo dos
elementos transponiveis (TES) para aumentar em cdpias e como consequéncia,
afetar as taxas de recombinacdo e propiciar a diferenciacdo cariotipica entre
genomas proximos. Glugoski et al. (2018) evidenciaram marcagfes co-localizadas
de rDNA 5S e o TE hAT, em Rineloricaria latirostris. Considerando-se a ampla
variacdo cromossémica presente no grupo, aliada a possivel relacado entre o rDNA
5S e os TEs, o objetivo deste trabalho foi a localizag&o in situ dos sitios de rDNA 5S
na espécie R. lima, buscando assim contribuir na elucidacdo da diversificacao
cariotipica presente neste grupo.

Materiais e Métodos

A obtencdo de cromossomos mitéticos foi realizada de acordo com Bertollo et al.
(1978). A partir das sondas clonadas de rDNA 5S j& obtidas em trabalhos anteriores,
realizou-se a marcacao de sondas de rDNA 5S via reacdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction — PCR), utilizando-se digoxigenina 11-dUTP (Roche),
como molécula reporter. A localizacdo das sondas de rDNA 5S nos cromossomos foi
realizada pela técnica de FISH (PINKEL et al., 1986). As melhores metafases foram
fotografadas no microscopio de epifluorescéncia e as melhores imagens foram entéo
utilizadas para organizar o cariétipo, nos qual os cromossomos homologos foram
pareados e dispostos de acordo com Levan et al. (1964).

Resultados e Discusséao

A sequéncia de rDNA 5S utilizada como sonda em ensaios de FISH, apresentou
tamanho de 396 pb (Fig. 1) e exibiu identidade média de 86% com regides de rDNA
5S de Hypostomus boulengeri (nUmero de acesso GenBank KT943722.1), espécie
também pertencente a familia Loricariidae, confirmando assim a presenca do rDNA
5S no clone analisado. Apesar do gene de rDNA 5S ser altamente conservado, 0s
NTS sao varidveis em tamanho e composi¢do, devido a possiveis rearranjos destas
sequéncias, como inversdes/delecbes (MERLO et al., 2013), o que poderia explicar
a obtencao da sonda de 396 pb neste estudo.
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Figura 1. Representacdo esquematica do rDNA 5S de R. lima, proveniente de sequenciamento
nucleotidico, correspondente ao fragmento isolado de aproximadamente 396 pb.

Os espécimes de R. lima estudados apresentaram numero diploide de 70
cromossomos, com férmula cariotipica 2st+68a e NF = 72. A localiza¢do in situ
evidenciou marcacdes dos sitios de rDNA 5S em bragos curtos, proximos ao
centromero, de 6 pares de cromossdmicos acrocéntricos (2, 3, 4, 6, 20 e 30) (Fig. 2).
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Figura 2: Cariétipo de Rineloricaria lima submetido a técnica de FISH, utilizando-se sondas de rDNA
5S (vermelho). Os cromossomos foram contra corados com DAPI. Barra = 10 um.

As analises citogenéticas demonstram que 0s espécimes estudados de R.
lima, apresentam caracteristicas comuns ao caridtipo estabelecido por Rosa e
colaboradores (2012) e é possivel observar que para 0 mesmo padrdo cariotipico,
de 2st+68a e NF = 72, houve a presenca de 4 sitios cromossdmicos de rDNA 5S
localizados em mesmas posi¢cdes para ambos 0s estudos, ou seja, nos pares
acrocéntricos 2, 3, 4 e 6. Neste estudo, o quinto sitio de rDNA 5S, localizou-se no
par cromossOmico acrocéntrico 20, enquanto que para o estudo comparativo, sua
localizac&o foi observada no par acrocéntrico 7. Em adicdo, nota-se a presenca da
marcacao de um sitio de rDNA 5S a mais para este estudo (par 30), uma vez que ao
todo, o cariétipo apresentou seis marcacdes, diferente do cariétipo estudado por
Rosa e colaboradores (2012), onde foram detectadas cinco marcacdes para R. lima.
Para a localizagdo in situ de sitios de rDNA 5S, foi utilizada como sonda uma
sequéncia de DNA isolada da propria espécie R. lima, enquanto Rosa et al. (2012)
utilizaram sondas isoladas a partir de Leporinus elongatus (MARTINS e GALETTI,
1999), o que permitiria assim uma maior sensibilidade da técnica e,
consequentemente a detec¢cdo de mais sitios de rDNA 5S em R. lima, em
comparacao aos achados de Rosa et al (2012).

As diferencas intraespecificas significativas encontradas para as posicdes
dos sitios de rDNA 5S séo alvo de estudos relacionados a evolugdo cariotipica, uma
vez que os DNAs repetitivos sdo considerados pontos quentes para quebras e
rearranjos cromossOmicos, devido a sua intensa atividade de descondensacao
cromossOmica, a qual expbe o cromossomo a uma maior suscetibilidade estrutural.
Assim sendo, as mudancas nas posicoes dos sitios de rDNA 5S, assim como a
deteccdo de seu aumento, em numero, podem ser resultado de rearranjos
cromossémicos secundarios (ROSA et al., 2012). Em adicdo aos rearranjos
cromossOmicos, a atividade de transposicdo dos TES, mesmo que nao evidenciada
neste estudo, poderia acarretar em mudancas nas posicdes desses sitios
ribossomais, uma vez que estes podem ser carregados pelos TEs (SYMONOVA et
al., 2013).

Conclusdes

Os resultados obtidos por intermédio das analises citogenéticas permitem-nos notar
semelhancas cariotipicas entre os espécimes de R. lima aqui estudados e aqueles
observados na literatura, evidenciadas pela formula cariotipica encontrada. A
localizac&o in situ e distribuicdo da sonda de rDNA 5S, quando comparada com
estudos anteriores, demonstrou a conservacdo intraespecifica deste sitio, assim
como entre as espécies de Loricariidae, e evidenciou ainda, o possivel envolvimento
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do DNA ribossomal nos eventos de diferenciacdo e evolucdo cariotipica para o
grupo.
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