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RESUMO

Coleoptera é a ordem mais diversa entre os seres vivos, correspondendo a cerca de
40% dos insetos e 30% dos animais conhecidos. A subfamilia Alticinae compreende
10.000 espécies, e seus individuos sao conhecidos popularmente como besouros-
pulgas. Além disso, este grupo ocorre em maior quantidade em areas degradadas,
de sucessdo primaria e de borda. A espécie Omophoita octoguttata, apresenta
distribuicdo Neotropical, e é encontrada na mata Atlantica nas regides Sul e Sudeste
do Brasil; entretanto, sabe-se que esta vegetacdo sofre processos de
desmatamento, e poucas areas preservadas restaram, podendo assim interferir na
dispersdo das espécies. Do ponto de vista citogenético, a subtribo Oedionychina
apresenta caracteristicas interessantes para serem estudadas, como, cromossomos
sexuais gigantes assinapticos, numero diploide 2n=22 e sistema de determinacéo
sexual do tipo X+y, na maioria das suas espécies, bem como muitas espécies com
problemas de identificagdo e miméticas. Assim, o objetivo deste estudo foi
determinar a existéncia de estruturacdo populacional de O. octoguttata na regido Sul
do Brasil, a fim de inferir sobre barreiras naturais a disperséo e a presenca de uma
descontinuidade filogeografica latitudinal para Alticinae nesta regido. Conjuntamente
foram analisadas trés espécies cripticas pertencentes ao género Alagoasa,
possivelmente miméticas, para diferencia-las por meio da citogenética e da genética
molecular. Para andlise populacional de O. octoguttata utilizou-se sequéncias
amplificadas a partir dos genes mitocondrial citocromo oxidase | (COIl) e do fator de
elongacdo (EF1l-alfa) em 90 individuos coletados em 6 diferentes localidades nos
estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. A diversidade haplotipica e
nucleotidica foi alta em todas as localidades analisadas. Para o gene EF1-alfa,
foram observados muitos haplétipos diferentes, indicando que o gene ndo € um bom
marcador populacional para a analise realizada neste trabalho para esta espécie. A
presenca de uma descontinuidade filogeografica para Alticinae nao foi observada na
Mata Atlantica da regido Sul do Brasil, uma vez que individuos pertencentes a
localidade de Nonoai, situada mais ao Sul, ainda mantém fluxo génico com as
localidades mais ao norte, possivelmente utilizando das areas de borda dos
fragmentos de Mata Atlantica para manter uma rota de dispersdo. Com relacdo a
analise citogenética, as trés espeécies (Alagoasa pantina, Alagoasa sp.1 e Alagoasa

sp.2) apresentaram numero diploide 2n=22, férmula meiética 2n=10l1+X+y, sistema



de determinacdo sexual do tipo X+y, com cromossomos sexuais gigantes
assinapticos, concordante com o observado na subtribo Oedionychina. A FISH
utilizando sondas rDNA 18S e 5S, mostrou a ocorréncia de sintenia e colocalizacao
destes marcadores associados a um par de autossomos nas trés espécies
analisadas, condicdo considerada ancestral em Coleoptera. A FISH telomérica
demonstrou a presenca da repeticdo TTAGGn nas trés espécies analisadas, além
disso mostrou a ocorréncia de marcacdes intersticiais em alguns cromossomos

sexuais.

Palavras-chave: Estruturacdo populacional, FISH, rDNA, Telébmero, Besouros-

pulga.



ABSTRACT

Coleoptera is the most diverse order among living beings, corresponding to about
40% of insects and 30% of known animals. The subfamily Alticinae comprises 10,000
species, and its individuals are popularly known as flea-beetles. In addition, they
occur in greater amounts in degraded areas, primary succession and edges. The
species Omophoita octoguttata, show a Neotropical distribution, and is found in the
Atlantic forest in the South and Southeast regions of Brazil; however, it is known that
this vegetation undergoes deforestation processes, and few preserved areas have
remained, thus interfering with the dispersion of species. From the cytogenetic view,
the subtribe Oedionychina presents interesting characteristics to be studied, such as,
giant sex chromosomes assynaptics, diploid number 2n = 22 and sexual
determination system type X +y, in most of its species, as well as many species with
identification problems and mimetics. Thus, the objective of this study was to
determine the existence of population structure of O. octoguttata in the southern
region of Brazil, in order to infer on natural barriers to the dispersion and the
presence of a phylogeographic discontinuity for Alticinae in this region. Furthermore,
were analyzed three species belonging to the genus Alagoasa, possibly mimetic, to
differentiate them cytogenetically and by molecular techniques. For the population
analysis of O. octoguttata, amplified sequences from the mitochondrial cytochrome
oxidase | (COIl) and elongation factor (EFl-alpha) were used in 90 individuals
collected in 6 different locations in the states Parana, Santa Catarina and Rio Grande
do Sul. The haplotypic and nucleotide diversity was high in all the analyzed locations.
For the EFl-alpha gene, many different haplotypes were observed, indicating that
the gene is not a good population marker for the analysis performed in this work for
this species. The presence of a phylogeographic discontinuity for Alticinae was not
observed in the Atlantic Forest of the South region of Brazil, since individuals
belonging to the locality of Nonoai, located to the South, still maintains gene flow with
the northern localities, possibly using the edge of the Atlantic Forest fragments to
maintain a dispersal path. With respect to cytogenetic analysis, the three species
(Alagoasa pantina, Alagoasa sp.1 and Alagoasa sp.2) presented diploid number 2n =
22, meiotic formula 2n = 10Il + X +y, sex determination system type X + vy, with giant
sex chromosomes assynaptics, consistent with that observed in the subtribe

Oedionychina. FISH using 18S and 5S rDNA probes showed the occurrence of



syntenia and colocalization of these markers associated with a pair of autosomes in
the three species analyzed, a condition considered ancestral in Coleoptera. The
telomeric FISH demonstrated the presence of the TTAGGn repeat in the three
species analyzed, in addition to showing the occurrence of interstitial markings on

some sex chromosomes.

Keywords: Populational structure, FISH, rDNA. Telomere, Flea-beetles.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE COLEOPTERA E ESPECIES DE
ESTUDO

A classe Insecta é o grupo taxonémico com o maior nUmero de espécies
descritas. Parte do seu sucesso de diversificacdo esta relacionada ao pequeno
tamanho corpOreo de seus integrantes, uma limitacdo imposta pelo sistema de
trocas gasosas traqueais, permitindo assim a ocupacdo de diversos nichos
ecolégicos. As ordens de Insecta com maior riqueza de espécies sao: Coleoptera,
Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera e Hemiptera (GULLAN; CRANSTON, 2010). A
ordem Diptera possui cerca de 125.000 espécies descritas, Hymenoptera 250.000
espécies, Lepidoptera 150.000 espécies, e Hemiptera 95.000 espécies (GULLAN;
CRANSTON, 2010). Coleoptera representa a ordem mais rica e variada dentro da
Classe Insecta, com mais de 350.000 espécies descritas, distribuidas em 26.000
géneros, o0 que corresponde a cerca de 40% das espécies conhecidas de insetos e
30% dos animais (COSTA, 2003; LAWRENCE; BRITTON, 1994; GULLAN;
CRANSTON, 2010). No Brasil ocorrem 4.351 géneros com 26.755 espécies
(COSTA, 2003; TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011).

O foéssil mais antigo de Coleoptera data do Permiano inferior, ha cerca de
318 milhdes de anos atras, indicando o inicio da colonizacdo dos ambientes por
estes (BETHOUX, 2009). Neste processo estabeleceu-se uma elevada interacéo
com a vegetacao, ocorrendo em quase toda a parte vegetativa das plantas, e em
algumas arvores podendo ser encontrados desde a casca até as flores, folhas,
raizes, partes subterraneas e no interior de galhas (GULLAN; CRANSTON, 2010).

Apesar da grande maioria dos besouros ser terrestre, algumas espécies
ocupam ambientes aquaticos dulcicolas e marinhos, ocupando assim a maior parte
dos ambientes possiveis (GILLOT, 2005). A capacidade de ocupar os mais variados
nichos se deve principalmente ao desenvolvimento dos élitros, que sédo asas
anteriores modificadas e muito resistentes, compactas e esclerotizadas. Esta
estrutura os protege tanto contra dessecacao quanto a choques mecanicos, além de
proteger e recobrir as asas membranosas (GRIMALDI; ENGEL, 2006; GULLAN;
CRANSTON, 2010).
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Algumas outras adaptacbes observadas nos besouros que também
permitiram a ocupacao dos variados nichos e uma alimentacéao diversificada sao o
tamanho reduzido (em alguns grupos), o protdrax, incluindo o pronoto, que articulam
livremente com o restante do térax, as pernas modificadas, com garras e estruturas
adesivas, as fases larvais com cabeca capsulada esclerotizada com mandibulas
opositoras e olhos compostos (GRIMALDI; ENGEL, 2006; GILLOT, 2005; GULLAN;
CRANSTON, 2010).

A presenca de um aparelho bucal mastigador variado possibilitou aos
coleOpteros a exploracdo de uma ampla gama de recursos alimentares, visto que a
ordem possui animais herbivoros, detritivoros, fungivoros e polifagos (LAWRENCE;
BRITTON, 1994). Podendo atuar ainda como predadores de invertebrados, ou como
pragas de madeiras, pastagens, cereais, leguminosas e até mesmo materiais secos
de origem animal (GULLAN; CRANSTON, 2010).

A ordem Coleoptera agrupa quatro subordens: Archostemata, Adephaga,
Myxophaga e Polyphaga (GILLOT, 2005). As subordens Archostemata e Myxophaga
incluem juntas, aproximadamente 100 espécies, a subordem Adephaga possui cerca
de 36.000 espécies, e a subordem Polyphaga compreende cerca de 90% da
diversidade da ordem, contemplando aproximadamente 315.000 espécies
distribuidas pelo mundo (COSTA, 2003; GRIMALDI; ENGEL, 2006; GULLAN;
CRANSTON, 2010, LAWRENCE; NEWTON, 1995).

Dentro da subordem Polyphaga encontra-se a familia Chrysomelidae, que
possui 15 subfamilias, com aproximadamente 36.500 espécies descritas no mundo e
4.362 encontradas no Brasil (COSTA, 2003; TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011).
Dentre as subfamilias de Chrysomelidae encontra-se Alticinae, compreendendo 570
géneros com mais de 10.000 espécies, as quais apresentam uma origem
filogenética Unica (BORROR; DELONG, 1988; SEENO; WILCOX, 1982; SCHERER,
1988).

A distribuicdo dos géneros de Alticinae reflete eventos geoldgicos e
ecologicos na historia da Terra, corroborando com a teoria da deriva continental
proposta por Alfred Wegener em 1912 (SCHERER, 1988). O maior numero de
espécies desta subfamilia encontra-se na regido Neotropical, com mais de 200
géneros apenas na America do Sul, e destes, 196 sdo endémicas do continente
(SCHERER, 1988). O grande numero de géneros endémicos da América do Sul
pode ser explicado, de acordo com Scherer (1988), pelo fato deste continente ter se
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isolado do resto do mundo, durante a deriva continental, ha pelo menos 100 milhdes
de anos atras, tempo suficiente para a diversificacdo dos géneros e tribos.

Os individuos pertencentes a subfamilia Alticinae s&o conhecidos,
popularmente, como flea Beetles ou besouros-pulgas, caracterizando-se por
apresentarem os fémures das pernas posteriores dilatados, o que lhes possibilita
darem grandes saltos. Outra caracteristica é a presenca de somente um testiculo na
regido direita anterior do abdémen (BORROR; DELONG, 1988; GILLOTT, 2005). A
coloracdo geralmente é azul-metalica, esverdeada, marrom, preta ou preta com
manchas claras (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011). De acordo com Linzmeier,
Ribeiro-Costa e Marinoni (2006) os alticines sédo potenciais indicadores biolégicos,
pois se observa uma maior quantidade amostral destes em areas degradadas, areas
de sucessao primaria e de borda do que em areas mais preservadas.

Para Begosi e Benson (1988) a coloracdo similar de muitos Oedionychina,
subtribo de Alticinae, da regido sudeste do Brasil sugere que estes podem ser
miméticos. Omophoita octoguttata, Alagoasa cf. pantina, Alagoasa scissa e
Alagoasa areata apresentam 3 ou 4 pares de manchas largas na cor creme no élitro
contornadas por preto e pronoto com coloracdo laranja palido (BEGOSI; BENSON,
1988). Omophoita octoguttata tende a ser mais abundante que seus miméticos e
deve ser a espécie dominante neste complexo mimético (BEGOSI; BENSON, 1988).
Mimetismo é uma interacdo ecoldgica em que uma espécie se assemelha com outra
espécie, podendo ser dividida em dois tipos: mimetismo batesiano, onde uma
espécie ndo-venenosa mimetiza uma espécie venenosa, e mimetismo mdlleriano,
em que duas espécies distintas venenosas se beneficiam por se assemelharem
(RIDLEY, 2006).

Os testes de palatabilidade realizados por Begosi (1984) e Begosi e Benson
(1988), utilizando espécies pertencentes aos géneros Omophoita e Alagoasa
demonstraram que o tipo de mimetismo entre as espécies destes géneros seria
mulleriano. Del-Claro (2004) propde que O. octoguttata possui interacdo de
mimetismo batesiano com Adesmus colligatus (Cerambycidae), espécie palatavel,
em relacdo a O. octoguttata, impalatavel. O padrédo de cores das duas espécies €
bem semelhante, com isso A. colligatus se beneficia contra a predacéao, confundindo
0s possiveis predadores. Omophoita octoguttata, provavelmente, € impalatavel por
armazenamento de compostos fendlicos de plantas, o que acaba beneficiando a

espécie contra os predadores (DEL-CLARO, 2004). As plantas hospedeiras dessa
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espécie sao Hyptis umbrosa e Peltodon radicans, pertencentes a familia Labiatae
(Lamiaceae), e Aegiphila sellowiana, pertencente a familia Verbenaceae (BEGOSI,
1984; BEGOSI; BENSON, 1988). Sendo este entdo considerado uma espécie
oligéfaga (BEGOSI, 1984). Espécies pertencentes ao género Alagoasa também
mostraram maior preferéncia por plantas das familias Verbenaceae e Labiatae
(Lamiaceae), porém também utilizam plantas das familias Compositae e
Acanthaceae (BEGOSI; BENSON, 1988).

A escolha de plantas hospedeiras pelos insetos depende da disponibilidade
das plantas nas areas ocupadas pelos insetos e, principalmente, das substancias
secundarias (atraentes e repelentes) presentes nas folhas das plantas (DETHEIR,
1954; FRAENKEL, 1959). Os insetos sao capazes de discriminar diferentes plantas
por meio de substancias quimicas secundérias, e estas tém um papel evolutivo
neste sentido (SOUTHWOOD, 1972). As familias Labiatae (Lamiaceae) e
Verbenaceae contém em suas folhas muitas moléculas aroméaticas de terpenoides
(GIBBS, 1974), as quais O. octoguttata provavelmente deve estar adaptado
(BEGOSI, 1984).

A impalatabilidade da tribo Oedionychina sugere que a coloracdo destes
besouros teria uma funcédo de adverténcia. No entanto, ndo esta claro porque todas
as espécies nao convergiram para o mesmo padrdo de coloracdo, uma vez que
coloracdo aposematica e mimetismo provem protecao contra predadores (BEGOSI;
BENSON, 1988).

Apesar dos testes de oferecimento de alimentos realizados por Begosi
(1984) e Begosi e Benson (1988) demonstrarem maior preferéncia por plantas
pertencentes as familias Labiatae (Lamiaceae) e Verbanaceae, O. octoguttata
consumiu folhas de feijdo (Fabaceae) em laboratério. Costa Lima (1955) e Silva et
al. (1968), em seus trabalhos observaram este roendo folhas de algodao
(Malvaceae), cacau (Malvaceae) e espigas de trigo (Poaceae), revelando que este
pode se tornar potencial praga agricola na auséncia de plantas hospedeiras. Por
outro lado, larvas e individuos adultos, de Alagoasa parana e Alagoasa extrema,
foram estudados com relacdo ao potencial de agente de controle biolégico de
plantas da familia Verbenaceae na Africa e na Australia (WILLIAMS; DUCKETT,
2005; WINDER; SANDS; KASSULKE, 1988; DAY; JONES, 2011).
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1.1.2 Citogenética De Alticinae

Apesar de Coleoptera possuir mais de 350.000 espécies (COSTA, 2003),
apenas pouco mais de 3.000 foram estudadas citogeneticamente (PETITPIERRE,
1996). Os cromossomos dos besouros apresentam, geralmente, tamanho médio ou
pequeno e sdo metacéntricos (PETITPIERRE, 1996). Adicionalmente, algumas
espécies apresentam cromossomos B e, ocasionalmente este niumero é elevado
(VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, 1993). Uma grande variacio do numero de
cromossomos é encontrada em Coleoptera, de 2n=4 no Elateridae sul americano
Chalcolepidius zonatus (FERREIRA et al.,, 1984) a 2n=69 no Carabidae europeu
Ditomus capito (SERRANO, 1981). Além disso, os sistemas de determinacdo sexual
(SMITH; VIRKKI, 1978; PETITPIERRE; SEGARRA, 1985) sdo variaveis, havendo
Cromossomos sexuais sinapticos e assinapticos (PETITPIERRE, 1996). O tipo de
sistema de determinacdo sexual mais frequente é a configuracdo em paraquedas
(parachute), Xyp, 0 qual é considerado como ancestral (STEVENS, 1906; SMITH,
1950).

Os processos cromossdmicos, mais frequentes, envolvidos na evolugéo
cariotipica de Coleoptera sao fissdes céntricas, seguidas por inversdes pericéntricas
ou adicbes de heterocromatina. Isto poderia explicar o frequente aumento do
ndmero de cromossomos e a prevaléncia de cromossomos metacéntricos (VIRKKI,
1984). No entanto, apesar de espécies com baixo numero cromossémico tenham
surgido a partir de fusdes céntricas, esse mecanismo € menos frequente (VIRKKI,
1984).

A subfamilia Alticinae € representada por cerca de 10.000 espécies
(SEENO; WILCOX; 1982); no entanto, aproximadamente 230 espécies eram
conhecidas citogeneticamente até 1996 (PETITPIERRE, 1996). Os representantes
desta subfamilia apresentam um variado numero diploide, desde 2n=8 em
Homoschema nigriventre (VIRKKI; PURCELL, 1965) a 2n=64 em Disonycha
bicarinata (VIDAL, 1984), bem como uma grande diversidade de sistemas de
determinacao sexual (SMITH; VIRKKI, 1978; PETITPIERRE et al., 1988; VIRKKI,
1988; PETITPIERRE, 1989; SEGARRA; PETITPIERRE, 1989; VIRKKI; SANTIAGO-
BLAY; CLARK, 1991; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, 1998).

Petitpierre (1988; 2006) e Virkki (1970) propuseram que 0 numero
cromossémico mais frequente em Alticinae € de 11 ou 12 pares. O sistema de
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determinacao sexual mais comum é do tipo X+y. No entanto, 19 tipos diferentes de
sistemas de determinacéo ja foram descritos nesta subfamilia (VIRKKI, 1967; 1968).

A tribo Oedionychini agrupa duas subtribos, Oedionychina e Disonychina
(VIRKKI, 1970; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY; CLARK, 1991). Estas se diferenciam
cariotipicamente: Oedionychina apresenta, geralmente, ndamero cromossémico
2n=22 (101lI+X+Y), com cromossomos sexuais gigantes, e em Disonychina, o
namero cromossémico é mais variado, com Cromossomos sexuais pequenos com
diferentes associacdes, além de uma tendéncia de aumento do numero
cromossoémico (PETITPIERRE, 1988; VIRKKI, 1988). A subtribo Oedionychina
possui caracteristicas cromossémicas interessantes para serem estudadas, como o
comportamento assinaptico dos cromossomos sexuais e seu tamanho aumentado
em relacdo aos autossomos (VIRKKI, 1970; 1988). Cromossomos sexuais gigantes
sdo encontrados principalmente nos géneros Alagoasa, Oedionychus, Walterianella,
Omophoita, Paranaita e Pedema (VIRKKI, 1970; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY;
CLARK, 1991; ALMEIDA; CAMPANER; CELLA, 2006). Acredita-se que durante a
evolugdo os cromossomos sexuais tenham aumentado de tamanho, até tornarem-se
0s tipicos cromossomos sexuais gigantes e assinpticos de Oedionychina (VIRKKI,
1968; 1970). Virkki (1970) propde que o aumento de tamanho desses cromossomos
se deu por translocacdes de heterocromatina dos cromossomos autossémicos para
0s sexuais, seguido de eventos de duplicagbes. No entanto, alguns autores
acreditam que este aumento esteja associado ao acréscimo de eucromatina
(PETITPIERRE, 1988; VIRKKI, 1988). Mello et al. (2014) mostraram que grande
parte dos cromossomos sexuais de Omophoita é composta por regifes
heterocromaticas de DNA repetitivo.

O género Alagoasa pertence a subtribo Oedionychina e possui 40 espécies
analisadas citogeneticamente (Tabela 1). A maioria das espécies estudadas
apresenta o numero diploide igual a 22 e férmula meibtica 2n=10II+X+y,
caracteristicas conservadas na subtribo (SMITH; VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1968; 1970;
1988; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, CLARK, 1991). A variagcdo no numero diploide nas
espécies deste género ocorre devido a presenca de cromossOmos supranumerarios
(Alagoasa oblecta e Alagoasa transparente) ou devido a fusdes céntricas, reduzindo

o numero diploide (Alagoasa arcifera, Alagoasa equestris e A. parana).
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Tabela 1 — Espécies pertencentes ao género Alagoasa estudadas citogeneticamente, com seus
respectivos numeros diploides (2n), formula meidtica e procedéncia. fr=fragmento cromoss6mico,

B=cromossomo supranumerario.

Espécie 2n Formula meiética  Procedéncia Referéncia

Alagoasa acutangula 22 2n=1011+X+Y El Salvador  VIRKKI, 1961; 1970

Jac.

A. apicata Csiki 22 2n=10I1+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

A. arcifera Har. 16-0-  2n=7I+0-3fr+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

3fr

A. bicolor L. 22 2n=10I1+X+y Porto Rico VIRKKI, 1970; 1985; VIRKKI;
SANTIAGO-BLAY; CLARK, 1991

A. bipunctata Chevr. 22 2n=10I1+X+y El Salvador  VIRKKI, 1961

A. burmesiteri Har. 22 2n=10l1+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

A. b. gounellei Bech. 22 2n=10l1+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

A. b. maculatissima 22 2n=10l1+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

Jac

A. ceracollls Say 22 2n=1011+X+Y El Salvador  VIRKKI, 1961; 1970

A. clarissa 22 2n=10ll+X+y Brasil ALMEIDA, 2001

A. coccinelloide Har. 22 2n=10l1+X+y Brasil MELO, 2013

A. crux-nigra Jac. 22 2n=10I1+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

A. decemguttata 22 2n=10l1+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

Fabr.

A. dipus IIl. 22 2n=10I1+X+y Brasil, Peru  SMITH; VIRKKI, 1978

A. dissepta 22 2n=10I1+X+y Brasil SMITH; VIRKKI, 1978

cyaneofasciata Jac.

A. equestris Fabr. 22 2n=10I1+X+y Brasil SMITH; VIRKKI, 1978

A. equestris Fabr. 13 2n=5I1+1B+X+y Brasil SMITH; VIRKKI, 1978

A. extrema Har. 22 2n=1011+X+Y El Salvador  VIRKKI, 1961; 1970

A. fasciaticollis Jac. 22 2n=10l1+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

A. fasciaticollis Jac. 22+fr  2n=10l1+fr+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

A. florigera Har. 22 2n=10I1+X+y Brasil MELO, 2013

A. illustris Jac. 22 2n=10I1+X+y Brasil SMITH; VIRKKI, 1978

A. januaria Bech. 22 2n=10l1+X+y Brasil VIRKKI, 1985; VIRKKI;
SANTIAGO-BLAY, 1993

A. januaria 22 2n=10l1+X+y Brasil ALMEIDA, 2001

meridionalis Bech.

A. libentina Germ. 22 2n=10l1+X+y Brasil PETITPIERRE et al., 1988;
ALMEIDA, 2001

A. |. tetraspilota Baly = 22 2n=10I1+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

A. mella commutata 22 2n=10I1+X+y Brasil SMITH; VIRKKI, 1978

Bech.; Bech.

A. oblecta Baly 37 2n=1011+15B+X+y Bolivia VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, 1993

A. parana Samuelson 16 2n=711+X+y Brasil VIRKKI, 1988

A. posticalis Krisch 22 2n=1011+X+y Peru SMITH; VIRKKI, 1978

A. rotundicollis Jac. 22 2n=1011+X+y - PETITPIERRE et al., 1988

A. rufina lll. 22 2n=10I1+X+y Peru SMITH; VIRKKI, 1978

A. scissa Germ. 22 2n=1011+X+y Brasil ALMEIDA, 2001

A.sp. 1 22 2n=1011+X+y El Salvador  VIRRKI, 1961

A.sp. 2 22 2n=10I1+X+y El Salvador  VIRRKI, 1961

A.sp.3 22 2n=10I1+X+y Brasil ALMEIDA, 2001

A. transparente 24 2n=1011+2B+X+y  Peru VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, 1993

A. trifasciata Fabr. 22 2n=10l1+X+y Peru, Brasil SMITH; VIRKKI, 1978; VIRKKI,
1988

A. trifasciata 22 2n=10I1+X+y Brasil VIRKKI, 1971

trifasciata Bech.

A. trifasciata 22 2n=1011+X+y Peru VIRKKI, 1971

vulgatissima Bech.

A. umbratica Ol. 22 2n=1011+X+y - PETITPIERRE et al., 1988
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1.1.2.1 DNA repetitivo em Coleoptera

Os DNAs repetitivos constituem grande porcentagem do genoma
eucaridtico, e consistem de sequencias que podem ser idénticas ou semelhantes,
gue se repetem diversas vezes no genoma, podendo estar em tandem ou dispersas
(TIMBERLAKE, 1978; SUMNER, 2003). Essas sequéncias sao de grande
importancia para a citogenética molecular e vem sendo uma ferramenta util para
entender os processos evolutivos das espécies (ALMEIDA et al, 2010;
BARCISZEWSKA et al., 1995; CABRAL-DE-MELLO; MOURA; MARTINS, 2010;
2011b; MARTINS et al., 2006).

Repeticdes in tandem consistem em sequéncias arranjadas de forma
consecutiva no cromossomo, formando blocos de DNA com centenas ou milhares de
repeticdes. Por outro lado, os elementos repetitivos dispersos, sdo sequéncias que
podem estar repetidas milhares de vezes no genoma, porém distribuidas de maneira
dispersa (SUMNER, 2003). Os DNAs repetitivos podem ser definidos como
sequéncias codificantes ou néo-codificantes. DNAs repetitivos codificantes sé&o
representados pelas familias multigénicas, como as familias de DNA ribossomais,
das histonas e das globinas, e os DNAs ndo codificantes sdo representados pelas
classes de DNA satélite, minissatélites, como aas sequéncias teloméricas, e
elementos transponiveis (SUMNER, 2003).

A familia multigénica dos DNAs ribossomais divide-se nas unidades
transcricionais maior (45S) e menor (5S). A unidade maior transcreve para 0s rRNAs
18S, 5,8S e 28S, cada gene destes é separado entre si por um espacador interno
transcrito (ITS), formando os cistrons, e cada um é separado por espacadores
intergénicos (IGS). A unidade menor transcreve para o rRNA 5S, e cada unidade é
separada das demais pelo espacador nédo transcrito (NTS) (LONG; DAWID, 1980).
Desta forma, a organizacdo e o mapeamento das familias multigénicas, tornam-se
marcadores citogenéticos uteis, e podem elucidar a variacdo do caridtipo e
organizacdo gendmica em diversos grupos de eucariotos (ALMEIDA et al., 2010).

A maioria dos trabalhos em relacdo a localizacdo das Regides
Organizadoras de Nucléolo (RONs) em Coleoptera é baseada na técnica de
impregnacao pelo ion prata (ALMEIDA et al., 2010; CABRAL-DE-MELLO; MOURA,;
MARTINS, 2010; 2011b; SCHNEIDER et al., 2007; VIRKKI, MAZZELLA; DENTON,
1991). Schneider et al. (2007), por meio de uma extensa revisdo, observaram que na
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maioria das espécies de Coleoptera a localizacdo das RONs ocorre nos
cromossomos autossémicos, assim inferiram que um par autossémico portador de
RON representaria a condicdo ancestral e/ou mais estavel, por ser a condicdo mais
comum. No entanto, Dutrillaux e Dutrillaux (2009) propuseram que para
Scarabaeiodea a localizacdo da RON no cromossomo X seria a condi¢cao ancestral.

Em relacdo a Alticinae, em estudos utilizando a FISH, o cluster ribossomal
45S esta associado a um par autossdmico em Omophoita octoguttata, Omophoita
personata e Alagoasa coccineloide, a dois pares autossémicos em Omophoita
magnigulttis, e a 3 pares autossémicos em Alagoasa florigera (ALMEIDA et al., 2010;
MELO, 2013). Desta forma, Almeida et al. (2010), sugeriram que o rDNA 18S, por
meio da FISH, poderia ser um importante marcador para demonstrar diferencas
cariotipicas neste grupo, no qual, geralmente, ndo sdo observadas diferencas com
citogenética convencional.

Com relacdo a familia multigénica de rDNA 5S, poucos estudos em
Coleoptera foram realizados, e estes demonstram que a localizacdo deste gene é
muito variavel, podendo estar localizado em um par de autossomos, varios pares, e
até mesmo em todos os pares de cromossomos (CABRAL-DE-MELO; MOURA;
MARTINS, 2010, 2011a; MELO, 2013; GOLL et al, 2015). Segundo Cabral-de-Melo,
Moura e Martins (2010, 2011a) a condicdo ancestral para Coleoptera seria a
ocorréncia de apenas um par cromossémico portador do gene 5S. Em Alticinae,
Melo (2013) demonstrou que Omophoita octoguttata, Omophoita personata e
Alagoasa coccineloide apresentam o gene 5S associado a um par de autossomos,
Omophoita magniguttis associado a 2 pares autossdmicos, e Alagoasa florigera
associado a 3 pares autossdmicos, e Wolski (2014) demonstrou que em Omophoita
sexnotata o gene 5S esta localizado em todos os autossomos. Apesar da grande
variacdo de localizacdo dos rDNAs 45S e 5S, é provavel que a maioria desses
clusters ndo seja funcional (CABRAL-DE-MELLO; MOURA; MARTINS, 2011b), e a
dispersdo destes genes, provavelmente, esta associada a presenca de elementos
transponiveis (CABRAL-DE-MELLO; MOURA; MARTINS, 2011b; GILLESPIE et al.,
2006; YE et al., 2005).

Os telébmeros, terminacdes fisicas dos cromossomos eucarioticos, sao
componentes estruturais dos cromossomos, estruturas especializadas formadas por
DNA e proteinas, que previnem a fusdo dos cromossomos e a diminuicdo gradual

das terminagbes dos cromossomos durante 0s sucessivos ciclos de duplicacao
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semiconservativa do DNA (BLACKBURN, 1991). No entanto, ha uma diversidade na
composicdo das sequéncias repetitivas teloméricas entre diferentes organismos
(ZAKIAN, 1995) e algumas sequéncias sdo caracteristicas para alguns grupos
taxondmicos. Por exemplo, a sequéncia (TTAGGG)n é conservada em todos 0s
vertebrados (MEYNE; RATLIFF; MOYZIS, 1989; KRUPP; KLAPPER;
PARWARESCH, 2000). Essa sequéncia também ¢é encontrada no género
Trypanosoma e alguns fungos (ZAKIAN, 1995), o que implica que a sequéncia
telomérica ndo reflete um grau de relacdo filogenética entre os organismos
(FRYDRYCHOVA; MAREC, 2002). Em plantas, a sequéncia (TTTAGGG)n parece
ser conservada neste grupo (COX et al., 1993; FUCHS; BRANDES; SCHUBERT,
1995), com algumas excec¢des (PICH; FUCHS; SCHUBERT, 1996). Em insetos, 4
diferentes tipos de organizacdo do DNA telomérico foram identificadas: uma
sequéncia pentanucleotidica (TTAGG)n, elementos transponiveis HeT-A e TART, um
complexo de repeticbes em tandem, e um segundo tipo de sequéncia
pentanucleotidica (TCAGG)n (OKAZAKI et al.,, 1993; BIESSMANN et al.,, 1990;
LEVIS et al., 1993; NIELSEN; EDSTROM, 1993; ZHANG et al., 1994; OSANAI et al.,
2006; RICHARDS et al., 2008). A sequéncia TTAGG € a mais comum em Insecta
(VITKOVA et al, 2005). Sahara, Marec e Traut (1999) sugeriram que esta sequéncia
€ a condicdo ancestral para Insecta, sendo perdida de maneira independente nos
diferentes grupos e substituida por outra sequéncia.

Em Coleoptera, 14 familias foram testadas para a sequéncia TTAGG, sendo
gue 8 apresentaram resultado positivo para esta sequéncia (Silphidae, Buprestidae,
Elateridae, Anobiidae, Cucujidae, Chrysomelidae, Cerambycidae e Dytiscidae), 5
negativo (Geotrupidae, Cleridae, Tenebrionidae, Gyrinidae e Carabidae), e a familia
Curculionidae, apresentou resultados positivos e negativos a esta sequéncia, sendo
interpretado como multiplas perdas desta sequéncia durante a evolugdo dos
besouros (FRYDRYCHOVA; MAREC, 2002; MRAVINAC et al., 2011). Para a
sequéncia TCAGG, 6 familias foram testadas, sendo que destas Tenebrionidae,
Mycetophagidae e Meloidae apresentaram resultados positivos para esta sequéncia,
enquanto, Curculionidae, Cucujidae e Chrysomelidae ndo apresentaram sinais
(MRAVINAC et al., 2011).



27

1.2 FILOGEOGRAFIA E MARCADORES MOLECULARES

1.2.1 Filogeografia

A filogeografia € uma subdisciplina da biogeografia, e € definida como o
estudo dos principios e processos que governam a distribuicdo geografica de
linhagens genealdgicas, especialmente intra-especificamente e entre espécies
proximas, em outras palavras, 0 tempo e 0 espaco sao 0s eixos considerados na
filogeografia para mapear as genealogias dos genes de interesse (AVISE, 2000).

A andlise e a interpretacdo da distribuicdo dessas linhagens requerem o
processamento em conjunto de informacdes de vérias disciplinas, como genética
molecular, genética de populagdes, etologia, demografia, filogenia, paleontologia,
geologia e geografia histérica, criando uma ponte entre processos micro e macro
evolutivos (AVISE, 2000).

Embora qualquer estudo envolvendo as relagfes filogenéticas de uma
determinada caracteristica genética e o seu padrao de distribuicdo geografico possa
ser considerado como tendo enfoque filogeogréfico, a grande maioria dos estudos
nesta area tem sido realizada pela analise do polimorfismo do DNA mitocondrial
(mtDNA) (AVISE et al., 1987). Os primeiros trabalhos baseados na analise do
mtDNA com enfoque filogeogréfico foram realizados por Avise et al. (1979) e Avise,
Lansman e Shade (1979) envolvendo estudos populacionais com roedores dos
géneros Geomys e Peromyscus. Estes estudos foram importantes por pelo menos
duas razdes, primeiro introduziram a no¢do de que um unico individuo pode ser
tratado como uma unidade taxondémica operacional (OTU, Operational Taxonomic
Unit) nas andlises de genética de populacbes, uma vez que cada individuo
apresenta um genoma mitocondrial especifico que € herdado intacto, sem
recombinacdo, do ancestral materno. O segundo foi a introdugdo de conceitos
filogenéticos no estudo dos mecanismos e processos envolvidos na evolugéao
intraespecifica (AVISE, 2000).

Primeiramente, os estudos filogenéticos intraespecificos foram realizados
baseando-se na andlise de padrdes de bandas obtidos pela digestdo do mtDNA com
enzimas de restricdo, e as relacdes filogenéticas entre os padrbes de bandas
(haplotipos) encontrados em uma espécie podiam ser inferidos com base na
construcdo de redes haplotipicas (AVISE et al.,, 1979; LANSMAN et al., 1983;
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BERMINGHAM; AVISE, 1986). Mais tarde, com o aperfeicoamento da técnica de
reacdo em cadeia da Polimerase (PCR, Polimerase Chain Reaction), e
consequentemente do sequenciamento de DNA, os pesquisadores passaram a
dispor de um conjunto maior de informacbes para trabalhar (AVISE, 2000). A
comparacdo direta de sequéncias homologas aumentou consideravelmente o
potencial de aplicacdo deste marcador no estudo dos processos historicos
envolvidos na distribuicdo da variabilidade genética das populacdes, principalmente
em humanos (VIGILANT et al., 1989; VIGILANT et al., 1991; DI RENZO; WILSON,
1991). Desta forma, permitiu estimar a relacdo genealogica em adicdo as
frequéncias alélicas, proporcionando oportunidades para considerar fluxo génico
histérico e a fragmentacdo em um quadro filogenético mais explicito (AVISE, 2000).

O marcador molecular escolhido para os primeiros trabalhos filogeograficos
em animais foi o mtDNA, devido as suas caracteristicas (AVISE, 2000). No entanto,
existem alguns problemas ao uso de apenas um tipo de marcador molecular, pois a
hip6tese da histéria pode refletir somente a historia de determinando marcador, e
ndo a historia dos organismos (EDWARDS; BEERLI, 2000). Sendo assim, diferentes
marcadores podem resultar em genealogias diferentes e no caso dos estudos
filogeograficos, como s&o diversificacbes recentes essa discordancia entre
marcadores é ainda mais expressa. Portanto, apesar da filogeografia multilocus
apresentar problemas, principalmente relacionados as caracteristicas do DNA
nuclear, esta € considerada a mais adequada na reconstrucao da histéria evolutiva
das espécies, devido ao acesso de informacdes histéricas e demograficas
provenientes de varios marcadores (BATATA-FILHO; MIYAKI, 2011).

Ao estudar multiplas regides do genoma € possivel obter uma historia
evolutiva mais completa por reduzir o risco de perder um evento ou processo devido
a auséncia de uma mutacado apropriada no tempo e espagco em uma sequéncia de
DNA em particular (TEMPLETON, 2004). Como o DNA citoplasmatico é comumente
herdado de forma uniparental, o padrao encontrado para estes marcadores pode
nao ser representativo da espécie caso haja dispersédo e/ou selecao ligada ao sexo
(HOELZER, 1997). Além disso, espera-se que loci sob selecdo possuam padrbes
genéticos que se desviem das expectativas de loci afetados pela historia da
populacdo e pela demografia. No entanto, os padrbes selecionados, muitas vezes,

imitam padrdes demograficos alternativos (HARE, 2001). A selecdo age localmente
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no genoma, engquanto espera-se que a demografia afete de forma uniforme todos os
loci neutros (FU; LI, 1999).

Muitos insetos voadores apresentam relativa mobilidade e,
consequentemente, deve-se esperar que estes apresentem uma estrutura
filogeografica minima ao longo de grandes areas, exceto quando houver barreiras
fisicas a dispersdo (AVISE, 2000). Insetos que comprovam esta ideia, apresentando
baixa diferenciacao filogeogréafica ao longo de grandes areas estudadas, incluem: a
mamangaba de cauda amarela clara (Bombus terrestres) (ESTOUP et al., 1996), as
moscas da fruta Drosophila buzzatii (ROSSI et al., 1996) e Drosophila subobscura
(ROZAS et al., 1990), borboletas Swallowtail (Papilo polyxenes e P. zelicaon)
(SPERLING; HARRISON, 1994), a mosca-varejeira (Cochliomyia hominivorax)
(ROEHRDANZ; JOHNSON, 1988), a borboleta monarca (Danaus plexippus)
(BROWER; BOYCE, 1991), e os bichos-pau Argosarchus horridus (BUCKLEY;
MARSKE; ATTANAYAKE, 2009) e Clitarchus hookeri (BUCKLEY; MARSKE;
ATTANAYAKE, 2010). Entretanto, outros insetos voadores podem n&o apresentar
esse padrao, mostrando significativa estruturacéo filogeografica numa variedade de
padrées espaciais e temporais (BROWN et al., 1997), como mostrado por: Hale e
Singh (1987) para a mosca Drosophila melanogaster, Ross et al. (1997) para a
formiga Solenopsis invicta, Popkin et al. (2016) para o afidio Brachycaudus
helichrysi, Maia et al. (2016) para a borboleta Neoleucinodes elegantis, e Batata-
Filho et al. (2010) para a abelha sem ferrdo Melipona quadrifasciata.

Em Coleoptera, os dois padrbes filogeograficos propostos anteriormente,
estrutura filogeografica minima e estruturacao filogeografica mais definida foram
observados, como descrito para Leptinotarsa decemlineata (ZENHNDER et al.,
1992), Lasiorhynchus barbicornis (PAINTING et al., 2017), Ips typographus
(STAUFFER; LAKATOS; HEWITT, 1999; MAYER et al., 2015), Dendroctonus
micans (MAYER et al., 2015), Canthon cyanellus (NOLASCO-SOTO et al., 2017), e
Tomicus destruens (SANCHEZ-GARCIA; GALIAN; GALLEGO, 2015).

Poucos estudos filogeograficos de organismos pertencentes a Mata Atlantica
foram realizados, ndo sendo possivel determinar um padrao filogeografico geral para
as espécies (BATATA-FILHO; MIYAKI, 2011). No entanto, estes estudos
demonstram a existéncia de descontinuidades filogeograficas para diferentes grupos
de organismos, tais como: abelhas (BATATA-FILHO et al., 2010), anfibios
(CARNAVAL et al., 2009; THOME et al., 2010), répteis (PELLEGRINO et al., 2005;
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GRAZZIOTIN et al., 2006), aves (CABANNE, SANTOS e MIYAKI, 2007; CABANNE
et al., 2008), morcegos (MARTINS et al., 2009), borboletas (MAIA et al., 2016) e
plantas (RIBEIRO et al., 2010). As trés descontinuidades principais ocorrentes na
Mata Atlantica, consideradas por Batata-Filho e Miyaki (2011), representadas na
Figura 1, seriam explicadas pela teoria dos refagios. A teoria dos refagios, proposta
por Haffer (1969), determina que os reflugios sdo ilhas de florestas densas umidas
isoladas por vegetacdo aberta, e essas florestas se retrairiam durante os periodos
de maxima glacial, formando os reflgios, e se expandiriam durante os periodos mais
guentes, periodos interglaciais, enquanto as areas de vegetacdo aberta se
comportavam de maneira contraria. Como os periodos seriam ciclicos, a expansao e
a retracdo da vegetacdo também seriam ciclicas. Assim, espécies dependentes de
ambientes florestais teriam acompanhado esses ciclos de retracdo e expansao das
florestas durante todo o Quaternario, fazendo com que populacdes associadas a
diferentes refugios se diversificassem de maneira alopatrica caso o tempo de
isolamento tenha sido suficiente para acumular diferencas entre elas (HAFFER,
1969).
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Figura 1 — Localizacdo geografica aproximada das principais descontinuidades filogeograficas na
Mata Atlantica. Em cinza a area original da Mata Atlantica. As linhas pontilhadas representam as
descontinuidades. Descontinuidade (i) observada por Grazziotin et al. (2006), Cabanne, Santos e
Miyaki (2007), Cabanne et al. (2008), Carnaval et al. (2009), Martins et al. (2009), Batalha-Filho et al.
(2010) e Thomé et al. (2010). Descontinuidade (ii) observada por Cabanne, Santos e Miyaki (2007),
Cabanne et al. (2008), Carnaval et al. (2009) e Thomé et al. (2010). Descontinuidade (iii) observada
por Cabanne et al. (2008) e Carnaval et al. (2009).

Fonte: Batata-Filho; Miyaki (2011).

1.2.2 Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares sao frutos de um recente progresso da genética
molecular, que gerou ferramentas e conhecimentos para estudos filogenéticos e
populacionais, aumentando a capacidade de identificar espécies e caracterizar a
biodiversidade de ecossistemas, bem como avaliar a variabilidade genética inter e
intrapopulacional de diversas espécies (PAIVA; ROSA, 2009). Os marcadores
moleculares sao definidos como qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene
expresso ou de um segmento especifico de DNA. Estes surgiram devido a
necessidade da deteccdo de polimorfismo genético diretamente no DNA. Esses
marcadores sdo caracteristicas do DNA que diferenciam dois ou mais individuos e
sao herdados geneticamente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998).
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Existe um grande numero de tecnologias na genética molecular que podem
ser utilizadas para fornecer informacdes Uteis aos programas de conservacéo e uso
de recursos genéticos, bem como para a realizacdo das pesquisas (FALEIRO,
2007). Cada tecnologia apresenta vantagens e desvantagens, sendo que o uso de
uma ou outra vai depender, dentre outros fatores, do objetivo do estudo, da
infraestrutura disponivel, dos recursos financeiros para o0 investimento, da
disponibilidade de recursos humanos com treinamento apropriado e do nivel de
conhecimento da genética molecular da espécie a ser estudada (FALEIRO, 2007).

1.2.2.1 Citocromo C Oxidase |

O DNA dos organismos eucaridticos esté localizado no ndcleo e em outras
estruturas celulares como as mitocéndrias e os cloroplastos (AVISE, 2000). Nas
células animais, a Unica organela que contém seu préprio genoma € a mitocéndria, e
seu numero varia de quinhentos, mil ou até 10 mil dessas estruturas nas diferentes
células (AMABIS; MARTHO, 1990). Em cada mitocéndria animal geralmente existem
varias moléculas de DNA, estas sdo dupla fitas, circular e apresentam tamanho
variavel de acordo com o grupo taxonémico (HARTL; CLARK, 1997).

Esta organela possui 13 genes codificantes de proteinas, dois RNA
ribossdmicos, 22 RNA transportadores e uma regido conhecida como regiao controle
responsavel pelo processo de transcricdo e replicagdo da molécula (PEREIRA,;
OLIVEIRA, 2015) (Figura 2). Os polipeptidios sintetizados a partir do mtDNA
integram o complexo enzimatico responsavel pelo transporte de elétrons que ocorre
no interior da mitocondria (SBISA et al., 1997).
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Figura 2 — Mapa do DNA mitocondrial humano. OH e OL, origens de replicacdo das fitas pesada e
leve, respectivamente; ND1-ND6, subunidades 1-6 desidrogenase NADH; Cox1-Cox3, subunidades
1-3 do citocromo oxidase; ATP6 e ATP8, subunidades 6 e 8 da ATPase mitocondrial; Cyt b, citocromo
b.
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Fonte: ALEXEYEV; LeDOUX; WILSON (2004).

Além de ser uma molécula circular, de dupla fita, de tamanho reduzido (15 a
20 Kb) e relativa simplicidade, o mMtDNA animal apresenta as seguintes
caracteristicas: heranca predominante matrilinear, frequéncias extremamente baixas
de rearranjos por recombinagdo, inversdes ou transposicoes, altas taxas de
substituicdo e de insercdes e delecbes, que fazem com que estas sequéncias
mitocondriais se modifiquem cerca de 5 a 10 vezes mais rapidas do que sequéncias
nucleares de cépia Unica (TABERLET, 1996). Muitas hip6teses foram desenvolvidas
para testar a rapida evolugcdo do mtDNA animal, entre as quais destacam-se: a)
relaxamento da restricdo funcional (uma vez que transcreve apenas 13 tipos de
polipeptidios); b) alta taxa de mutacdo (devido ao ineficiente sistema de reparo de
DNA, alta exposi¢do a radicais livres mutagénicos no meio oxidativo da mitocéndria,
ou a rapida replicacdo dentro das linhagens celulares); c) o fato do mtDNA né&o ser
compactado com histonas (AVISE, 2000). Desta forma, as caracteristicas intrinsecas
do mtDNA promovem o surgimento de multiplos alelos ou haplotipos (AVISE, 2000).

Este marcador, portanto, pode fornecer informac¢des necesséarias para estudos de
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relacbes filogenéticas, estimativa de distancia genética, discriminacdo de
subpopulacdes, assim como investigar a historia da biogeografia (ERIKSSON et al.,
2006; GARRIGAN; HAMMER, 2006).

O gene citocromo oxidase | (COI) vem sendo alvo de estudos populacionais
de variabilidade genética pela sua universalidade e importancia evolutiva, além
disso, € bastante conservado entre os mais diversos genomas e possui suficiente
diferenciacdo entre espécies por apresentar um padrdo de sequéncia espécie-
especifico denominada sequéncia barcode (TAUTZ et al., 2003; WILSON, 2003;
BLAXTER, 2003; SCHINDEL; MILLER, 2005; RUBINOFF, 2006). Em Coleoptera,
esse marcador vem sendo utilizado tanto para identificacdo de espécie e construcéo
de arvores filogenéticas (TUDA et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2011; BECERRA,
2004; KIM; KJER; DUCKETT, 2003), bem como em estudos intrapopulacionais
(VASCONCELOS et al., 2006; LOPEZ et al., 2014; BRAY et al., 2011; RUIZ et al.,
2009).

1.2.2.2 Fator de elongacdo EF1-alfa

O fator de elongacéo da sintese proteica (EF1-alfa) em eucariotos € membro
da familia das proteinas G e € composto de quatro subunidades: A, Ba, BB e By,
sendo a subunidade EF1A também conhecida como EF1-alfa (CARNEIRO; PETER,;
BRIAN, 1999). Esta subunidade desempenha um importante papel na sintese
proteica, promovendo a ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossomo em um
mecanismo dependente de GTP (XU et al., 2007).

A principal funcdo do EFl-alfa é sem duvida relacionada a sintese de
proteinas, porém outras funcdes séo atribuidas a este elemento, como desempenhar
um papel na transdugcdo de sinais no interior das células (YANG et al., 1990).
Acredita-se também que o EFl-alfa possa se ligar a proteinas do citoesqueleto,
como actina e tubulina (GROSS; KINZY, 2005). O EF1-alfa € um monitor sensivel do
pH intracelular e niveis de Ca?* (RANSOM-HODGKINS, 2009). Este ativa a
phosphoinositol 4 quinase, uma enzima pertencente a cascata de transdugédo de
sinais e é ativada por fatores de crescimento (YANG et al., 1993; INFANTE et al.,
2008).

De acordo com os dados disponiveis na plataforma Gene do National Center

for Biotechnology Information (NCBI), em Tribolium castaneum (Coleoptera:
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Tenebrionidae) o gene EF1-alfa possui cerca de 1500 pb e apresenta 2 exéns e 1
intron. Kim, Kjer e Duckett (2003), estudando espécies pertencentes a Alticinae e
Galerucinae, ao sequenciarem o primeiro terco do gene EF1-a observaram que a
terceira base nitrogenada do cdédon é significativamente heterogénea entre os
taxons, enquanto a primeira e a segunda base nitrogenada do codon eram mais

homogéneas.

1.3 MATA ATLANTICA

A Mata Atlantica no Brasil abrangia uma area equivalente a 1.315.460 Km?
em 1.500 (Figura 3), estendendo-se ao longo de 17 estados: Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais,
Goias, Mato Grosso do Sul, Bahia, Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Paraiba, Rio
Grande do Norte, Ceara e Piaui (SOS MATA ATLANTICA, 2015). Atualmente,
restam 8,5% de remanescentes florestais acima de 100 hectares, em comparacao a
cobertura original, e somando-se todos os fragmentos de floresta nativa acima de 3
hectares, temos 12,5% de area remanescente (Figura 4) (SOS MATA ATLANTICA,
2015). A largura da floresta € muito variavel, estendendo-se em algumas areas do
Brasil até o leste do Paraguai e na provincia de Missiones na Argentina (GALINDO-
LEAL; CAMARA, 2003; OLIVEIRA-FILHO; JARENKOW; RODAL, 2006).
Contribuiram para o desmatamento, e consequentemente, perda da area original da
mata, processos como extracdo madeireira, agricultura e agropecuaria,
industrializacdo e expanséo urbana desordenada, impacto ambiental causado pelos
habitantes da area, ciclos econémicos, como o da cana-de-agucar, do café e do ouro
e poluicdo (SOS MATA ATLANTICA, 2015).

A Mata Atlantica é um dos dominios fitogeograficos melhor definido da
América do Sul, exibindo uma biota Unica, resultante, em parte, de uma histéria
evolutiva independente. Desta forma, a Mata Atlantica € considerada um Hotspot
mundial devido sua alta riqueza em espécies e, além disso, uma das areas mais
ameacadas do planeta (SOS MATA ATLANTICA, 2015). Das 633 espécies
ameacadas de extincdo no Brasil, 383 ocorrem na Mata Atlantica (SOS MATA
ATLANTICA, 2015), e somando-se a isso, esta ainda abriga mais de 15.700
espécies de plantas, das quais 8 mil sdo endémicas, e mais de 2 mil espécies de
vertebrados (PINTO et al., 2012).
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Figura 3 — Distribuicdo original da Mata Atlantica, em 1500, e remanescentes em 1990, no Brasil.
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Figura 4 — Distribuicdo dos remanescentes de Mata Atlantica no Brasil em 2016.
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A Mata Atlantica pode ser considerada uma ilha, utilizando uma perspectiva
continental, pois encontra-se isolada das demais regides florestais da América do
Sul por formagdes vegetais predominantemente abertas, como o Chaco, o Cerrado e
a Caatinga, formando um corredor denominado de “diagonal de formagdes abertas”
(AB'SABER, 1977; SILVA; SANTOS; CASTELLETTI, 2004). Tal diagonal pode
constituir uma barreira intransponivel para grande parte das espécies animais tipicas
de ambientes florestais (COSTA, 2003). A composicao original da Mata Atlantica é
um mosaico de vegetacdes definidas como Florestas Ombréfilas Densa, Aberta e
Mista, Florestas Estacionais Decidual e Semidecicual, Campos de Altitudes,
Mangues e Restingas (SOS MATA ATLANTICA, 2015).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A ordem Coleoptera é a mais rica e diversa dentro de Insecta, possuindo
mais de 358.000 espécies descritas; no entanto estudos filogeogréficos e
citogenéticos dentro deste grupo ainda sdo escassos, principalmente para a regido
Neotropical e para o Brasil. Sabe-se, que os alticineos, de maneira geral, ocorrem
com maior frequéncia em éareas de borda e impactadas e apresentam certa
preferéncia as plantas consumidas, uma vez que muitas espécies sao impalataveis
pelo acumulo de compostos fendlicos das plantas hospedeiras, o que pode delimitar
a sua distibruicdo. Além disso, apresentam caracteristicas citogenéticas
interessantes como variados sistemas de determinacao sexual, dispersao dos genes
ribossomais nos cromossomos autossdmicos e a auséncia de informacéo quanto a
composicao da sequéncia telomérica em seus Cromossomos.

Partindo da auséncia de informacdo filogeografica e populacional de
Omophoita octoguttata, bem como do conhecimento da existéncia de
descontinuidades filogeograficas na Mata Atlantica e do desmatamento que esta
vem sofrendo, a andlise populacional deste besouro pode trazer inferéncias a
filogeografia de Alticinae na Regido Sul do Brasil, além de demonstrar a
variabilidade genética da espécie e a presenca ou auséncia de fluxo génico nas
localidades estudadas. A analise citogenética de espécies pertencentes ao género
Alagoasa podera contribuir com o conhecimento dos processos evolutivos que

ocorreram no grupo.

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem a proposta de determinar se existe estruturacao
populacional na distribuicdo latitudinal da espécie Omophoita octoguttata na regiao
sul do Brasil, identificando possiveis barreiras naturais para o fluxo génico entre as
populacdes e, assim, determinar a diversidade populacional desta. Adicionalmente,
diferenciar trés espécies do género Alagoasa, possivelmente miméticas, por meio de

analises citogenéticas e moleculares.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar o grau de variabilidade intrapopulacional e interpopulacional de O.
octoguttata nas localidades analisadas na regiao sul do Brasil;

2. Verificar se ha fluxo génico entre os individuos coletados nas diferentes
localidades analisadas ou estruturacdo genética;

3. Verificar se existem descontinuidades filogeograficas para O. octoguttata na Mata
Atlantica da regiao sul do Brasil;

4. Determinar o numero haploide e diploide de cromossomos e o tipo de sistema de
determinacao sexual em espécies do género Alagoasa,;

5. Mapear os genes ribossomais rDNA 18S e 5S e a sequéncia telomérica TTAGG
em espécies do género Alagoasa,

6. Diferenciar as trés espécies do género Alagoasa a partir do sequenciamento do

gene COI.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO E LOCALIZACAO GEOGRAFICA

Foram analisados individuos adultos de Omophoita octoguttata (Figura 5) e
de 3 espécies pertencentes ao género Alagoasa (Figura 6), pertencentes a ordem
Coleoptera, subfamilia Alticinae. Um total de 90 exemplares de O. octoguttata foram
coletados, sendo 15 individuos por localidade, em popula¢ces naturais, de maneira
manual utilizando-se de pucas entomoldgicos, nas cidades de Ponta Grossa,
Parand, Brasil (S 25°07°10”; O 49°56°24”), Rio Branco do Sul, Parana, Brasil (S
25°08'40”; O 49°20’12”), Guarapuava, Parana, Brasil (S 25°21°16”; O 51°28°06”),
Nonoai, Rio Grande do Sul, Brasil (S 27°23'25"; O 52°44’10”), Uni&do da Vitoria,
Parana, Brasil (S 26°14'27”; O 51°08’42”), e Seara, Santa Catarina, Brasil (S
27°08'55"; O 52022'49") (Figura 7).

Figura 5 — Individuo adulto de Omophoita octoguttata. Em (A) visdo dorsal, (B) visdo ventral e (C)

destaque para a por¢éo antero-posterior e presencga de macula na cabeca (Barra 1mm).

B

A

C

[

[

Os individuos pertencentes ao género Alagoasa foram coletados em
populagcbes naturais, de maneira manual utilizando-se de pucas entomoldgicos, na
cidade de Ponta Grossa, Parana, Brasil (S 25°07°10”; O 49°56°24”), sendo que
foram coletados 12 individuos adultos de Alagoasa pantina, 10 de Alagoasa sp.1 e
10 de Alagoasa sp.2.
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Figura 6 — Machos adultos pertencentes ao género Alagoasa. A — Alagoasa pantina; B — Alagoasa
sp.1; C — Alagoasa sp.2. (Barra 1mm).
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A cabeca, o pronoto e o terceiro par de pernas de todos os individuos
coletados foram estocados em alcool etilico absoluto para extracdo de DNA. As
gbnadas dos individuos do sexo masculino de O. octoguttata coletados em Ponta
Grossa, Unido da Vitéria, Rio Branco do Sul, Guarapuava e Nonoai foram
armazenadas em fixador Carnoy | (metanol-acido acético 3:1), na geladeira para
estudos posteriores. O abdéomen e demais estruturas de todos os individuos
coletados foram estocadas em alcool etilico, no freezer, no Laboratorio de Genética

Evolutiva da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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Os individuos pertencentes ao género Alagoasa coletados foram mantidos
em laboratorio em potes plasticos, com algoddo umedecido em agua com acucatr,
até a realizacdo das técnicas.

Para identificagcdo taxon6mica das espécies, alguns exemplares foram
enviados ao especialista Carlos Campaner do Museu de Zoologia da Universidade
de S&o Paulo — USP.

3.2 METODOS

3.2.1 Extracdo De DNA

O DNA genbmico de O. octoguttata, Alagoasa pantina, Alagoasa spl. e
Alagoasa sp.2 foi extraido a partir da fragmentacdo em nitrogénio liquido da cabeca,
pronoto e do 3° par de pernas em tubos do tipo eppendorf de 2 ml, de acordo com o
protocolo de Murray e Thompson (1980), com modificacdes (Anexo A).

A concentragdo do DNA genbmico foi quantificada por meio do
espectrofotdbmetro Nanovue da GE Healthcare®, e a sua integridade, apés corrida
eletroforética a 70 V por 1 hora, foi verificada em gel de agarose 1%, corado com 4
uL de Gel Red (Biotium®) mais tampé&o de carregamento azul de bromofenol (1:1), e
fotodocumentado sob luz ultravioleta no Imagequant Las 4000 da GE Healthcare®.

Em seguida as amostras de DNA foram diluidas para concentracdo de 20
ng.uL L.

3.2.2 Amplificagéo Do Gene COI

Os individuos de O. octoguttata coletados nos municipios de Seara e de
Unido da Vitéria, bem como 3 individuos pertencentes a A. pantina, 3 pertencentes a
Alagoasa sp.1, e 3 pertencentes a Alagoasa sp.2 tiveram a porcao da subunidade |
do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase (COI) amplificados a partir de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando os primers descritos por Kim, Kjer e Duckett
(2003), sendo que as reacoes, realizadas em microtubos de 0,2 mL, continham: 1X
tamp&o Tagq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz; 0,2 mM de solugédo
dNTP; 1,0 uM de cada primer (forward 5 TAATTGGAGGATTTGGWAAYTG 3’ e
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reverse 5° CCYGGTAAAATTAAAATATAAACTTC 3’); 2,5 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen®) e 40 ng de DNA molde para um volume final de reacéo de 35uL.

A PCR seguiu o programa: 1 ciclo de desnaturacao inicial por 4 minutos a
95°C, seguido de 35 ciclos de 94°C por 60 segundos, temperatura de anelamento de
53°C por 30 segundos, e seguido da etapa de extenséo dos fragmentos a 72°C por
30 segundos, com mais um passo final de 72°C por 10 minutos.

Os produtos de PCR foram conferidos, apés corrida eletroforética a 70 V por
40 minutos, em gel de agarose 1%, corado com 4 pL de Gel Red (Biotium®) mais
tampao de carregamento azul de bromofenol (1:1), fotodocumentados sob luz
ultravioleta no Imagequant Las 4000 da GE Healthcare®, e purificadas utilizando o kit
de purificacéo lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification, da GE Healthcare®,
seguindo as instrucdes do fabricante. Apos a purificacdo os produtos de PCR foram
quantificados no espectrofotometro Nanovue da GE Healthcare®, e a sua integridade
foi verificada, ap6s corrida eletroforética a 70 V por 40 minutos, em gel de agarose
1%, corado com 4 pL de Gel Red (Biotium®) mais tampéo de carregamento azul de
bromofenol (1:1), e fotodocumentado sob luz ultravioleta no Imagequant Las 4000 da
GE Healthcare®.

As amostras foram encaminhadas para sequenciamento na empresa
ACTGene Andlises Moleculares, a qual utiliza um sequenciador automatico (ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer) armado com capilares de 50 cm e polimero POP6
(Applied Biosystens).

Os individuos de O. octoguttata pertencentes as localidades de Ponta
Grossa, Rio Branco do Sul, Guarapuava e Nonoai ja haviam sido submetidos a
amplificacdo do gene COI no Laboratério de Genética Evolutiva e suas sequéncias

fazem parte do acervo do laboratorio.

3.2.3 Amplificacdo Do Gene EF1-alfa

Os individuos de O. octoguttata coletados nos municipios de Seara e de
Unido da Vitoria tiveram o primeiro terco do gene nuclear Fator de Elongacéo alfa
(EF1-alfa) amplificados a partir de PCR, utilizando os primers descritos por Duckett e
Kjer (2003), sendo que as reacdes, realizadas em microtubos de 0,2 mL, continham:
1X tampéo Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz; 0,2 mM de solucéo
dNTP; 0,5 uM de cada primer (forward 5° ATCGAGAAGTTCGAGAARGARGC 3’ e
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reverse 5° CCAYCCCTTRAACCANGGCAT 3’); 2,5 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®) e 40 ng de DNA molde para um volume final de reacéo de 35uL.

A PCR seguiu o seguinte programa: 1 ciclo de desnaturacao inicial por 4
minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 94°C por 60 segundos, temperatura de
anelamento de 59,4°C por 30 segundos, e seguido da etapa de extensdo dos
fragmentos a 72°C por 30 segundos, com mais um passo final de 72°C por 10
minutos.

Os produtos de PCR foram conferidos, apés corrida eletroforética a 70 V por
40 minutos, em gel de agarose 1%, corado com 4 puL de Gel Red (Biotium®) mais
tampao de carregamento azul de bromofenol (1:1), fotodocumentados sob luz
ultravioleta no Imagequant Las 4000 da GE Healthcare®, e purificadas utilizando o kit
de purificacéo lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification, da GE Healthcare®,
seguindo as instrucbes do fabricante. Apés a purificacdo os produtos de PCR foram
quantificados no espectrofotometro Nanovue da GE Healthcare®, e a sua integridade
foi verificada, apés corrida eletroforética a 70 V por 40 minutos, em gel de agarose
1%, corado com 4 L de Gel Red (Biotium®) mais tampéo de carregamento azul de
bromofenol (1:1), e fotodocumentado sob luz ultravioleta no Imagequant Las 4000 da
GE Healthcare®.

As amostras foram encaminhadas para sequenciamento na empresa
ACTGene Andlises Moleculares, a qual utiliza um sequenciador automatico (ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer) armado com capilares de 50 cm e polimero POP6
(Applied Biosystens).

Os individuos pertencentes as localidades de Ponta Grossa, Rio Branco do
Sul, Guarapuava e Nonoai ja haviam sido submetidos a amplificacdo do gene EF1-a
no Laboratorio de Genética Evolutiva e suas sequéncias fazem parte do acervo do

laboratorio.

3.2.4 Andlises Das Sequéncias

As sequéncias Foward e Reverse dos genes COIl e EFl-alfa foram
verificadas e corrigidas utilizando os programas Chromas Lite v. 2.0 e Geneious V.
7.1.3 (KEARSE et al., 2012). Para o alinhamento e constru¢cdo das sequéncias
consenso foi utilizado o programa Geneious v 7.1.3 (KEARSE et al., 2012), o qual
inclui o pacote CLUSTAL W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). O programa
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Chromas Lite v. 2.0 também foi utilizado para conferéncia dos pontos de mutacéo e
possivel correcdo. A identidade das sequéncias obtidas foi realizada a partir da
comparacdo das mesmas com informacdes disponiveis no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information — USA (NCBI), por meio da plataforma
BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). ApoOs a correcdo das sequéncias, uma matriz foi
construida utilizando as sequéncias dos dois genes analisados para Omophoita

octoguttata.

3.2.5 Analises De Diversidade

Utilizando o programa MEGA v. 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016)
foi determinado o modelo de substituicdo nucleotidica que melhor explica as
transversbes e transicbes para a matriz construida para as sequéncias de O.
octoguttata.

A diversidade nucleotidica (1), a diversidade haplotipica (h), os indices de
transversdes, transcricdes, substituicbes e sitios polimérficos para O. octoguttata
foram calculados no programa Arlequin v. 3.5.2.1 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010),
para a matriz construida. Utilizando este mesmo programa ainda foram realizadas a
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO,
1992), para avaliar a estrutura genética intrapopulacional e interpopulacional,
utiizando o modelo de substituicdo nucleotidica Tamura (TAMURA, 1992), a
estatistica F de Wright (WRIGHT, 1931), para determinar a estruturacdo
populacional dos individuos analisados, e o teste de neutralidade D de Tajima
(TAJIMA, 1989).

Para a construcdo das redes haplotipica para O. octoguttata, a partir das
sequéncias dos genes COI e EF1l-alfa, foi utilizado o programa Haplotype Viewer, o
qual necessita de uma arvore filogenética previamente construida para as
sequéncias analisadas. Para a construcéo destas arvores foi utilizado o modelo de
maxima verossimilhanga no programa MEGA v. 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA,
2016).
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3.2.6 Andlise Filogenética

As sequéncias do gene COI obtidas para as trés espécies pertencentes ao
género Alagoasa foram alinhadas no programa Geneious v 7.1.3 (KEARSE et al.,
2012), utilizando o pacote Clustal W. Arvores de relacdes filogenéticas foram
construidas, utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica GTR, nos programas
MEGA v. 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), através dos métodos Maxima
Verossimilhangca (MV), Neighbor Joining (NJ) e Maxima Parciménia (MP) com
10.000 interacdes para bootstrap, considerando como grupos externos as espeécies
O. octoguttata (AF479430.1), Chrysomela tremula (KM452126.1) e Timarcha
tenebricosa (KC185782.1), e Geneious v. 7.1.3, utilizando o plugin MrBayes 3.2.6
(HUELSENBECK; RONQUIST, 2001), empregando o método Bayesiano (MB), com
500.000 Markov Chain Monte Carlo (MCMC) e burnin de 50.000, considerando como
grupo externo C. tremula. No programa MEGA 7.0, foram ainda calculadas as
distancias intra e interespecificas para as sequéncias obtidas.

Para a matriz de dados dos genes COIl e EFl-alfa de O. octoguttata foi
construida uma arvore de inferéncia Bayesiana no plugin MrBayes 3.2.6
(HUELSENBECK; RONQUIST, 2001) do Geneious v. 7.1.3, com 500.000 Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) e burnin de 50.000, considerando como grupo externo

T. tenebricosa.

3.2.7 Citogenética Convencional

Machos adultos de A. pantina, A. spl e A. sp.2 foram dissecados em
solucéo fisioloégica para insetos e processados, para obtencdo das preparagcdes
cromossOmicas, de acordo com a técnica descrita por Almeida, Zacaro e Cella
(2000) (Anexo A). Em seguida as laminas foram coradas com Giemsa 3%, durante
12 minutos (Anexo A)

As melhores células mitoticas e meidticas foram fotografadas em um
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41, o qual esta equipado com uma
camera Olympus DP-71 12 Mega pixels, utilizando o programa DP controller. A
montagem dos cariétipos foi realizada de acordo com o tamanho e a morfologia dos

cromossomos, 0s quais foram dispostos em ordem decrescente e aos pares, de
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acordo com Levan, Fredga e Sandberg (1964), utilizando o software Adobe
Photoshop CS6.

3.2.8 Citogenética Molecular

3.2.8.1 Obtencéao das sondas de rDNA e telomérica

As sondas de rDNA 18S foram obtidas por PCR marcado, empregando-se a
uracila biotinilada (16 dUTP-biotin — Roche®), a partir do gene parcial 18S de
Omophoita octoguttata clonado em vetor PTZ (Almeida et al., 2010). A reacdo de
PCR realizada no termociclador continha: 1X Tamp&o Taq DNA polimerase
(Invitrogen®), 2,5 mM de MgClz, 0,2 uM de cada primer M13, 0,04 mM de dATP, 0,04
mM de dCTP, 0,04 mM de dGTP, 0,028 mM de dTTP, 0,012 mM de Biotina-16-
dUTP, 2 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®) e 200 ng de DNA clone, em um
volume final de 80 pL. A PCR seguiu o seguinte programa: 1 ciclo de desnaturagéo
inicial por 4 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de 94°C por 60 segundos,
temperatura de anelamento de 51°C por 45 segundos, e seguido da etapa de
extensdo dos fragmentos a 72°C por 90 segundos, com mais um passo final de 72°C
por 5 minutos.

As sondas de rDNA 5S foram obtidas por PCR marcado, empregando-se a
digoxigenina-11-dUTP (Roche®), utilizando-se do gene 5S de Omophoita octoguttata
clonado em vetor PTZ (MELO, 2013). A reacdo de PCR realizada no termociclador
continha: 1X Tamp&do Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 2,5 mM de MgClz, 0,2 uM
de cada primer M13, 0,04 mM de dATP, 0,04 mM de dCTP, 0,04 mM de dGTP,
0,028 mM de dTTP, 0,012 mM de digoxigenina-11-dUTP, 2 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen®) e 200 ng de DNA clone, em um volume final de 80 pL. A
PCR seguiu o seguinte programa: 1 ciclo de desnaturacao inicial por 4 minutos a
94°C, seguido de 35 ciclos de 94°C por 60 segundos, temperatura de anelamento de
51°C por 45 segundos, e seguido da etapa de extensdo dos fragmentos a 72°C por
90 segundos, com mais um passo final de 72°C por 5 minutos.

A sonda telomérica foi obtida por PCR realizada no termociclador contendo:
1X Tampéo Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz, 0,16 mM de dNTP,
0,5 UM de cada primer (Foward 5TTAGG3’ e Reverse 5CCTAA3’), e 1 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen®), em um volume final de 50 pyL. A PCR seguiu 0
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programa proposto por ljdo et. al. (1991), o qual consiste em: 1 ciclo de
desnaturacao inicial por 5 minutos a 94°C, seguido de 10 ciclos de 94°C por 60
segundos, temperatura de anelamento de 55°C por 30 segundos, e uma etapa de
extensdo a 72°C por 60 segundo, 30 ciclos de 94°C por 60 segundos, temperatura
de anelamento de 60°C por 30 segundos, e etapa de extensdo de 72°C por 90
segundos, e mais um passo final de 72°C por 5 minutos. A sonda telomérica foi
marcada por meio da reacéo de Nick Translation, utilizando o kit Dig Nick Translation
(Roche®), o qual contém digoxigenina-11-dUTP, e seguindo as instru¢ées do
fabricante.

Todas as sondas foram conferidas, apds corrida eletroforética a 70 V por 40
minutos, em gel de agarose 1%, corado com 4 pL de Gel Red (Biotium®) mais
tampao de carregamento azul de bromofenol (1:1), fotodocumentados sob luz
ultravioleta no Imagequant Las 4000 da GE Healthcare®, e foram quantificadas no

espectrofotdometro Nanovue da GE Healfcare®.

3.2.8.2 Hibridac&o in situ Fluorescente (FISH)

O procedimento de hibridac&o in situ fluorescente (FISH) foi realizado de
acordo com Pinkel, Straume e Gray (1986), com pequenas modificacdes descritas
por Almeida et al. (2010) (Anexo A) utilizando as sondas rDNA 18S, rDNA 5S e
telomérica. As laminas foram tratadas previamente com RNAse 0,4%
(RNAse/2XSSC) a 37°C durante uma hora, pepsina 0,005% (em 10 mM HCI) a 37°C
por 10 minutos e fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos. Os cromossomos
foram desnaturados em formamida 70% a 70°C, por 4 minutos, para adicdo da
solucéao de hibridacdo. As condi¢cbes de hibridacdo foram de alta extringéncia (2,5
ng/uL de sondas, formamida deionizada 50%, sulfato dextrano 10%, 2XSSC a 37°C
por 16 horas). Apos o tempo de hibridacdo as laminas foram lavadas com formamida
15%/0,2XSSC a 42°C em quatro banhos de 5 minutos cada e Tween 0,5%/4XSSC
por 5 minutos.

Para a deteccdo do sinal das sondas foram utilizados os anticorpos
Streptavidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Sigma®), para biotina, e anti-
digoxigenina conjugada com rodamina (Roche®), para digoxigenina. Os
cromossomos foram contra corados com DAPI (0,2 mg/mL) montado em uma

solugéo anti-fade.
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As melhores células mitdticas e meidticas foram fotografadas em
microscopio de epifluorescéncia Olympus Bx41, com filtros especificos e captura de
imagem em tempo real com camera CCD DP-71 e o software DP controller. As

imagens foram analisadas e montadas no software Adobe Photoshop CS6.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em 2 artigos a serem submetidos para revistas
especializadas:

Andlise da diversidade genética de Omophoita octoguttata Fabricius (1775)
(Coleoptera: Alticinae) e inferéncias filogeograficas para a Mata Atlantica da
Regido Sul do Brasil

Diferenciacdo de trés espécies cripticas pertencentes ao género Alagoasa
(Coleoptera: Alticinae): analise citogenética e sequenciamento do gene COI
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4.1 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DE Omophoita Octoguttata
FABRICIUS (1775) (COLEOPTERA: ALTICINAE) E INFERENCIAS
FILOGEOGRAFICAS PARA A MATA ATLANTICA DA REGIAO SUL DO BRASIL

RESUMO

Omophoita octoguttata, endémico da regido Neotropical, pertencente a subfamilia
Alticinae, apresenta maior ocorréncia na Mata Atlantica, em areas de borda, de
sucessdo primaria e degradas. No entanto, ndo existem informacdes sobre padrdes
filogeograficos ou de estruturacdo populacionais para essa espécie. Nos Ultimos
anos, a Mata Atlantica vem sofrendo com inlmeros processos de desmatamento e
fragmentacao, restando cerca de 12,5% da area original, o que podem interferir nos
processos de dispersao das espécies e aumentar areas de bordas. O objetivo deste
trabalho foi determinar a existéncia de estruturacdo populacional na distribuicédo
latitudinal da espécie Omophoita octoguttata, identificando possiveis barreiras
naturais para o fluxo génico, e assim determinar a diversidade genética desta
espécie na Mata Atlantica da regido Sul do Brasil e realizar inferéncias
filogeograficas. Para isso se utilizou de sequéncias amplificadas a partir dos genes
mitocondrial COIl e EF1-alfa em 90 individuos coletados em 6 diferentes localidades.
A diversidade haplotipica e nucleotidica foi alta em todas as localidades analisadas.
Com relacdo ao gene EFl-alfa, a ocorréncia de muitos haplétipos diferentes,
indicando que o gene ndo é um bom marcador populacional para O. octoguttata. A
presenca de uma descontinuidade filogeografica para Alticinae ndo foi observada na
Mata Atlantica da regido Sul do Brasil, uma vez que individuos pertencentes a
localidade de Nonoai, situada mais ao Sul, ainda mantém fluxo génico com as
localidades mais ao norte, possivelmente utilizando das areas de borda dos
fragmentos de Mata Atlantica para manter uma rota de dispersdo, porém, a
estruturacdo das localidades de Seara e Unido da Vitéria com as outras localidades

pode estar relacionada a barreiras naturais.

Palavras-chave: COI; EF1-alfa; Estruturacéo populacional; Fst.
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INTRODUCAO

Coleoptera representa a ordem mais rica e variada dentro da Classe Insecta,
com aproximadamente 358.000 espécies descritas, distribuidas em 26.000 géneros,
0 que corresponde a cerca de 40% das espécies conhecidas de insetos e 30% dos
animais (COSTA, 2003; LAWRENCE; BRITTON, 1994; GULLAN; CRANSTON,
2010). No Brasil ocorrem 4.351 géneros com 26.755 espécies (COSTA, 2003;
TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011). Alticinae (Chrysomelidae), compreende 570
géneros com mais de 10.000 espécies, as quais apresentam uma origem
filogenética Unica (BORROR; DELONG, 1988; SEENO; WILCOX, 1982; SCHERER,
1988). A distribuicdo dos géneros de Alticinae reflete eventos geoldgicos e
ecolégicos na histéria da Terra, corroborando com a teoria da deriva continental
proposta por Alfred Wegener em 1912 (SCHERER, 1988). O maior namero de
espécies desta subfamilia encontra-se na regido Neotropical, com mais de 200
géneros apenas na América do Sul, e destes, 196 sdo endémicas do continente
(SCHERER, 1988). De acordo com Linzmeier, Ribeiro-Costa e Marinoni (2006) os
alticines séo potenciais indicadores bioldgicos, pois se observa uma maior
guantidade amostral destes em areas degradadas, areas de sucessao primaria e de
borda do que em areas mais preservadas. A espécie Omophoita octoguttata
Fabricius 1775, pertence a tribo Oedionychini, € endémica da regido Neotropical;
porém, assim como em toda a ordem Coleoptera, os estudos citogenéticos e
moleculares sédo escassos (RILEY et al., 2002; PETITPIERRI, 1996). A ocorréncia
da espécie O. octoguttata foi relatada no Brasil, nos Estados de Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Espirito Santo, S&o Paulo, Parana e Rio Grande do Sul, e também no
Paraguai (BECHYNE, 1955; 1959; SILVA et al., 1968; ALMEIDA; CAMPANER;
CELLA, 2009).

A filogeografia € uma subdisciplina da biogeografia, definida como o estudo
dos principios e processos que governam a distribuicdo geogréafica de linhagens
genealdgicas, especialmente intra-especificamente e entre espécies proximas. Em
outras palavras, o tempo e 0 espaco sao os eixos considerados na filogeografia para
mapear as genealogias dos genes de interesse (AVISE, 2000). Embora qualquer
estudo envolvendo as relacdes filogenéticas de uma determinada caracteristica
genética e o seu padrao de distribuicdo geografico possa ser considerado como

tendo enfoque filogeogréafico, a grande maioria dos estudos nesta area tem sido
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realizada pela analise do polimorfismo do DNA mitocondrial (mtDNA) (AVISE et al.,
1987; AVISE, 2009).

O marcador molecular escolhido para os primeiros trabalhos filogeograficos
em animais foi o mtDNA, devido as suas caracteristicas (AVISE, 2000). No entanto,
existem alguns problemas ao uso de apenas um tipo de marcador molecular, pois a
hipétese da historia pode refletir somente a historia de determinado marcador, € nao
a histéria dos organismos (EDWARDS; BEERLI, 2000). Sendo assim, diferentes
marcadores podem resultar em genealogias diferentes e no caso dos estudos
filogeograficos, como sao diversificacdes relativamente recentes, essa discordancia
entre marcadores € ainda mais expressiva. Portanto, apesar da filogeografia
multilocus apresentar problemas, principalmente relacionados as caracteristicas do
DNA nuclear, esta é considerada a mais adequada na reconstrucdo da histéria
evolutiva das espécies, devido ao acesso de informac¢des historicas e demogréficas
provenientes de varios marcadores (BATATA-FILHO; MIYAKI, 2011).

Duas preocupacdes praticas sado levantadas sobre a utilizacdo de haplotipos
nucleares para filogeografia: primeiro, a ocorréncia de recombinagcdo nos
marcadores nucleares pode impedir a construcdo de arvores filogenéticas; e
segundo baixas taxas de mutacdo podem resultar em uma ma resolucéo, levando a
poucos polimorfismos informativos (HARE, 2001). Estudos que utilizam mtDNA com
objetivos filogeograficos tradicionais geralmente usam dados nucleares para
corroborar os resultados iniciais com base em loco citoplasmatico (HARE, 2001).

Apesar da Mata Atlantica ser o bioma com mais estudos filogeogréaficos
realizados, ndo foi possivel determinar um padrdo filogeografico geral para as
especies (BATATA-FILHO; MIYAKI, 2011). A Mata Atlantica abrangia uma area
equivalente a 1.315.460 Km?, estendendo-se ao longo de 17 estados: Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Goias, Mato Grosso do Sul, Bahia, Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Ceara, Piaui e Paraiba (SOS MATA ATLANTICA, 2015).
Atualmente, restam 8,5% de remanescentes florestais acima de 100 hectares, em
comparacao a cobertura original, e somando-se todos os fragmentos de floresta
nativa acima de 3 hectares, temos 12,5% de area remanescente (SOS MATA
ATLANTICA, 2015).

Partindo da auséncia de informacdo populacional e filogeografica de

Omophoita octoguttata, bem como do conhecimento da existéncia de
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descontinuidades filogeograficas na Mata Atlantica, para algumas espécies, e do
desmatamento que esta vem sofrendo, este trabalho tem a proposta determinar a
existéncia de estruturacdo populacional na distribuicéo latitudinal de O. octoguttata,
identificando possiveis barreiras naturais para a dispersédo deste, e assim determinar
a diversidade genética desta espécie na Mata Atlantica da regido Sul do Brasil e

realizar inferéncias filogeograficas.

MATERIAL E METODOS

Um total de 90 individuos adultos de Omophoita octoguttata (Figura 5,
material e métodos) foram coletados, de maneira manual com auxilio de pucas, em
6 localidades (15 individuos por localidade): Ponta Grossa, Parana, Brasil (S
25°07°10”; O 49°56°24”), Rio Branco do Sul, Parana, Brasil (S 25°08’40”; O
49°20°12”), Guarapuava, Parana, Brasil (S 25°21°16”; O 51°28'06”), Nonoai, Rio
Grande do Sul, Brasil (S 27°23’25”; O 52°44’10”), Unido da Vitdria, Parana, Brasil (S
26°14°27”; O 51°08’42”), e Seara, Santa Catarina, Brasil (S 27°08'55"; O 52°22'49")
(Figura 7, material e métodos). A identificacdo da espécie foi realizada pelo
pesquisador Carlos Campaner do MZUSP.

A extracdo de DNA foi realizada a partir da fragmentacéo da cabeca, pronoto
e 3° par de pernas em nitrogénio liquido em tubos eppendorf de 2 ml seguindo o
protocolo de Murray e Thompson (1980). A amplificacdo do gene COI foi realizada
com a utilizacdo dos primers Foward e Reverse descritos por Kim, Kjer e Duckett
(2003), sendo que as reacdes, realizadas em microtubos de 200 pL, continham: 1X
tamp&do Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz; 0,2 mM de solugédo
dNTP; 1,0 uM de cada primer; 2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®) e 40 ng
de DNA molde para um volume final de reacdo de 35uL. A PCR foi realizada em
termociclador com 1 ciclo de desnaturacéo inicial por 4 minutos a 95°C, seguido de
35 ciclos de 94°C por 60 segundos, 53°C por 30 segundos, e 72°C por 30 segundos,
com mais um passo final de 72°C por 10 minutos.

A amplificagéo do gene EF1-alfa foi realizada utilizando os primers Foward e
Reverse descritos por Duckett e Kjer (2003), em microtubos de 200 pL, que
continham: 1X tamp&do Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz; 0,2 mM
de solugéo dNTP 0,5 uM de cada primer; 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®)
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e 40 ng de DNA molde para um volume final de reacéo de 35uL. A PCR foi realizada
em termociclador com 1 ciclo de desnaturacéo inicial por 4 minutos a 95°C, seguido
de 35 ciclos de 94°C por 60 segundos, 59,4°C por 30 segundos, e 72°C por 30
segundos, com mais um passo final de 72°C por 10 minutos.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o Kit lllustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification, da GE Healthcare®, e encaminhadas para
sequenciamento pela empresa ACTGene Analises Moleculares. As sequéncias
Foward e Reverse foram verificadas e corrigidas manualmente utilizando o programa
Geneious v. 7.1.3 (KEARSE et al., 2012). Neste mesmo programa foi realizado o
alinhamento e construcdo das sequéncias consenso, utilizando o pacote CLUSTAL
W, com as configuracdes padrées de programa (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,
1994). Uma matriz composta pelas sequéncias dos genes COIl e EFl-alfa foi
construida em arquivo fasta para os 90 individuos, sendo entdo utilizada para
determinacdo do melhor modelo de substituicdo nucleotidica no programa MEGA v.
7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), e construcao de uma arvore filogenética
de inferéncia Bayesiana no software Mr.Bayes (HUELSENBECK; RONQUIST,
2001), utilizando a espécie Timarcha tenebricosa como grupo externo (COIl -
KC185782.1; EF1-alfa - AY171464.1). A diversidade nucleotidica (1), a diversidade
haplotipica (h), os indices de transversdes, transcricdes, substituicbes e sitios
polimorficos foram calculados no programa Arlequin v. 3.5.2.1 (EXCOFFIER,;
LISCHER, 2010), utilizando este mesmo programa ainda foram realizadas a Andlise
de Variancia Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992),
adotando o modelo de substituicdo nucleotidica Tamura (TAMURA, 1992, a
estatistica F de Wright (WRIGHT, 1931), e o teste de neutralidade D de Tajima
(TAJIMA, 1989). Para a construcdo das redes haplotipica, a partir das sequéncias

dos genes COI e EF1-alfa, foi utilizado o programa Haplotype Viewer.

RESULTADOS

A amplificacdo do gene Citocromo Oxidase |, nos individuos de Omophoita
octoguttata pertencentes as diferentes localidades de coleta, mostrou um tamanho
aproximado de 600 pb (pares de bases), quando visualizados em gel de agarose. As
sequéncias obtidas destes fragmentos apresentam tamanho meédio de 550 pb,

sendo possivel, apés a verificacdo e correcdo destas, gerar uma sequéncia
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consenso de 537pb. Quando essa sequéncia foi comparada com o banco de dados
disponivel no NCBI pelo software Blast, esta possui similaridade de 99% com o gene
mitocondrial Citocromo C Oxidase subunidade | de Omophoita octoguttata.

A amplificacdo do gene EF1-alfa nos diferentes individuos de Omophoita
octoguttata resultou em fragmentos com cerca de 500 pb, quando visualizados em
gel de agarose. As sequéncias obtidas através do sequenciamento apresentam
tamanho médio de 450 pb, sendo possivel, apés a verificacdo e correcao destas,
gerar uma sequéncia consenso de 390 pb. Quando essa sequéncia foi comparada
com o banco de dados disponivel no NCBI pelo software Blast, esta possui
similaridade de 91% com o gene EF1-alfa de Omophoita octoguttata.

A partir das sequéncias dos dois genes foi construida uma matriz de 636 pb
(COI — 382 pb; EFl-alfa — 254 pb), a qual apresentou como melhor modelo de
substituicdo nucleotidica 0 modelo Tamura92 (BIC — 5713.093). A partir desta matriz
gerou-se uma arvore de relacdes filogenéticas com inferéncia Bayesiana (Figura 8).
A arvore demonstra uma distribuicio homogénea dos individuos ao longo dos
ramos, sem a formacdo evidente de agrupamentos de uma populacdo ou de
localidades préximas, o que indica o compartihamento de haplétipos ou a
proximidades das sequéncias como um todo. Um ramo interno mais evidente, com
suporte de 64%, agrupa 60% dos individuos, com representantes de todas as
localidades analisadas neste trabalho.

As redes haplotipicas também demonstram um padréo semelhante ao
observado na arvore filogenética, demonstrando compartilhamento de haplétipos
entre todas as localidades, ou com sequéncias derivadas dos haplétipos mais
comuns. Para o gene COI, foram observados 30 diferentes haplétipos dentre as 90
sequéncias (Figura 9), sendo que um haplotipo mais comum compreende 30
individuos pertencentes as localidades de Nonoai, Ponta Grossa, Guarapuava,
Unido da Vitéria e Rio Branco do Sul. O segundo haplétipo mais comum
compreende 15 individuos pertencentes as localidades de Seara, Unido da Vitoria e
Rio Branco do Sul, e deriva do haplotipo mais comum encontrado nos individuos
analisados para o gene COIl. Além disso, muitos haplétipos derivam dos dois
maiores haplétipos observadados por poucos passos mutacionais.

Para o gene EF1-alfa, foram observados 58 diferentes haplétipos entre os 90
individuos analisados (Figura 10). Dois haplétipos mais comuns foram observados

para 0 gene EFl-alfa, sendo que cada um deles compreende 6 individuos. No
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primeiro haplotipo estdo presentes individuos das localidades Rio Branco do Sul,

Seara e Guarapuava, ja no segundo sdo observados individuos pertencentes as

localidades de Guarapuava, Seara, Rio Branco do Sul e Unido da Vitéria. Além

disso, observa-se haplotipos compartilhados entre individuos das localidades de

Ponta Grossa, Guarapuava, Rio Branco do Sul e Unido da Vitéria, bem como entre

Seara, Guarapuava, Unido da Vitdria e Rio Branco do Sul. Para o gene EFl-alfa,

Nonoai compartilha hapl6tipos apenas com Guarapuava, apresentando muitos

haplétipos unicos.

Figura 8 — Arvore filogenética com inferéncia Bayesiana para a matriz dos genes COI e EF1-alfa de
Omophoita octoguttata. GUA — Guarapuava; NON — Nonoai; SEA — Seara; PON — Ponta Grossa; UNI
— Uni&o da Vitéria; RIO — Rio Branco do Sul.
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Figura 9 — Rede haplotipica linear construida para as sequéncias do gene COI para as localidades
estudadas.
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Figura 10 — Rede haplotipica linear construida para as sequéncias do gene EFl-alfa para as
localidades estudadas.
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A diversidade nucleotidica (1) variou de 0,010379 a 0,021582 nas
localidades analisadas, sendo que os maiores valores foram encontrados em Seara
(0,021582), Nonoai (0,019048) e Rio Branco do Sul (0,018868), e os menores
valores foram observados em Unido da Vitéria (0,010379), Ponta Grossa (0,016438)
e Guarapuava (0,017595). Com relacédo a diversidade haplotipica (h), Unido da
Vitdria apresentou o maior valor, possuindo 15 haplétipos diferentes, e a menor
diversidade foi verificada em Guarapuava e Nonoai (12 haplétipos). Os valores de
diversidade nucleotidica e haplotipica para cada localidade analisada para a matriz
de dados estéo discriminados na Tabela 2.

Tabela 2 — Diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (1) dos individuos de Omophoita octoguttata

analisados nas diferentes localidades, e teste de neutralidade D de Tajima para a matriz gerada a
partir dos genes COI e EF1-alfa. *(p<0,05).

Localidade Ne Diversidade Diversidade D de Tajima
Individuos  haplotipica (h) nucleotidica (17)

Ponta Grossa 15 0,866 0,016438 +- -1,17214
0,008907

Guarapuava 15 0,800 0,017595 +/- -0,31964
0,009495

Rio Branco do 15 0,933 0,018868 +/- -1,04158

Sul 0,010141

Unido da 15 1,000 0,010379 +/- 0,20394

Vitéria 0,005825

Seara 15 0,933 0,021582 +/- -0,30210
0,011521

Nonoai 15 0,800 0,019048 +/- -0.,4082
0,010233

O teste D de Tajima, que indica a neutralidade das amostras, nao
apresentou resultado significativo para nenhuma das localidades analisadas (p<0,05)
sugerindo a auséncia de ocorréncia de selecdo purificadora, efeito carona ou
expansao populacional recente, apesar dos valores negativos encontrados (Tabela
2), o que indica a ocorréncia de muitos alelos raros nas localidades estudadas.

Para a realizacdo da Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) para a matriz
de dados, a fim de testar a estruturacdo populacional latitudinal, as amostras foram
divididas em dois agrupamentos hierarquicos, baseando-se na distancia entre as
localidades e na localizagdo latitudinal dos pontos amostrados, sendo estes
formados por: Grupo 1: Rio Branco do Sul, Ponta Grossa, Guarapuava e Unido da
Vitoria; e Grupo 2: Seara e Nonoai. Com relacdo aos valores de ®, que
correlacionam a diversidade haplotipica nos diferentes niveis hierarquicos, ®st que
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corresponde a covariancia entre individuos dentro das localidades (0,07083), e ®dsc
que € a covariancia entre as localidades dentro de um grupo (0,10045),
apresentaram valores significativos (p<0,05). ®ct que corresponde a variancia entre
0s grupos (-0,3292) nao apresentou valor significativo. Como pode ser observado na
Tabela 3, a maior parte da variacdo encontrada nos haplétipos da matriz utilizada é
explicada pela variacao dentro das localidades (92,92%).

Tabela 3 — Resultados da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para a matriz dos genes COl e
EF1-alfa, considerando dois grupos. Em negrito valores significativos (p<0,05).

o Soma dos Componentes da Porcentagem da

Fonte da variacdo N o
quadrados Variancia variagao

Entre grupos 6,972 -0,19642 -3,29
Entre localidades dentro 59,317 0,61903 10,38
dos grupos
Dentro das localidades 465,667 5,54365 92,92
Total 531,956 5,96626 100
indices de Fixac&o:
FSC: 0,10045
FST: 0,07083
FCT: -0,0392

A estatistica F de Wright, considerando o mesmo agrupamento utilizado para
a realizacdo da AMOVA, demonstrou que a localidade de Unido da Vitéria se
apresenta estruturada quando comparada as demais localidades analisadas, com
excecdo de Seara, com a qual ndo apresentou valores significativos (Tabela 4).
Além disso, a localidade de Seara apresentou estruturacdo em relacdo as
localidades de Ponta Grossa, Guarapuava e Nonoai. Os valores de Fst encontrados
entre as localidades de Unido da Vitoria e Ponta Grossa (0,27593) indicam uma
diferenciacdo genética muito grande. J4 os valores observados entre Unido da
Vitéria e Nonoai (0,20448) e Seara e Ponta Grossa (0,17595) indicam uma grande
diferenciacdo genética. A estruturacdo observada entre Unido da Vitoria e
Guarapuava (0,14829) e entre Seara e Nonoai pode ser considerada como uma
moderada diferenciacdo genética, e a estruturacdo observada entre Unido da Vitoria
e Rio Branco do Sul (0,05420) é considerada como pequena. As demais localidades

nao apresentaram valores que indiguem uma estruturagao significativa.
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Tabela 4 — Estatistica F de Wright para as localidades analisadas para a matriz de dados dos genes
COl e EF1-alfa, considerando o agrupamento utilizado na AMOVA. Diagonal inferior representam os
valores de Fst (*p<0,05). Diagonal superior representam os valores de p (em negrito valores
significativos).

Localidade Ponta Guarapuava Rio Branco Unido da Seara Nonoai
Grossa do Sul Vitoria

Ponta Grossa —— 0,30631 0,05405 0,00000 0,00000 0,54955

Guarapuava 0,01330 e 0,45946 0,00000 0,02703 0,72973

Rio Branco do 0,05775 -0,00421 — 0,03604 0,27027 0,22523

Sul

Unido da 0,27593*  0,14829* 0,05420* 0,35135 0,00000

Vitéria

Seara 0,17595*  0,11855* 0,02568 0,01928 e 0,01802

Nonoai -0,00916 -0,01813 0,02911 0,20448* 0,12937* ——

DISCUSSAO

As andlises dos dados referentes aos genes COI e EF1-alfa de Omophoita
octoguttata, ocorrente na Mata Atlantica da regido Sul do Brasil, demonstraram a
auséncia de um padrédo semelhante ao verificado para a maioria dos organismos, ou
seja, a ocorréncia de subpopulacdes, padrdo o qual foi proposto por Hartl e Clark
(2010). A né&o ocorréncia do padrédo de subpopulacdes pode estar relacionado a
maior ocorréncia de Alticinae em areas de borda e areas degradas, como relatado
por Linzmeier, Ribeiro-Costa e Marinoni (2006). Além disso, a alta vagilidade da
espécie O. octoguttata, apesar deste grupo mais saltar e realizar pequenos voos
(BEGOSI, 1994), assim como observado para a espécie Omophoita cyanipennis por
Virkki (1980), poderia contribuir para a ndo subdivisdo das populacdes.

Varios processos naturais sdo capazes de restringir o fluxo génico entre as
populacdes, ou subpopulacdes, dentre eles destacam-se os efeitos geoldgicos, que
interferem diretamente no relevo e na distribuicdo dos individuos, bem como a
ocorréncia de rios (BISHOP, 1995). Processos antrépicos, como a fragmentacéo dos
habitats, quebrando a continuidade destes, também podem influenciar padrées de
estruturagdo uma vez que restringe o fluxo génico (EWERS; DIDHAM, 2006).

Além da perda de habitat, o processo de fragmentacéo de habitats resulta
em outros efeitos, como o0 aumento do numero de manchas de florestas, diminuicao
do tamanho dessas manchas, aumento do nimero de manchas isoladas e aumento
das areas de borda (FAHRIG, 2003). Existem trés tipos de efeitos de borda nos

fragmentos: (1) efeito abiotico, que envolve mudancas nas condi¢cdes do ambiente;
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(2) efeito biologico direto, que envolve mudancas na abundancia e distribuicdo das
espécies; (3) efeito bioldgico indireto, que envolve mudancas nas interacdes entre as
espécies (MURCIA, 1995).

No Brasil, a Mata Atlantica, sofre processos de desmatamentos desde 1500,
restando atualmente cerca de 12,5% da area original desta (SOS MATA
ATLANTICA, 2015). O Estado do Parana possuia 98% do seu territorio coberto pelo
Bioma Mata Atlantica; no entanto, atualmente, restaram apenas 10,52% deste bioma
no Estado. Em Santa Catarina, 100% do territdrio estava inserido no Bioma Mata
Atlantica, e, atualmente restam apenas 23,37%. O Estado do Rio Grande do Sul,
possuia inicialmente, 48% do seu territério no bioma, e, hoje restam apenas 7,31%
(SOS MATA ATLANTICA, 2016).

Algumas espécies apresentam respostas positivas aos efeitos de borda
(CARLSON; HARTMAN, 2001; KREMSATER; BUNNEL, 1999; LAURENCE et al.,
2001). Para muitos habitats, quanto mais fragmentos apresentam, maior a area de
borda, tornando-se um efeito positivo para a abundancia e distribuicdo de algumas
espécies (FAHRIG, 2003). A fragmentacdo da Floresta Atlantica permitiu o aumento
das areas de borda, e parece favorecer a espécie O. octoguttata; no entanto, a
distancia entre os fragmentos, ou a ocorréncia de barreiras a dispersao poderiam
interromper rotas de migracao.

Para Avise (2000), insetos voadores tendem a apresentar relativa mobilidade
e, consequentemente, deve-se esperar que estes apresentassem uma estrutura
filogeografica minima ao longo de grandes areas, exceto quando houver barreiras
fisicas a dispersdo. Em Coleoptera, a ocorréncia de estrutura filogenética minima ja
foi observada para Agrilus auroguttatus, Leptinotarsa decemlineata e Dendroctonus
micans (LOPEZ et al., 2014; ZENHNDER et al., 1992; MAYER et al., 2015), bem
como a ocorréncia de estruturacdo filogenética mais definida para as espécies
Lasiorhynchus barbicornis, Ips typographus, Canthon cyanellus e Tomicus destruens
(PAINTING et al.,, 2017; STAUFFER; LAKATOS; HEWITT, 1999; MAYER et al.,
2015; NOLASCO-SOTO et al., 2017; SANCHEZ-GARCIA; GALIAN; GALLEGO,
2015).

Paiting et al. (2017), utilizando os marcadores mitocondriais COIl e COIll,
revelaram que populacdes de L. barbicornis do Norte da Nova Zelandia apresentam
uma maior diversidade genética do que as populacfes localizadas mais ao sul da

llha. Além disso, evidenciaram estruturacdo genética em relacdo as 4 linhas
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biogeograficas, observadas na llha, geradas pela perda de florestas durante os
ciclos glacias, e que teriam restringido a espécie em refugios nos periodos de
retracdo das florestas. Por outro lado, Lopez et al. (2014), utilizaram o
sequenciamento parcial do gene mitocondrial COl e do gene nuclear 28S, para
demonstrar que A. auroguttatus ndo apresenta estruturacdo genética entre 0s
Estados do Arizona e da Califérnia, nos Estados Unidos da América.

A ocorréncia da espécie O. octoguttata foi relatada no Brasil, nos Estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand e Rio Grande do
Sul, e também no Paraguai (BECHYNE, 1955; 1959; SILVA et al., 1968; ALMEIDA;
CAMPANER; CELLA, 2009). No entanto, nenhum estudo filogeografico ou
populacional foi realizado para determinar padrées de distribuicdo da espécie ou
estruturacdes populacionais. A analise molecular dos genes COI e EFl-alfa, em O.
octoguttata, em diferentes localidades na regido Sul do Brasil, demonstraram a
auséncia de uma descontinuidade filogeogréafica na Mata Atlantica da regido Sul do
Brasil, uma vez que nas analises realizadas, a localidade de Nonoai, localizada mais
ao Sul mantém fluxo génico com as localidades mais ao Norte (Rio Branco do Sul,
Ponta Grossa e Guarapuava), ndo apresentando estruturacdo populacional na
estatistica Fst e compartilhando haplétipos, tanto para o gene COI, como para o
gene EF1l-alfa (Guarapuava). Além do compartilhamento de haplétipos, a arvore de
inferéncia Bayesiana ndo demonstrou a formacdo de ramos onde se agrupam
individuos de uma mesma localidade, mas sim a ocorréncia de ramos com
individuos pertencentes a todas as localidades analisadas.

O fluxo génico observado entre as localidades de Nonoai e Rio branco do
Sul, Ponta Grossa e Guarapuava, e entre Seara e Rio Branco do Sul, possivelmente
ocorre por uma rota de dispersao através da regido leste de Santa Catarina e do Rio
Grande do Sul, onde sdo encontrados a maior parte dos resquicios de Mata
Atlantica nesses Estados (SOS MATA ATLANTICA, 2016), podendo esta regido
formar um corredor de dispersdo. Alternativamente, poderia ocorrer por uma rota
mais a oeste do Brasil, envolvendo paises como Argentina e Paraguai e a por¢cao
oeste do Estado do Parana, a qual mantém consideraveis fragmentos de Mata
Atlantica. O teste de neutralidade D de Tajima, ndo apresentou valores significativos,
que poderiam indicar processos de expansao populacional recente, e demonstrar

possiveis centros de origem da migracgéao.
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A hipotese de uma rota de migracdo sentido Norte-Sul e/ou Sul-Norte
através da regido mais ao leste da regido Sul do Brasil pode ser suportada pela
presenca de estruturacdo dos individuos pertencentes a localidade de Seara com
relagdo a localidade de Nonoai, e dos individuos pertencentes a localidade de Uniéo
da Vitéria com relacdo a Ponta Grossa, Guarapuava e Nonoai. A estruturacado entre
Seara e Nonoai poderia ser explicada pela presenca do Rio Uruguai, na divisa entre
os Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, o qual apresenta grande largura,
cerca 450 metros, na regido proxima as localidades. Adicionalmente, a estruturacéao
entre as localidades de Unido da Vitéria e Ponta Grossa, Guarapuava e Rio Branco
do Sul, também poderia ser explicada pelo mesmo motivo, a presenca do Rio
Iguacu, o qual possui cerca de 350 metros de largura proximo ao local de coleta.
Desta forma, o fluxo génico entre Nonoai e as demais localidades situadas ao norte,
poderia ocorrer por uma rota ao leste do Rio Grande do Sul, onde ocorrem
diminuicdes da largura do rio Uruguai, bem como do Rio Iguacu, no Estado do
Parana, e a presenca de &reas mais conservadas de Mata Atlantica numa
distribuicdo latitudinal. No entanto, estudos com individuos ocorrentes na regido
leste da regido Sul do Brasil, sdo necessarios para maiores esclarecimentos da rota
de migracao.

A auséncia de descontinuidades filogeograficas na Mata Atlantica na regiao
Sul do Brasil ja havia sido observada para abelhas (BATATA-FILHO et al., 2010),
anfibios (CARNAVAL et al., 2009; THOME et al., 2010), répteis (PELLEGRINO et al.,
2005; GRAZZIOTIN et al., 2006), aves (CABANNE, SANTOS e MIYAKI, 2007;
CABANNE et al., 2008), morcegos (MARTINS et al., 2009), borboletas (MAIA et al.,
2016) e plantas (RIBEIRO et al., 2010). Apesar da ocorréncia de fluxo génico entre
os individuos de Nonoai e as localidade da regido central do Estado do Parana, a
presenca do indicativo de fluxo génico entre as localidades de Seara e Unido da
Vitoria, e seu isolamento em relacdo as demais localidades poderia indicar que o
Estado de Santa Catarina pode ter passado por um processo de retracdo e
expansao das florestas durante o Quartenario, formando uma ilha de refugio para O.
octoguttata e permitindo que esta acumulasse diferencas nucleotidicas em relacao
as demais localidades.

Apesar da auséncia de descontinuidades filogeograficas na Mata Atlantica
na regido Sul do Brasil para a espécie estudada, mesmo com o grande

desmatamento que esta mata vem sofrendo nos ultimos séculos, os marcadores
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utilizados néo conseguiriam captar assinaturas genéticas tdo recentes para
demonstrar um efeito da fragmentacdo desta para limitacdo da dispersdo da
espécie. No entanto, o indicativo da dispersdo destes organismos, que Sao
oportunistas, por rotas pelos fragmentos remanescentes, indicam a importancia da
manutencdo e ampliacdo dos fragmentos de Mata Atlantica.

O gene EFl-alfa ndo se demonstrou um bom marcador para estudos
populacionais em O. octoguttata, uma vez que o elevado niumero de haplétipos nao
foi resolutivo para a identificacdo de um padrao filogeografico. Esse elevado numero
de haplotipos podem ser justificados pelo fato de que em Alticinae, a terceira base
nitrogenada dos codons do gene EF1-alfa é significativamente heterogénea entre os
taxons (Kim; Kjer; Duckett, 2003).

Com relacao a diversidade haplotipica e nucleotidica, todas as localidades
apresentaram valores altos, corroborando para a ocorréncia de fluxo génico, e
tamanho populacional grande, sem a presenca de alta taxa de endocruzamento, e,
consequente reducdo da diversidade. Os valores de diversidade haplotipica
corroboram com o fato de cerca de 92%, da variacado ser explicada pela variacao
dentro das localidades.

Apesar da manutencao de fluxo génico entre a localidade do Sul com as
localidades do Norte, é importante ressaltar que a fragmentacdo de habitats traz
consequéncias negativas para grande parte das espécies, pela perda do habitat,
pela exposicdo dos organismos a condigdes diferentes do ecossistema e pelos
efeitos de borda (MURCIA, 1995). Neste estudo utilizou-se de um organismo que
responde positivamente aos efeitos de borda e areas degradas, assim pode-se
demonstrar que esse efeito afeta positivamente espécies oportunistas, entretanto,
sabe-se que este altera drasticamente o ecossistema e consequentemente afeta
inUmeras espécies, levando muitas a extingdo. Desta maneira, ressalta-se a
importancia em se ampliar os estudos com O. octoguttata uma vez que ele se
apresenta como um oOtimo bioindicador de areas degradadas e esses processos de
aumento do desmatamento pode ser observado em sua estrutura populacional ou a

falta dela.
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4.2 DIFERENCIACAO DE TRES ESPECIES PERTENCENTES AO GENERO
Alagoasa (COLEOPTERA: ALTICINAE): ANALISE CITOGENETICA E
SEQUENCIAMENTO DO GENE COI

RESUMO

Coleoptera possui cerca de 1% de suas espécies analisadas do ponto de vista
citogenético, e a subtribo Oedionychina apresenta caracteristicas cromossémicas
interessantes, como 0 comportamento assinaptico dos cromossomos sexuais, seu
tamanho gigante em relacdo aos autossomos, além de, geralmente, apresentarem
namero diploide igual a 22. O objetivo deste trabalho foi diferenciar trés espécies do
género Alagoasa (Alagoasa pantina, Alagoasa sp.1 e Alagoasa sp.2), possivelmente
miméticas, por meio de analises citogenéticas e moleculares. Para isso utilizou-se de
metodologias convencionais de citogenética e da Hibridacdo in situ Fluorescente
(FISH). As trés espécies apresentaram nuamero diploide 2n=22=20+X+y, férmula
meibtica 2n=10ll+X+y e sistema de determinacdo sexual do tipo X+y, com
Cromossomos sexuais gigantes e assinapticos, caracteristicas concordantes as
observadas na subtribo Oedionychina. A FISH demonstrou a presenca de um cluster
de 5S e 18S associado a um par de autossomos, em sintenia e colocalizados, nas
trés espécies analisadas. No entanto, em Alagoasa sp.1, foi observado a ocorréncia
de heteromorfismo entre os cistrons. Com relacdo a sonda telomérica, as trés
espécies apresentaram marcacfes com a sonda TTAGGn, sendo observado a
presenca de marcacfes proximais do cromossomo X e dispersas no cromossomo Y
de Alagoasa sp.1 e proximal no X de Alagoasa sp.2. A andlise filogenética do
fragmento COI demonstrou que se tratam de 3 espécies distintas, corroborando com
as caracteristicas citogenéticas.

Palavras-chave: FISH; meiose; r DNA; cromossomos

INTRODUGCAO

Coleoptera possui mais de 350.000 espécies descritas (COSTA, 2003); no
entanto, apenas cerca de 1% destas foram analisadas citogeneticamente
(PETITPIERRE, 1996). Na subfamilia Alticinae, com 10.000 espécies, apenas 230
sdo conhecidas citogeneticamente (PETITPIERRE, 1996). Dentre essas observa-se

uma variacdo cariotipica de 2n=8 em Homoschema nigriventre a 2n=64 em
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Disonycha bicarinata, bem como um variado sistema de determinacdo sexual
(VIRKKI; PURCELL, 1965; VIDAL, 1984; SMITH; VIRKKI, 1978; PETITPIERRE et
al., 1988; VIRKKI, 1988; PETITPIERRE, 1989; SEGARRA; PETITPIERRE, 1988;
VIRKKI; SANTIAGO-BLAY; CLARK, 1991; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, 1998).
Entretanto, 0 nimero cromossémico mais frequente € de 11 ou 12 pares, e sistema
de determinacdo sexual do tipo X+y, apesar da ocorréncia de 19 tipos diferentes
(PETITPIERRE, 1988; 2006; VIRKKI, 1967; 1968; 1970).

A tribo Oedionychini agrupa duas subtribos, Oedionychina e Disonychina. A
subtribo Oedionychina apresenta caracteristicas cromossdmicas interessantes do
ponto de vista citogenético, como o comportamento assinaptico dos cromossomos
sexuais e seu tamanho aumentado em relacdo aos autossomos, além de,
geralmente apresentar 2n=22 (1011+X+y) (VIRKKI, 1970; 1988; VIRKKI; SANTIAGO-
BLAY; CLARK, 1991; PETITPIERRE, 1988). O género Alagoasa pertence a subtribo
Oedionychina e possui 40 espécies analisadas citogeneticamente, sendo que destas
a grande maioria apresenta 2n=22, e todas apresentaram sistema de determinagao
sexual do tipo X+y, com cromossomos sexuais gigantes (VIRKKI, 1961; 1970; 1985;
1988; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY; CLARK, 1991; PETITPIERRE et al., 1988;
ALMEIDA, 2001; MELO, 2013; SMITH; VIRKKI, 1978; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY,
1993). A variacdo no numero diploide neste género foi observada devido a presenca
de cromossomos supranumerarios em Alagoasa oblecta (2n=37; 15B) e Alagoasa
transparente (2n=24; 2B) ou devido a fusGes céntricas Alagoasa arcifera (2n=16),
Alagoasa equestris (2n=13; 1B) e Alagoasa parana (2n=16) (VIRKKI; SANTIAGO-
BLAY, 1993; PETITPIERRE et al., 1988; SMITH; VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1988).

Com relacéo a familia multigénica 45S, Schneider et al. (2007) propuseram
gue a condicdo de um par de cromossomos autossémicos portador dessa marcacao
representaria a condicdo ancestral e/ou mais estavel. Em Alticinae, em estudos
utilizando a metodologia da FISH, Almeida et al. (2010) e Melo (2013) encontraram
um cluster associado a 1 par de autossomos em Omophoita octoguttata, Omophoita
personata e Alagoasa coccineloide, a 2 pares em Omophoita magniguttis, e a 3
pares em Alagoasa florigera. Sendo assim, Almeida et al. (2010) propuseram que 0
rDNA 18S, através da FISH, pode ser um importante marcador neste grupo, a fim de
demonstrar diferencas cariotipicas.

Para o rDNA 5S, a localizagcdo nos cromossomos € variada em Coleoptera,

podendo estar presente em um par de autossomos, Varios pares e até mesmo em
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todos os pares de cromossomos (CABRAL-DE-MELO; MOURA; MARTINS, 2010,
2011a; MELO, 2013; GOLL et al, 2015). Em Alticinae, Melo (2013) demonstrou que
O. octoguttata, O. personata e A. coccineloide apresentam o gene 5S associado a
um par de autossomos, O. magniguttis associado a 2 pares autossOmicos, e A.
florigera associado a 3 pares autossdmicos, sendo que estes estdo colocalizados ao
gene 18S. Wolski (2014) demonstrou que em Omophoita sexnotata o gene 5S esta
localizado em todos 0s autossomos.

Em Coleoptera, foram encontradas até o momento 2 tipos de sequéncias
teloméricas, a sequéncia TTAGGn, considerada como ancestral para Insecta por
Sahara, Marec e Traut (1999), e a sequéncia TCAGGn observada inicialmente em
Tenebrionidae (OKAZAKI et al., 1993; OSANAI et al., 2006; RICHARDS et al., 2008).
Sendo que na maioria dos casos em que foram estudados, uma familia tende a
apresentar apenas uma das sequéncias em seus individuos, como demonstrado por
FRYDRYCHOVA e MAREC (2002) e MRAVINAC et al. (2011). Contudo, na familia
Curculionidae as duas sequéncias ja foram observadas em espécies diferentes. Em
Chrysomelidae apenas a sequéncia TTAGGn foi observada. No entanto, muitas
subfamilias ainda n&o foram analisadas, como o caso de Alticinae.

Alticinae apresenta um problema de identificacdo das espécies, além de
poucos taxonomistas na area, as espécies sdo muito parecidas, gerando confusées
na identificacdo. Para Begosi e Benson (1988) a coloracdo similar de muitos
Oedionychina sugere que estes podem ser miméticos: Omophoita octoguttata,
Alagoasa cf. pantina, Alagoasa scissa e Alagoasa areata apresentam 3 ou 4 pares
de manchas largas na cor creme no élitro contornadas por preto e pronoto com
coloracao laranja palido, sendo que O. octoguttata tende a ser mais abundante que
seus mimeéticos (espécies pertencentes ao género Alagoasa) e deve ser a espécie
dominante neste complexo mimético.

O objetivo deste trabalho foi diferenciar trés espécies do género Alagoasa,
possivelmente miméticas, por meio da analise citogenética convencional e

molecular, além do sequenciamento de um fragmento do gene Citocromo Oxidase I.

MATERIAL E METODOS

Individuos adultos machos pertencentes ao género Alagoasa foram

coletados em populacdes naturais, de maneira manual utilizando-se de pucas
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entomoldgicos, na cidade de Ponta Grossa, Parana, Brasil (S 25°07°10”; O
49°56°24”), sendo que foram coletados 12 individuos adultos de Alagoasa pantina,
10 de Alagoasa sp.1 e 10 de Alagoasa sp.2 (Figura 6, material e métodos). Alguns
exemplares foram encaminhados ao especialista Carlos Campaner, do Museu de
zoologia da USP, para identificacdo. Todos os individuos coletados encontram-se
depositados no Laboratorio de Genética e Evolucdo da UEPG.

Os cromossomos mitéticos e meidticos foram obtidos a partir da disseccéo
dos besouros em solucao fisiolégica para insetos de acordo com Almeida, Zacaro e
Cella (2000). As laminas foram coradas com Giemsa (3% de solu¢cdo comercial
Giemsa Merck em tampdo fosfato ph 6,8) por 12 minutos, lavadas com agua
destilada, e secas ao ar.

As sondas de rDNA 18S foram obtidas por PCR, utilizando-se a uracila
bionitilada (16 dUTP-biotin - Roche®), a partir do gene parcial 18S de Omophoita
octoguttata (HM036738.1) de acordo com Almeida et al. (2010). As sondas rDNA 5S
foram obtidas por PCR, empregando-se a digoxigenina-11-dUTP (Roche®),
utilizando-se do gene 5S de O. octoguttata (KX858924.1), conforme Melo (2013). A
sonda telomérica foi obtida a partir de reacdo de PCR realizada no termociclador
contendo: 1X Tampédo Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz, 0,16
mM de dNTP, 0,5 uM de cada primer (Foward 5TTAGGnh3’ e Reverse 5CCTAAR3’)
(SAHARA; MAREC; TRAUT, 1999) e 1 U de Tagq DNA polimerase (Invitrogen®), em
um volume final de 50 pL, e seguiu o programa proposto por ljdo et. al. (1991). A
marcacdo do produto de PCR foi realizada através da reacdo de Nick Translation,
utilizando o kit Dig Nick Translation (Roche®).

A Hibridacao in situ Fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com Pinkel,
Straume e Gray (1986), com pequenas modificacdes descritas por Almeida et al.
(2010). Para a deteccao do sinal das sondas foram utilizados os anticorpos
Streptavidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Sigma®), para biotina, e anti-
digoxigenina conjugada com rodamina (Roche®), para digoxigenina. Os
cromossomos foram contra corados com DAPI (0,2 mg/mL) montado em uma
solugéo anti-fade.

As melhores células mitdticas e meibticas foram fotografadas em
microscopio de epifluorescéncia Olympus Bx41, com filtros especificos e captura de
imagem em tempo real com camera CCD DP-71 e o software DP controller. As

imagens foram analisadas e montadas no software Adobe Photoshop CS6.
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O DNA genbmico de 3 individuos pertencentes as espécies A. pantina e
Alagoasa sp.1, e 2 individuos pertencentes a Alagoasa sp.2, foi extraido a partir da
fragmentacao da cabeca, pronoto e 3° par de pernas em nitrogénio liquido em tubos
eppendorf de 2 ml seguindo o protocolo de Murray e Thompson (1980), e tiveram
uma porcdo do gene COI amplificada utilizando os primers Foward e Reverse
descritos por Kim, Kjer e Duckett (2003), sendo que as rea¢fes continham: 1X
tamp&o Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz; 0,2 mM de solugédo
dNTP; 1,0 uM de cada primer; 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e 40 ng
de DNA molde para um volume final de reacdo de 35uL. A PCR foi realizada em
termociclador com 1 ciclo de desnaturacgéao inicial por 4 minutos a 95°C, seguido de
35 ciclos de 94°C por 60 segundos, 53°C por 30 segundos, e 72°C por 30 segundos,
com mais um passo final de 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o Kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification, da GE
Healthcare®, e encaminhadas para sequenciamento pela empresa ACTGene
Analises Moleculares. As sequéncias Foward e Reverse foram verificadas e
corrigidas manualmente utilizando o programa Geneious v. 7.1.3 (KEARSE et al.,
2012). Arvores de relacBes filogenéticas foram construidas, utilizando o modelo de
substituicdo nucleotidica GTR, nos programas MEGA v. 7.0 (KUMAR; STECHER,;
TAMURA, 2016), através dos métodos Maxima Verossimilhanca (MV), Neighbor
Joining (NJ) e Méaxima Parciménia (MP) com 10.000 interacBes para bootstrap,
considerando como grupos externos as espécies O. octoguttata (AF479430.1),
Chrysomela tremula (KM452126.1) e Timarcha tenebricosa (KC185782.1), e
Geneious v. 7.1.3, utilizando o plugin MrBayes 3.2.6 (HUELSENBECK; RONQUIST,
2001), empregando o método Bayesiano (MB), com 500.000 Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) e burnin de 50.000, considerando como grupo externo C. tremula. No
programa MEGA 7.0, foram ainda calculadas as distancias intra e interespecificas

para as sequéncias obtidas.

RESULTADOS

Alagoasa pantina
A analise das metafases espermatogoniais de A. pantina (Figuras 11A e
11B) mostrou que esta espécie possui um cariotipo com 2n=22, com Cromossomos

sexuais gigantes e sistema de determinacdo sexual do tipo X+y. A morfologia
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cromossOmica dos autossomos é metacéntrica e submetacéntrica, com um par
acrocéntrico. O cromossomo X é metacéntrico e o Y submetacéntrico. As células em
metéfase | demonstraram a foérmula meidtica 2n=10Il+X+y, com cromossomos
sexuais assinapticos (Figura 11C). As células em metafase Il evidenciaram a correta
segregacdo dos cromossomos sexuais, com a formacdo de células haploides
n=10+X e n=10+y (Figura 11D).

Figura 11 — Células mitéticas e meidticas de Alagoasa pantina. A — Cariétipo espermatogonial com
2n=22 cromossomos. B — Metafase espermatogonial. C — Metéfase |, presenc¢a de 2n=10ll1+X+y. D —
Metafase Il, complemento haploide n=10+y. Barra = 10 um

‘S5 ¥R 88 2 3%
1 2

3 4 5

BE BN 2 KA A
6 7 8 9 10

& !’
B vx C D
x( Y !
- - ke
L/ - -
pr——— -
" v/ S » &5
- ~ -
» » - “ -
- -
x: A
‘ . " -~ - A a W *
o > n
el I - - -
” 4 ¢ - -
& ; _ = .

As células de A. pantina submetidas a FISH com sonda rDNA 18S (Figura
12A e 12D) e rDNA 5S (Figura 12B e 2E), mostraram a presenca de um cluster
associado a um par cromossomico em metafase espermatogonial (Figural 2A e
12B) e em metafase | (Figura 12D e 12E) tanto para o gene 18S, quanto para o gene
5S. A sobreposi¢cdo de imagens indica que estes sdo sinténicos e colocalizados
(Figura 12C e 12F).
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Figura 12 — Células mitéticas e meidticas de A. pantina submetidas a técnica de Hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) com sonda rDNA 18S (verde) e 5S (vermelho) e contracorados com DAPI (azul).
A e B — Metéafase espermatogonial indicando a marcagdo em um par autossdmico (setas). C —
Sobreposicao das imagens A e B mostrando que os cistrons séo sinténicos e colocalizados (setas). D
e E — Metafase | evidenciando a hibridagdo em um Unico par autossémico (setas). F — Sobreposi¢ao
das imagens D e E confirmando a sintenia e colocalizacdo (seta). Barra = 10 um.

A andlise das células meidticas submetidas a FISH com sonda telomérica
mostraram a presenca de repeticdes teloméricas terminais em 5 pares autossémicos

e no cromossomo Y, em metafases | em A. pantina (Figura 13).

Figura 13 — Célula meidtica de A. pantina submetida a técnica de Hibridacdo in situ fluorescente
(FISH) com sonda telomérica (TTAGGn) (vermelho) e contracorados com DAPI (azul). A -
Cromossomos autossémicos em metafase | indicando a marcacdo de cinco pares (setas). B —
Cromossomos sexuais em metafase |, mostrando marca¢des terminais apenas no cromossomo Y.
Barra=10 pm.

Alagoasasp.1l

A analise das metafases espermatogoniais de Alagoasa sp.1 (Figuras 14A e

14B) demonstram que esta espécie apresenta um caridtipo com 2n=22, com
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Cromossomos sexuais gigantes e sistema de determinacdo sexual do tipo X+y. O
estudo da morfologia mostrou que a maioria dos autossomos é meta e
submetacéntrico e que 0s cromossomos sexuais sao submetacéntricos. A férmula
meiotica encontrada foi de 2n=10lI+X+y, com cromossomos sexuais assinapticos
(Figura 14C), e as metéafases Il comprovaram a formacédo de células haploides com
n=10+X e n=10+y (Figura 14D).

Figura 14 — Células mitoticas e meibticas de Alagoasa sp.1. A — Cari6tipo espermatogonial com
2n=22 cromossomos. B — Metafase espermatogonial. C — Metéfase |, presenc¢a de 2n=10ll1+X+y. D —
Metafase Il, complemento haploide n=10+y. Barra = 10 pm.
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A FISH utilizando as sondas rDNA 18S e 5S demonstraram a presenca de
um par de cromossomos autossdmicos portador do cluster de rDNA 18S e do rDNA
5S em metafase espermatogonial (Figura 15A e 15B) e em metafase | (Figura 15D e
15E). Além disso, pode-se observar a ocorréncia de heteromorfismo de tamanho dos
cistrons de 5S e 18S entre os cromossomos do par. A sobreposicdo das imagens
indica sintenia e colocalizacéo destes clusters (Figura 15C e 15F).
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Figura 15 — Células mitdticas e meiéticas de Alagoasa sp.1 submetidas a técnica de Hibridacdo in
situ fluorescente (FISH) com sonda rDNA 18S (verde) e 5S (vermelho) e contracorados com DAPI
(azul). A e B — Metéfase espermatogonial indicando a marcagcdo em um par autossdémico (setas). C —
Sobreposicao das imagens A e B mostrando que os cistrons séo sinténicos e colocalizados (setas). D
e E — Metéafase | evidenciando a hibridagdo em um Unico par autossémico, e o heteromorfismo de
tamanho dos cistrons (seta). F — Sobreposicdo das imagens D e E confirmando a sintenia e
colocalizaco (seta). Barra = 10 um.

A andlise das metafases Il de Alagoasa sp.1 submetidas a FISH com sonda

telomérica demonstrou a marcacao em todos os cromossomos. NO cromossomo X
observa-se marcacfes nas regides terminais e também uma marcacéao intersticial
proximal (Figura 16A). No cromossomo Y, também se observam marcacfes
terminais; além disso, algumas marcacdes dispersas sdo observadas ao longo do
brago curto do cromossomo (Figura 16B).

Figura 16 — Células meidticas de Alagoasa sp.1 submetidas a técnica de Hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) com sonda telomérica (TTAGGn) (vermelho) e contracorados com DAPI (azul). A
— Metafase Il demonstrando a presenga da repeticdo telomérica em todos os cromossomos, e
marcacao intersticial proximal no cromossomo X. B — Metafase Il, monstrando a presenca da
repeticao telomérica em todos os cromossomos, e marcagdes dispersas ao longo do brago curto do
cromossomo Y. Barra =10 ym.
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Alagoasa sp.2

As metéfases espermatogoniais de Alagoasa sp.2 (Figura 17A e 17B)
mostraram que esta espécie apresenta numero diploide igual a 22 e sistema de
determinacao sexual do tipo X+y, com cromossomos sexuais gigantes. A morfologia
predominante dos autossomos € meta e submetacéntrica e dos cromossomos
sexuais metacéntricos. A férmula meiética observada foi de 2n=10l1+X+y, com
cromossomos sexuais assinpticos (Figura 17C). Metéfases Il e anafases |
demonstram a correta segregacdo dos cromossomos sexuais e a formacdo de

células haploides n=10+X e n=10+y (Figura 17D).

Figura 17 — Células mitéticas e meidticas de Alagoasa sp.2. A — Caribtipo espermatogonial com
2n=22 cromossomos. B — Metafase espermatogonial. C — Metéfase |, presenc¢a de 2n=10ll1+X+y. D —
Anéfase |, complemento haploide n=10+X cromossomos. Barra = 10 um.
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Com relagédo as sondas de rDNA 18S e 5S, em metafase |, esta espécie
demonstrou a ocorréncia de um par de autossémicos portador de um cluster de cada
familia multigénica (Figura 18A e 18B), e a sobreposicdo das imagens demonstra
gue estes estao sinténicos e colocalizados neste par (Figura 18C).
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Figura 18 — Células meiéticas de Alagoasa sp.2 submetidas a técnica de Hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) com sonda rDNA 18S (verde) e 5S (vermelho) e contracorados com DAPI (azul).
A e B — Metéfase | indicando a marcagdo em um par autossdmico (setas). C — Sobreposicdo das
imagens A e B mostrando gue os cistrons sdo sinténicos e colocalizados (setas). Barra = 10 um.

A anadlise da FISH telomérica em metéafases | de Alagoasa sp.2 demonstrou
a marcacao de todos os cromossomos nas regides terminais (Figura 19). Com
relacdo aos cromossomos sexuais, 0 X mostra uma marcagao intersticial proximal
(Figura 19).
Figura 19 — Célula meittica de Alagoasa sp.2 submetida a técnica de Hibridagdo in situ fluorescente
(FISH) com sonda telomérica (TTAGGn) (vermelho) e contracorados com DAPI (azul). Metafase |

demonstrando a presenca da repeticdo telomérica em todos os cromossomos, bem como a
ocorréncia de marcacao intersticial proximal no X. Barra = 10 ym.

Anélise filogenética do gene COI

As 4 arvores filogenéticas construidas a partir das sequéncias do gene COI
das trés espécies analisadas neste trabalho apresentaram a mesma tipologia para
todos os métodos utilizados (Figura 20). Nas 4 anélises Alagoasa pantina, Alagoasa
sp.1 e Alagoasa sp.2 formam um clado irmdo com Omophoita octoguttata, grupo
externo mais proximo (MP= 97; MV= 95; NJ= 95; MB= 0,99). As 3 espécies sdo
suportadas como clados nas 4 analises realizadas (MP= 79; MV= 85; NJ= 79; MB=
0,61), sendo que o primeiro clado retne os individuos pertencentes a A. pantina, e

esse clado é grupo irmdo dos exemplares pertencentes a Alagoasa sp.1 (MP= 42;
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MV= 55; NJ= 56). As amostras de Alagoasa sp.2 foram reunidas em um terceiro

clado e séo grupo-irmao de A. pantina e Alagoasa sp.2.

Figura 20 — Arvores de relacéo filogenética obtidas a partir das sequéncias de COI para as espécies
do género Alagoasa. A — Método Maxima Parcimbnia (MP); B — Método Maxima Verossimilhanca
MV); C — Método Neighbor Joining (NJ); D — Método Bayesiano.
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A distancia intraespecifica média em Alagoasa pantina e Alagoasa sp.1 foi

de 0,0013, e para Alagoasa sp.2 a distancia intraespecifica foi igual a 0,0041. J4 a

distancia interespecifica entre A. pantina e Alagoasa sp.1 foi igual a 0,1452 e entre

A. pantina e Alagoasa sp.2 foi de 0,1143. A distancia interespecifica entre Alagoasa
sp.1 e Alagoasa sp.2 foi de 0,1211 (Tabela 5).

Tabela 5 — Distancia intra (vertical inferior) e interespecifica (vertical superior) para os individuos
pertencentes as 3 espécies do género Alagoasa calculadas a partir do fragmento do gene COI.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 Alagoasa pantina (3860) -
2 Alagoasa pantina (3960) 0,0000 - 0,1452 0,1143
3 Alagoasa pantina (3972) 0,0020 0,0020 -
4 Alagoasa sp.1 (3959) 0,1454 0,1454 0,1497 -
5 Alagoasa sp.1 (4010) 0,1417 0,1417 0,1459 0,0020 - 0,1211
6 Alagoasa sp.1 (4011) 0,1454 0,1454 0,1497 0,0000 0,0020 -
7 Alagoasa sp.2 (3790) 0,1120 0,1120 0,1084 0,1205 0,1171 0,1205 -
8 Alagoasa sp.2 (4003) 0,1190 0,1190 0,1153 0,1239 0,1205 0,1239 0,0041 -




80

DISCUSSAO

A subfamilia Alticinae é um grupo interessante para estudos de citogenética
e evolucdo, uma vez que espécies deste grupo conservam caracteristicas
citogenéticas enquanto outros apresentam derivacbes em relacdo ao numero
cromossOmico, comportamento e tamanho dos cromossomos sexuais, em relacéo a
maioria das espécies de Coleoptera (ALMEIDA et al., 2010). Essas caracteristicas
tornam a subtribo Oedionychina interessante para serem estudadas (VIRKKI, 1970;
1988). As trés espécies analisadas citogeneticamente neste trabalho apresentaram
namero diploide de 22 cromossomos, CromosSsSomos sexuais gigantes, com
comportamento assinaptico durante a meiose, e sistema de determinacédo sexual do
tipo X+y, caracteristicas conservadas na subtribo Oedionychina e no género
Alagoasa (SMITH; VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1968; 1970; 1988; VIRKKI; SANTIAGO-
BLAY, CLARK, 1991). Alteracbes no numero cromossdmico neste género foi
observado em apenas 5 espécies, e correspondem a presenca de cromossomo
supranumerarios ou fusBes céntricas (VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, 1993;
PETITPIERRE et al., 1988; SMITH; VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1988).

Em muitos géneros de Alticinae, as caracteristicas cariotipicas sdo muito
similares (SMITH; VIRRKI, 1978; SEGARRA; PETITPIERRE, 1985; 1988;
PETITPIERRE et al., 1988), o que torna dificil a diferenciacéo destas por técnicas de
citogenética convencional. Nas trés espécies analisadas a morfologia dos
cromossomos autossémicos predominante é metacéntrica e submetacéntrica, com
excecdo de A. pantina que apresenta um par de cromossomos acrocéntricos. Ja a
morfologia dos cromossomos sexuais difere entre as espécies analisadas: em A.
pantina o0 X € metacéntrico e 0 Y submetacéntrico; em Alagoasa sp.1 X e Y sdo
submetacéntricos; e em Alagoasa sp.2 X e Y sao metacéntricos. Almeida et al. em
2010, propuseram a utilizagdo da sonda rDNA 18S, junto a técnica de FISH, para
evidenciar diferencas cariotipicas. No entanto, nas espécies analisadas neste
trabalho com este marcador ndo mostrou diferencas, todas as espécies
apresentaram um cluster associado a um par autossémico, da mesma maneira que
o marcador rDNA 5S. Entretanto, A. sp.1 apresentou heteromorfismo de tamanho
dos cistrons entre cromossomos dos pares. Mecanismos como crossing-over
desigual, transposi¢cdes ou outros rearranjos, incluindo delecdes e/ou duplicagdes,

envolvem segmentos de cromossomos homologos e, séo, portanto, frequentemente
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atribuidos a mecanismos relacionados a modificacbes estruturais de RONs
(GALLETI Jr et al., 1995). A presenca de um par de cromossomos autossémicos
portador de rDNA 18S e 5S é considerada como condi¢do ancestral para Coleoptera
(SCHNEIDER et al., 2007; CABRAL-DE-MELO; MOURA; MARTINS, 2010;2011a).
Entretanto, a disperséo destes genes, principalmente por meio de transposons néo é
rara em Coleoptera ou até mesmo em Alticinae (CABRAL-DE-MELLO; MOURA,;
MARTINS, 2011b; GILLESPIE et al., 2006; YE et al., 2005). A ocorréncia de mais de
um par portador dos genes 18S e 5S j& foi observada em Alticinae nos géneros
Omophoita e Alagoasa (ALMEIDA et al., 2010; MELO, 2013; WOLSKI, 2014) e
indicam derivacfes no cariotipo.

As 3 espécies analisadas apresentaram os genes 18S e 5S em sintenia e
colocalizados. A sintenia e colocalizacdo dos clusters 45S e 5S ja foi descrita em
Scarabaeidae (CABRAL-DE-MELO et al., 2011), Tenebrionidae (GOLL et al., 2015)
e Chrysomelidae (MELO, 2013). Essa associacao pode ter funcdes importantes na
organizagdo no nucleo, na manutencdo de sequéncias conservadas e na regulacédo
da expresséo das familias multigénicas (KAPLAN et al., 1993; LIU; FREDGA, 1999).

As trés espécies analisadas neste trabalho apresentaram marcacdes
teloméricas quando submetidas a FISH, indicando a presenca da repeticdo TTAGGn
no género Alagoasa. A presenca de sequéncia TTAGGn foi observada em
Chrysomelidae em Leptinotarsa decemlineata, Timarcha balearica, Chrysolina
americana, Chrysolina herbacea e Chrysolina polita por meio de Southern blot e
FISH. Nestas espécies foram observadas a ocorréncia de repeticdes terminais e
intersticiais (MRAVINAC et al., 2011). A presenca de marcacfes intersticiais no
género Alagoasa precisa ser melhor analisada; entretanto, estas podem estar
associadas a inversdes pericéntricas, comuns na evolugcdo cromossdomica de
Coleoptera (VIRKKI, 1984). Além disso, pode ocorrer devido a atividade de
elementos transponiveis ou também a eventos de fusdo cromossémica, 0 que
explicaria 0 aumento dos cromossomos sexuais, uma vez que apenas estes
mostraram esse tipo de marcacao.

Alagoasa pantina mostrou a marcacao de regides teloméricas terminais de
apenas 5 pares autossémicos e do cromossomo sexual Y; no entanto, a auséncia de
marcacfes nos demais cromossomos deve estar relacionado a problemas da FISH
no grupo, sendo comum a presenca da membrana celular nas células mesmo apés

a realizacdo das lavagens de preparacao da FISH, do que a auséncia da sequéncia
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telomérica ou substituicdo desta por outra. Alagoasa sp. 1 e Alagoasa. sp.2,
demonstraram a ocorréncia de marcacdes teloméricas nas regides terminais de
todos os cromossomos, diferindo pela ocorréncia de marcagdes intersticiais nos
Cromossomos sexuais, na primeira ha presenca de marcacfes dispersas ao longo
do braco curto do cromossomo Y e marcacdo proximal no X, e na segunda ha uma
marcacao intersticial proximal no cromossomo X.

As andlises de relacbes filogenéticas construidas utilizando as sequéncias
do fragmento do gene COIl para as trés espécies analisadas demonstram a
separacao destas em 3 espécies, uma vez que os individuos pertencentes a cada
espécie foram agrupados em clados diferentes, com valores de bootstrap sempre
maiores que 60%, juntamente a presenca de distancia interespecifica maior que
10% entre estas. A identificacdo dos taxons analisados neste trabalho pelo
especialista, chegou a nivel de espécie apenas para Alagoasa pantina, e para os 2
outros taxons a nivel de género. Morfologicamente, Alagoasa sp.1 assemelha-se
muito com a espécie A. areata, devido ao padrao de coloracdo e algumas estruturas
morfolégicas, espécie disponibilizada pelo Museo del Instituto de Zoologia Agricola
(http://chrysomelidae.miza-ucv.org.ve/) e Museu de Zoologia da USP, no entanto,
uma analise morfolégica comparativa entre essas € necessaria.

Alagoasa sp.2 assemelha-se morfologicamente a espécie A. scissa
disponibilizada pelo Museo del Instituto de Zoologia Agricola; no entanto o taxon
identificado como A. scissa em Almeida (2001), difere fisicamente do téxon
analisado neste trabalho, entretanto ambos apresentam numero diploide 2n=22,
Cromossomos sexuais gigantes metacéntricos assindpticos e sistema de
determinacao sexual do tipo X+y.

A subfamilia Alticinae apresenta iniUmeros problemas de taxonomia, e
apesar de poucas diferencas serem observadas nos cariGtipos das espécies
analisadas neste trabalho, a morfologia dos cromossomos autossémicos e sexuais,
o heteromorfismo de tamanho dos cistrons 18S e 5S, a presenca de marcacdes
intersticiais Nos cromossomos sexuais e a caracterizacao do fragmento do gene COI
puderam auxiliar a resolucdo de alguns destes problemas. No entanto, é importante
ressaltar que a taxonomia descritiva, principalmente analisando as genitalias
masculina e feminina, poderiam corroborara com a diferenciacdo destas em trés

espécies.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi analisada a diversidade genética de Omophoita
octoguttata, espécie endémica da regido Neotropical, ocorrente na Mata Atlantica na
regido Sul do Brasil, por meio do sequenciamento do gene Citocromo Oxidase
subunidade | (COI) e do gene nuclear EFl-alfa, e também se analisou
citogeneticamente e por meio da genética molecular trés espécies pertencentes ao
género Alagoasa.

Os resultados obtidos para O. octoguttata indicam a auséncia de uma
descontinuidade filogeografica na Mata Atlantica na regido Sul do Brasil para a
espécie em estudo, uma vez que individuos pertencentes a localidade mais ao sul
(Nonoai) ainda mantem fluxo génico com individuos pertencentes as localidades
mais ao norte. Além disso, o gene EF1l-alfa ndo demonstrou ser um bom marcador
nuclear para O. octoguttata, para este estudo, uma vez que apresentou muitos
haplétipos. Apesar da manutencao do fluxo génico para esta espécie, ressalta-se
que se trata de uma espécie que responde positivamente aos efeitos de borda, e
sdo evidentes que os efeitos que a fragmentacdo de habitats causa na maioria das
espécies, levando muitas a extin¢cdo e interrompendo processos de dispersao.

A andlise citogenética de Alagoasa pantina, Alagoasa sp.1 e Alagoasa sp.2,
mostrou numero diploide 2n=22 para as trés espécies, além de sistema de
determinacao sexual do tipo X+y, com cromossomos sexuais gigantes assinapticos,
porém com correta segregacdo na anafase |, padrdo esperado para individuos
pertencentes a subtribo Oedionychina. A morfologia dos cromossomos sexuais
variou entre as trés espécies: A. pantina possui cromossomo X metacéntrico e Y
submetacéntrico; Alagoasa sp.1 possui X e Y submetacéntricos; e Alagoasa sp.2
possui X e Y metacéntricos. Os genes ribossomais 5S e 18S estdo localizados em
um cluster em um par de autossomos, condicdo considerada como ancestral para
Coleoptera, e como ja foi observado para outros alticines estes genes encontram-se
em sintenia e colocalizados, além disso, Alagoasa sp.1l apresentou heteromorfismo
de tamanho dos clusters 18S e 5S. A FISH utilizando a sonda TTAGGn apresentou
resultados positivos para as trés espécies analisadas, demonstrando a ocorréncia
desta repeticdo no género Alagoasa. Também foram observadas marcacdes
intersticiais no cromossomo X e dispersa no braco curto do cromossomo Y de

Alagoasa sp.1 e intersticial no cromossomo X de Alagoasa sp.2.
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O sequenciamento do gene COIl e os dados citogenéticos indicam a
separacdo das trés espécies pertencentes ao género Alagoasa analisadas neste

trabalho.
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ANEXO A - Protocolos moleculares e citogenéticos
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EXTRACAO DE DNA SEGUNDO MURRAY E THOMPSON (1980), COM
MODIFICACOES.

Tampao de extracdo sem CTAB:

. 5 mL de NaCl 5M;

. 5 mL de EDTA 0,5M;

. 5 mL de TRIS-HCI 1M pH 8.0.

. Armazenar o tampé&o em temperatura ambiente.

1. Em um tubo de 2,0 mL colocar o material (cabeca, pronoto e fémur), macerar com
nitrogénio liquido, e adicionar 180 pL de tamp&o de extracdo sem CTAB, 120 uL de
CTAB 5%, 15 uL de proteinase K (10 mg/mL) e 5 puL de DTT (1M) ou 5 uL de B-
mercaptoetanol,

2. Colocar a 55°C no banho maria, por 14 horas (overnight) ou até que o tecido
esteja totalmente digerido;

. Adicionar 10 pL de RNAse (10 mg/mL);

. Colocar a 37°C, em banho maria, por 2 horas;

. Adicionar 600 pL de cloroférmio;

. Inverter os tubos suavemente por 5 minutos;

. Centrifugar a 8.000 rpm por 5 minutos a 4°C;

. Retirar a fase sobrenadante e transferir para um novo tubo;

© 00 N O o A W

. Adicionar 600 pL de etanol 100% gelado ao material transferido e deixar a -20°C
por 2 horas ou overnight;

10. Centrifugar a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C;
11. Descartar o sobrenadante;

12. Adicionar 500 pL de etanol 70% gelado;

13. Centrifugar por 3 minutos a 10.000 rpm a 4°C;
14. Descartar o sobrenadante;

15. Adicionar 200 pL de etanol 100% gelado;

16. Centrifugar por 3 minutos a 10.000 rpm a 4°C;
17. Descartar o sobrenadante;

18. Deixar secar na estufa a 37°C;

19. Ressuspender em 40 pL de agua milli-Q ou TE.
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METODOLOGIA PARA ESTUDO DE CROMOSSOMOS OBTIDOS A PARTIR DE
GONADAS, DESCRITO POR ALMEIDA, ZACARO E CELLA (2000)

1. Dissecar o animal em solucéo fisioldgica para insetos, retirar a gbnada e transferi-
la para uma placa de Petri contendo solucéo hipotonica (agua de torneira), durante 5

minutos;

2. Fixar o 6érgdo em Carnoy | (metanol — acido acético na proporcéao 3:1), durante 30

minutos;

3. Macerar o 6rgdo sobre uma lamina de vidro e secar em placa de metal a

temperatura média de 35 a 40°C.

COLORACAO CONVENCIONAL SEGUNDO GIEMSA

Para analise das preparacfes citogenéticas as laminas foram coradas, a
temperatura ambiente, durante 12 minutos, com uma solucdo contendo 47 mL de
agua destilada, 1,5 mL de solucédo comercial de Giemsa (Merck) e 1,5 mL de tampao
fosfato ph 6,8, acrescentados nessa ordem. As laminas foram colocadas numa
cubeta juntamente a solucdo de maneira que toda a parte da lamina com material
emersa na solucdo. As laminas foram entdo lavadas em agua destilada, para

remocao do excesso de Giemsa e secas ao ar.

HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH) (PINKEL; STRAUME; GRAY,
1986)

Preparacéo das laminas e hibridagao

1. Lavar as laminas em tampao PBS 1X durante 5 minutos em temperatura
ambiente;

2. Desidratar as laminas em série alcodlica 70, 85 e 100%, 5 minutos cada;

3. Incubar as laminas em 100 pL de RNAse (0,4% RNAse/2XSSC) a 37°C por 1 hora
em camara umida com agua milli-Q;

4. Lavar 3 vezes por 5 minutos em 2XSSC,;

5. Lavar durante 5 minutos em PBS 1X;

6. Incubar as laminas por 10 minutos em solucdo de pepsina 0,005% (em 10 mM
HCI) a 37°C;

7. Lavar em PBS 1X durante 5 minutos a temperatura ambiente;
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8. Fixar em paraformaldeido 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente;

9. Lavar em PBS 1X por 5 minutos;

10. Desidratar as laminas em série alcoolicas (70, 85, 100%) por 5 minutos cada;

11. Simultaneamente a desidratacdo em série alcodlica, desnaturar a solucdo de
hibridacdo a 100°C, por um periodo de 10 minutos, e passa-la imediatamente ao
gelo;

12. Desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2XSSC a 70°C por 4
minutos;

13. Desidratar o material em série alcodlica 70, 85, 100% durante 5 minutos cada;
14. Preparar a camara umida a 37°C;

15. Montar cada lamina com 40 pL de solucao de hibridagéo, cobrir com laminula e
deixar overnight a 37°C.

Lavagens

16. Lavar 4 vezes em formamida 15%/0,2XSSC ph 7,0 a 42°C, durante 5 minutos
cada;

17. Lavar durante 5 minutos em solucéo de Tween 0,5%/4XSSC.

Deteccédo e amplificacdo do sinal

18. Incubar as laminas em tampao 5% NFDM/4XSSC por 15 minutos;

19. Lavar 2 vezes com Tween 0,5%/4XSSC, durante 5 minutos cada;

20. Incubar as laminas com 100 pL do mix de anticorpos durante 1 hora em camara
Uumida e escura, a 37°C;

21. Lavar 3 vezes em solucado de Tween 0,5%/4XSSC, durante 5 minutos;

22. Desidratar em série alcoolica 70, 85 e 100%, durante 5 minutos cada.

Montagem da lamina

23. Misturar 200 pL de antifading mais 1 pL de DAPI-4’-6 diamidino-2-phenilindole
(50 pg/mL);

24. Colocar 50 pL da solugéo e cobrir com laminula. Guardar no escuro.



