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Resumo 
 
Rineloricaria lima é uma das espécies pertencentes à subfamília Loricariinae, a qual 
se caracteriza por apresentar extensa variação no número diploide (2n), conferindo 
ampla diversidade cariotípica ao grupo. Nos genomas eucarióticos, encontram-se 
largamente distribuídos os DNAs repetitivos, tais como o rDNA 5S, os quais 
constituem pontos quentes para quebras e rearranjos cromossômicos. O objetivo 
deste projeto foi a localização in situ de sequências de rDNA 5S isoladas a partir da 
espécie de R. lima. A metodologia envolveu o preparo de células metafásicas de R. 
lima, via coloração por Giemsa, a localização in situ cromossômica da sonda de 
rDNA 5S, por meio da técnica de FISH (fluorescence in situ hybridization), e 
posteriormente a montagem do cariótipo. Para os espécimes estudados foi 
identificado um número diploide de 2n = 70 cromossomos 
subtelocêntricos/acrocêntricos, com a presença dos sítios de rDNA 5S localizados 
na região pericentromérica dos braços curtos dos pares 2, 3, 4, 6, 20 e 30 de 
cromossomos acrocêntricos.    
 
Introdução 
 

Rineloricaria lima é uma das espécies da subfamília Loricariinae, a qual se 
caracteriza por apresentar ampla diversidade cariotípica, em virtude dos inúmeros 
rearranjos cromossômicos e da extensa variação do número diploide (2n = 36 – 70 
cromossomos) (BLANCO et al., 2012; ERRERO-PORTO et al., 2014; PRIMO et al., 
2017). Para R. lima, um número diploide variável (2n = 66 – 70) foi detectado para 
duas populações da Bacia do Paraná (ROSA et al., 2012). 

 O rDNA 5S é organizado em clusters de repetições em tandem, e composto 
pela família gênica que codifica as moléculas de rRNA 5S (LONG; DAWID, 1980). É 
considerado um ponto quente para quebras e rearranjos, e representa uma 
ferramenta resolutiva em estudos citotaxonômicos e evolutivos, em razão da 
aparente conservação molecular dos sítios ribossomais entre grupos de organismos 
relacionados. Rosa e colaboradores (2012) observaram a presença de distintos 
padrões de distribuição e número de sítios rDNA 5S em cariótipos de R. lima. O 
cariótipo contendo 2n = 70 cromossomos (2st + 68a) e número fundamental (NF) = 
72, cujos sítios de rDNA 5S localizavam-se nos braços curtos de cinco pares de 
cromossomos acrocêntricos, foi considerado o ponto de partida para o atual 
polimorfismo (ROSA et al., 2012). Symonová et al. (2013) propuseram que em 



 
 

 

alguns casos os rDNAs são carregados durante o mecanismo de dispersão dos 
elementos transponíveis (TEs) para aumentar em cópias e como consequência, 
afetar as taxas de recombinação e propiciar a diferenciação cariotípica entre 
genomas próximos. Glugoski et al. (2018) evidenciaram marcações co-localizadas 
de rDNA 5S e o TE hAT, em Rineloricaria latirostris. Considerando-se a ampla 
variação cromossômica presente no grupo, aliada à possível relação entre o rDNA 
5S e os TEs, o objetivo deste trabalho foi a localização in situ dos sítios de rDNA 5S 
na espécie R. lima, buscando assim contribuir na elucidação da diversificação 
cariotípica presente neste grupo. 

 

Materiais e Métodos 
 

A obtenção de cromossomos mitóticos foi realizada de acordo com Bertollo et al. 
(1978). A partir das sondas clonadas de rDNA 5S já obtidas em trabalhos anteriores, 
realizou-se a marcação de sondas de rDNA 5S via reação em cadeia da polimerase 
(Polymerase Chain Reaction – PCR), utilizando-se digoxigenina 11-dUTP (Roche), 
como molécula repórter. A localização das sondas de rDNA 5S nos cromossomos foi 
realizada pela técnica de FISH (PINKEL et al., 1986). As melhores metáfases foram 
fotografadas no microscópio de epifluorescência e as melhores imagens foram então 
utilizadas para organizar o cariótipo, nos qual os cromossomos homólogos foram 
pareados e dispostos de acordo com Levan et al. (1964).  
 
Resultados e Discussão 
 
A sequência de rDNA 5S utilizada como sonda em ensaios de FISH, apresentou 
tamanho de 396 pb (Fig. 1) e exibiu identidade média de 86% com regiões de rDNA 
5S de Hypostomus boulengeri (número de acesso GenBank KT943722.1), espécie 
também pertencente à família Loricariidae, confirmando assim a presença do rDNA 
5S no clone analisado. Apesar do gene de rDNA 5S ser altamente conservado, os 
NTS são variáveis em tamanho e composição, devido a possíveis rearranjos destas 
sequências, como inversões/deleções (MERLO et al., 2013), o que poderia explicar 
a obtenção da sonda de 396 pb neste estudo. 

 
Figura 1. Representação esquemática do rDNA 5S de R. lima, proveniente de sequenciamento 
nucleotídico, correspondente ao fragmento isolado de aproximadamente 396 pb.  

Os espécimes de R. lima estudados apresentaram número diploide de 70 
cromossomos, com fórmula cariotípica 2st+68a e NF = 72. A localização in situ 
evidenciou marcações dos sítios de rDNA 5S em braços curtos, próximos ao 
centrômero, de 6 pares de cromossômicos acrocêntricos (2, 3, 4, 6, 20 e 30) (Fig. 2). 
 



 
 

 

 
Figura 2: Cariótipo de Rineloricaria lima submetido à técnica de FISH, utilizando-se sondas de rDNA 

5S (vermelho). Os cromossomos foram contra corados com DAPI. Barra = 10 µm. 
As análises citogenéticas demonstram que os espécimes estudados de R. 

lima, apresentam características comuns ao cariótipo estabelecido por Rosa e 
colaboradores (2012) e é possível observar que para o mesmo padrão cariotípico, 
de 2st+68a e NF = 72, houve a presença de 4 sítios cromossômicos de rDNA 5S 
localizados em mesmas posições para ambos os estudos, ou seja, nos pares 
acrocêntricos 2, 3, 4 e 6. Neste estudo, o quinto sítio de rDNA 5S, localizou-se no 
par cromossômico acrocêntrico 20, enquanto que para o estudo comparativo, sua 
localização foi observada no par acrocêntrico 7. Em adição, nota-se a presença da 
marcação de um sítio de rDNA 5S a mais para este estudo (par 30), uma vez que ao 
todo, o cariótipo apresentou seis marcações, diferente do cariótipo estudado por 
Rosa e colaboradores (2012), onde foram detectadas cinco marcações para R. lima. 
Para a localização in situ de sítios de rDNA 5S, foi utilizada como sonda uma 
sequência de DNA isolada da própria 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 detecção de mais sítios de rDNA 5S em R. lima, em 
comparação aos achados de Rosa et al (2012). 

As diferenças intraespecíficas significativas encontradas para as posições 
dos sítios de rDNA 5S são alvo de estudos relacionados a evolução cariotípica, uma 
vez que os DNAs repetitivos são considerados pontos quentes para quebras e 
rearranjos cromossômicos, devido à sua intensa atividade de descondensação 
cromossômica, a qual expõe o cromossomo a uma maior suscetibilidade estrutural. 
Assim sendo, as mudanças nas posições dos sítios de rDNA 5S, assim como a 
detecção de seu aumento, em número, podem ser resultado de rearranjos 
cromossômicos secundários (ROSA et al., 2012). Em adição aos rearranjos 
cromossômicos, a atividade de transposição dos TEs, mesmo que não evidenciada 
neste estudo, poderia acarretar em mudanças nas posições desses sítios 
ribossomais, uma vez que estes podem ser carregados pelos TEs (SYMONOVÁ et 
al., 2013). 
 
Conclusões 
 
Os resultados obtidos por intermédio das análises citogenéticas permitem-nos notar 
semelhanças cariotípicas entre os espécimes de R. lima aqui estudados e àqueles 
observados na literatura, evidenciadas pela fórmula cariotípica encontrada. A 
localização in situ e distribuição da sonda de rDNA 5S, quando comparada com 
estudos anteriores, demonstrou a conservação intraespecífica deste sítio, assim 
como entre as espécies de Loricariidae, e evidenciou ainda, o possível envolvimento 



 
 

 

do DNA ribossomal nos eventos de diferenciação e evolução cariotípica para o 
grupo.  
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