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RESUMO

Andlises utilizando citogenética molecular e sequenciamento de nova geracao (NGS)
tem sido utilizado em poucas espécies de Coleoptera, mesmo tendo cerca de 4.800
espécies analisadas citogeneticamente. Os besouros abrangem cerca de 380.000
espécies, agrupadas em diversos niveis taxondmicos, dentre os coledpteras, um
grupo que tem sido estudado sdo os Oedionychina (Chrysomelidae, Alticinae,
Oedionychini), e com base em pesquisas anteriores tem demonstrado possuir
cariétipo conservado, com poucas espécies que diferem do cariétipo basal
(2n=22=10II+X+y), sendo os Unicos da classe Insecta que possuem Cromossomos
sexuais gigantes. Andlises realizadas em algumas espécies de Oedionychina tem
demonstrado que apesar do seu caridtipo ser conservado estruturalmente e
numericamente, eles possuem grande heterogeneidade em relacdo a padrdo de
bandamento e localizacdo dos DNAs repetitivos, principalmente nos cromossomos
sexuais. O objetivo deste trabalho objetivo foi entender o processo de diferenciacéo e
evolucdo dos cromossomos sexuais em espécies do género Omophoita, por meio da
comparacao e diferenciacdo gendmica e cromossomica. Foi realizado nesta pesquisa
a primeira analise utilizando GCH e pintura cromossémica em Coleoptera e a primeira
comparacao do conteldo de DNA satélite entre os sexos em besouros. A anélise
comparativa intraespecifica com CGH realizada em O. octoguttata resultou em alta
similaridade gendmica entre os sexos, sendo identificado apenas uma regido com
marcacdo mais forte no cromossomo Y, possivelmente esta sendo a regido sexo-
especifica do macho. A comparacédo com CGH entre espécies de Omophoita resultou
em alto grau de divergéncia gendmica entre as espécies, demonstrando poucos locais
com regibes compartilhadas entre as espécies. A pintura cromossémica revelou alto
grau de similaridade intra e interespecifica dos cromossomos sexuais X e Y. Assim,
inferéncias realizadas a partir da pintura cromossdmica pode indicar que o0s
Cromossomos sexuais surgiram a partir de um par autossémico, e apresentam pouca
diferenciacdo molecular entre eles. A descricdo do satelitoma em O. octoguttata para
macho e fémea resultou no maior satélite de insetos encontrado até o momento, na
identificacdo de satélites enriquecidos no genoma do macho e possivelmente
ausentes no genoma da fémea, que podem estar associados aos Cromossomos
sexuais, e assim, ser cromossomo especifico, podendo estes, estarem envolvidos na
diferenciacdo dos cromossomos sexuais. Além disso, foi verificado a semelhanca de
sequéncia de alguns satélites com regides de satélites maiores, podendo assim,
realizar inferéncias evolutivas sobre a evolugcdo do satelitoma em O. octoguttata.
Como parte da dissertacdo, utilizando o sequenciamento de baixa cobertura do
genoma de O. octoguttata para a descricdo do satelitoma, foi montado o genoma
mitocondrial (mitogenoma) da espécie, que resultou em um genoma circular completo.
Além disso, utilizando este dado em conjunto com genomas mitocondriais
depositados no Genbank/NCBI, foi montado uma arvore filogenética de Alticinae, que
recuperou sua monofilia como grupo irméo de Galerucinae.

Palavras chaves: Cromossomo sexual. Satelitoma. Genoma mitocondrial. WCP.



ABSTRACT

Molecular cytogenetics analysis and next-generation sequencing (NGS) has been
used on few species of Coleoptera. Despite this, there are about 4,800 species
analyzed cytogenetically. The beetles include about 380,000 species, among the
coleoptera, a group that has been studied are the Oedionychina (Chrysomelidae,
Alticinae, Oedionychini). Based on previous research, Oedionychina has shown to
have a conserved karyotype, with few species that differ from the basal karyotype
(2n=22=10II+X+y), being the only of the class Insecta that possess giant sex
chromosomes. Analyses performed in some Oedionychina species have shown that
despite their karyotype is structurally and numerically conserved, they have great
heterogeneity in relation to banding pattern and location of repetitive DNAs, especially
on the sex chromosomes. The objective of this work was to understand the process of
differentiation and evolution of sex chromosomes in species of the genus Omophoita,
using genomic and chromosomal comparisons. This is the first analysis using GCH
(Comparative genomic hybridization) and chromosome painting in Coleoptera and the
first comparison of satellite DNA content between sexes in beetles. Comparative
intraspecific analysis with CGH performed in O. octoguttata resulted in high genomic
similarity between the sexes, only one region with stronger labeling on the Y
chromosome was identified, probably the sex-specific region of the male. Comparison
with CGH among Omophoita species resulted in a high degree of genomic divergence,
showing few sites with shared regions between species. Chromosome painting
revealed a high degree of intraspecific and interspecific similarity of the X and Y sex
chromosomes. Thus, inferences from chromosome painting may indicate that the sex
chromosomes arose from an autosomal pair, and show little molecular differentiation
between them. The description of the satellitome in O. octoguttata for male and female
resulted in the largest insect satellite found so far. Identification of enriched satellites
in the male genome and possibly absent in the female genome, may be associated
with sex chromosomes, and involved in their differentiation. In addition, the similarities
of some satellites with regions of larger satellites were verified, in order to make
evolutionary inferences about the evolution of the satellitome in O. octoguttata. Finally,
using low coverage sequencing of the O. octoguttata genome, the mitochondrial
genome of the species was assembled. Furthermore, using this data with
mitochondrial genomes deposited at Genbank/NCBI, a phylogenetic tree of Alticinae
was constructed, which recovered its monophyly as a sister group of Galerucinae.

Key words: Sex chromosome. Satellitoma. Mitochondrial genome. WCP.
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1 INTRODUCAO

A ordem Coleoptera (besouros) possui distribuicdo cosmopolita e compde o
maior e mais diverso grupo dentro do reino animal (CASARI; IDA, 2012, MCKNNA et
al., 2015), composta por aproximadamente 380.000 espécies (BOUCHARD et al.,
2017). Esta ordem agrupa cinco subordens, uma delas extinta (Protocoleoptera) e
outras quatro ainda existente, Archenostemata, Myxophaga, Adephaga e Polyphaga.
Os besouros sé@o encontrados em uma ampla variedade de habitats e se alimentam
de uma gama de materiais organicos (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2005), com isso,
desempenham papel importante na ciclagem de nutrientes, principalmente em estagio
larval (CASARI; IDA, 2012).

Dentre os Coleoptera, uma das familias mais diversas € Chrysomelidae
(RILEY et al., 2002), onde as espécies sdo conhecidas como besouros folha (Leaf
beetle), contém 12 subfamilias, com aproximadamente 2.100 géneros e cerca de
63.000 espécies, destas, aproximadamente 6.000 espécies sdo encontradas no Brasil
(NIE et al., 2019; SEKERKA et al., 2020; SLIPINSKI, 2011). Esta familia faz parte do
clado dos besouros herbivoros (Polyphaga), é a mais diversa e numerosa dentro da
ordem (MCKENNA et al., 2015; SLIPINSKI et al., 2011). Conhecidos por viverem em
diversos locais, se alimentando de folhas, caules e raizes; desta forma, algumas
espécies sdo consideradas pragas agricolas e outras, importantes para controle
biolégico. A maioria das espécies pertence as subfamilias Alticinae e Galerucinae
(GILLOT, 2005), possuindo grande importancia econdmica e ecoldgica (REID, 2000).

Chrysomelidae possui diversas subfamilias, sendo uma delas Alticinae
(Besouro pulga (Flea beetle)), foco deste estudo. Esta subfamilia engloba
aproximadamente 570 géneros e 10.000 espécies (SEENO; WILCOX, 1982).
Aproximadamente 200 géneros sdo encontrados na América do Sul e a grande
maioria é endémica dessa regido (JOLIVIET et al., 1988). H4 ampla discusséo sobre
sua posicéo taxondémica, diversos autores os consideram como tribo (BOUCHARD et
al., 2011; GOMEZ-ZURITA et al., 2015; HADDAD; MCKNNA, 2016; REID, 2000);
entretanto, outros os consideram como subfamilia (GE et al., 2012; NIE et al., 2019;
SEENO; WILCOX, 1982; SUZUKI, 1985). Contudo, devido a falta de consenso entre
0S pesquisadores perante a posicdo taxondmica do grupo, neste trabalho sera

utilizada a nomenclatura Alticinae, como subfamilia pertencente a Chrysomelidae.
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1.1 ANALISE CITOGENETICA

Sob o ponto de vista citogenético, poucas espécies de Coleoptera foram
analisadas, cerca de 1,2% (aproximadamente 4.800 espécies), a maioria das
informacdes se concentra nas subordens Adephaga e Polyphaga. A subordem mais
estudada sob o ponto de vista citogenético € Polyphaga, com aproximadamente 3.500
espécies analisadas (BLACKMON et al., 20152). Com base nos estudos realizados, o
namero cromossémico considerado basal para a ordem é 2n=20=911+Xyp, ou seja,
nove pares autossémicos e o sistema Xy, no qual o cromossomo X é grande em
relacdo ao y, e estes ficam na conformacéo de “paraquedas” na metafase | da meiose
(CROWSON, 1981; SMITH, 1951; VIRKKI, 1970). Considerando-se basal esta
conformacdo cromossdomica para a subordem Polyphaga (SMITH; VIRKKI, 1978;
VIRKKI, 1984).

Os coledpteros apresentam grande heterogeneidade cariotipica, variando de
2n=4 (Chalcolepidius zonatus) (FERREIRA et al., 1984) a 2n=72 (Xanthogaleruca
luteola) (LORITE et al.,, 2002). Esta diversidade também € vista no sistema de
determinacao sexual, do qual houve derivacdes da forma basal, ocorrendo sistemas
aguiasmaticos, como: Xyp, Xnyp/nXyp, Xyc, X0, X1+X2, X+y e quiasmaticos, como:
neoXy, Xy, Xyr, X1X2Y, Xy1lY2 (PETITPIERRE et al., 1988; SMITH; VIRKKI, 1978).
Chrysomelidae compartilha desta variabilidade cariGtipica, e as espécies que
possuem o menor e maior numero cromossémico (2n=6, Homoschema latitarsum e
2n=64, Disonycha bicarinata) pertencem a subfamilia Alticinae. Para Chrysomelidae,
o cariotipo considerado basal é 2n=24=11l1+Xyp (PETITPIERRE et al., 1988;
SEGARRA; PETITPIERRE, 1982; SMITH; VIRKKI, 1978; VIDAL, 1984).

Alticinae possui aproximadamente 230 espécies descritas citogeneticamente
(PETITPIERRE, 2006), representando cerca de 2% do numero de espécies da
subfamilia (SMITH; VIRKKI, 1978). Esta subfamilia é considerada derivada, por
possuir cariotipo que varia quanto ao numero cromossOmico e sistema de
determinacdo sexual (VIRKKI, 1968, 1988), possuindo irregularidades no
comportamento, tamanho e morfologia dos cromossomos sexuais. O caribtipo
considerado basal para Alticinae é o mesmo da familia, 2n=24=11I11+Xyp, sendo
encontrado em Fosterita sp., uma espécie considerada primitiva no clado (VIRKKI,
1970, 1988).
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Alticinae agrupa diversas tribos, uma delas é Oedionychini, a mais diversa da
regido Neotropical, formando um grande grupo com aproximadamente 16 géneros
(BEGOSSI; BENSON, 1988). Diversos estudos citogenéticos foram realizados nesta
tribo (ALMEIDA; CAMPANER; CELLA, 2009; ALMEIDA et al., 2010; AZAMBUJA et
al., 2020; GOLL et al., 2018; MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014; PETITPIERRE, 2006;
ROSOLEN et al., 2018; VIRKKI, 1963, 1967, 1970, 1971, 1976, 1983; VIRKKI, et al.,
1991; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, 1993, 1996; VOLSKI et al.,2021). Entretanto, esse
namero é pequeno, considerado sua diversidade. Oedionychini agrupa duas
subtribos, Disonychina e Oedionychina. Esta divisdo foi estabelecida por meio de
estruturas toraxicas, do tarso e de acordo com feixes de esperma. Disonychina é
considerada basal em relacdo a Oedionychina, possuindo 32 espermatozoides por
feixe ou “bundle “(spz/b) em relagdo a Oedionychina com 16 spz/b, os dados
citogenéticos ajudam a suportar esta subdivisdo (VIRKKI, 1988; VIRKKI et al., 1991).
As andlises citogenéticas de 20 espécies de Disonychina, demonstraram grande
variacao intra e interespecifica do numero diploide e tipo de determinacdo sexual. Por
outro lado, os Oedionychina possuem cariétipos conservados, havendo pouca
alteracdo em relacdo ao numero diploide e sistema de determinacdo sexual, sendo
2n=22=1011+X+y (Figura 1.1) considerado o cariétipo conservado em Oedionychina
(ALMEIDA; CAMPANER; CELLA, 2006; VIRKKI, 1988). Algumas espécies que
diferem do cari6tipo basal de Oedionychina sdo do género Asphaera, que possuem
multiplos cromossomos sexuais (Xnyn) e outras espécies como: Alagoasa equestris
gue possui menor namero de autossomos (2n=12=5lI+X+y). Além disso, outra
variacdo é devido a presenca de cromossomos B, como ocorrem em Alagoasa
oblecta, Alagoasa transparente e Omophoita aequinotialis (GOLL et al., 2018, VIRKKI,
1988; VIRKKI; SANTIAGO-BLAY, 1993).

O numero conservado em Oedionychina difere do caridtipo basal de
Chrysomelidae e Alticinae. Virkki (1988) apresentou duas hipbteses para esta
reducao, a primeira refere-se a translocacao de um par de autossomos, reduzindo de
22 autossomos para 20. A segunda, aborda a erosao de um dos pares autossémicos,
devido ao fato de ser encontrado particulas pequenas de cromossomos no cariétipo
da tribo Alticini, esta que é considerada basal dentro do taxon. Além do numero
cromossOmico conservado, outra caracteristica marcante dos Oedionychina é a

presenca de cromossomos sexuais muito grandes, frequentemente chamados de
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gigantes, os quais sdo assinapticos durante a meiose (VIRKKI, 1970) e sao

localizados na periferia das células (VIRKKI, 1971).

Figura 1.1 - Cariétipo espermatogonial de Omophoita.
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Legenda: Cari6tipo espermatogonial de Omophoita personata (A) e Omophoita sexnotata (B). Namero
diploide 2n=22=10I1+X+y.
Fonte: Almeida, Campaner e Cella (2009).

1.2 HETEROCROMATINA

A heterocromatina constitutiva (HC) tem sido localizada em diversas analises
citogenéticas em Coleoptera, por evidenciar melhor a diferenca estrutural dos
cromossomos, a arquitetura dos cariétipos e facilitar a comparacédo entre espécies
relacionadas. A distribuicdo da HC nos coledpteros tem sido preferencialmente na
regido centromérica e pericentromérica, podendo estar associado nas regibes
intersticiais e teloméricas, porém, com menor frequéncia. Em cromossomos sexuais,
o padrdo de HC tem ocorréncia variavel e pode ser encontrado na regiao
pericentromérica e/ou ao longo do cromossomo, de acordo com o grau de
diferenciacdo cromossbmica. Entretanto, o cromossomo Y ndo apresenta bandas
heterocromaticas, com excecdo de algumas espécies (ALMEIDA; ZACARO; CELLA,
2000; ROZEK et al., 2004).

Em relacdo aos Oedionychina, poucos estudos foram realizados para
evidenciar as regides heterocroméaticas (ALMEIDA; CAMPANER; CELLA, 2006, 2009;
GOLL et al., 2018; MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014; VIRKKI, 1983). As espécies
analisadas por Virkki (1983) e Almeida, Campaner e Cella (2006, 2009) mostraram
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marcacfes nas regides centromeéricas em todos 0os cromossomos, incluindo os
cromossomos sexuais, além desta marcacao, foram encontradas marcacfes nas
regides pericentromeéricas. Goll et al. (2018), analisando algumas espécies do género
Omophoita, encontraram algumas diferencas, as marcacdes em O. abreviata estavam
presentes na regido centromeérica da maioria dos cromossomos. Em O. aequinoctialis
0S autores encontraram trés citotipos, 0s quais variaram quanto as marcacdes da HC,
0 Citotipo 1, mostrou marcacgfes centroméricas em quase todos 0S cromossomos, 0S
cittipos 2 e 3, apresentaram marcagfes pericentroméricas na maioria dos
cromossomos, incluindo um grande bloco no par 3.

No trabalho realizado por Mello, Vicari e Almeida (2014) as espécies O.
octoguttata, O. personata e O. sexnotata mostraram padrdo de bandas C diferente
entre 0os cromossomos sexuais. O bandamento em O. octoguttata revelou no
cromossomo X marcacdes na regido centromérica e intersticial de um braco, enquanto
que para o Y foi obtido bandas intersticiais ao longo do braco e um bloco de
heterocromatina no braco curto. Em O. personata foi revelado marcacdes na regiao
centromérica do X, enquanto que no Y, foram localizadas marcac¢des proeminentes
na regido terminal de um braco e na regido intersticial do braco oposto. Em O.
sexnotata, as marcacdes foram na regido centromérica e terminal do X, enquanto que
o0 Y mostrou bandas intersticiais ao longo do braco e uma banda terminal no braco
curto.

Estes dados demonstram que os cromossomos de Oedionychina estudados
até o presente momento com técnica de banda C mostram os padrdes encontrados
em Coleoptera. Porém, ha algumas diferencas, principalmente nos cromossomos
sexuais, estas que podem ser utilizados para entender os processos de diferenciacao

cariotipica dentro e entre os géneros.

1.2 DNA REPETITIVO

As sequéncias de DNA repetitivos sdo encontradas em diversos eucariotos,
compdem cerda de 30% a 40% do genoma total, podendo chegar a 85% do genoma
em alguns organismos, como plantas. Os DNA repetitivos sdo organizados em
diversas classes (Figura — 1.2). Os DNA in tandem s&o divididos em moderadamente

repetitivo, estes incluem o DNA ribossomal (DNAr), familias génicas codificadores de
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proteinas, e repeticdo telomérica, assim como, altamente repetitivos, como 0s
microssatélites, 1717omogeneizacdo e macrossatélites. Os DNA repetitivos dispersos
sdo os elementos transponiveis (Tes — transposons e retrotransposons)
(CHARLESWORTH et al.,, 1994; HARDMAN, 1986; LOPES-FLORES; GARRIDO-
RAMOS, 2012; THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Estes repetitivos séo
considerados bons marcadores citogenéticos, Uteis no estudo da evolucdo
cromossdmica, CromossSoOmos supranumerarios, cromossomos sexuais, rearranjos
cromossdmicos (CABRAL-DE-MELLO et al, 2010) e muitas vezes para
caracterizacdo das espécies. Por serem importantes para a estruturacdo dos
cromossomos (CHARLESWORTH et al., 1994) e mostrarem grande diversidade de
tipos e das sequéncias entre as espécies (ROZEK et al., 2004).

Dentre os DNA repetitivos, tem crescido o interesse especialmente na colecao
de DNA satélites (satDNA) dentro do genoma, estes conhecidos como satelitoma, 0s
guais cobrem uma grande variedade de sequéncias dentro do genoma (RUIZ-RUANO
et al., 2016) e sdo os principais componentes da heterocromatina (PALOMEQUE;
LORITE, 2008). Os satDNA podem ser localizados em regides centroméricas,
pericentromérias, subteloméricas e regides intersticiais (PLOHL, MESTROVIC;
MRAVINAC, 2008), e também podendo ser localizados em regides eucromaticas
(LOPES-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF,
2021). Ademais, € relatado que a localizagdo de um mesmo tipo de satDNA pode ser
encontrado no mesmo l6cus em todos 0s cromossomos da espécie ou serem
cromossomo especifico, como satDNA de cromossomo sexual (PALOMEQUE;
LORITE, 2008).

Os satDNA, assim como a maioria dos DNA repetitivos, foram considerados
“‘DNA lixo”; no entanto, cada vez mais isso tem sido demonstrado uma sSuposi¢ao
errbnea. Estas sequéncias satélites possuem regides gendmicas que podem possuir
diversas fungbes (THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021) como: organizagao
cromossOmica, emparelhamento cromossémico, possiveis barreiras reprodutivas
(PLOHL, MESTROVIC; MRAVINAC, 2008), sequéncias transcritas durante diferentes
estagios da vida, podendo ser sexo especifico e atuar em alguns processos de
eliminacado de genoma (PALOMEQUE; LORITE, 2008) e modulagao da cromatina e
estabelecimento de centrdmeros (SILVA et al., 2019). Sdo com isso, considerados

importantes para marcacao citogenética, caracterizacdo de genomas, relacdes
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filogenéticas, correlacédo do gendtipo-fendtipo e estudos de diversidade (VICARI et al.,
2010; THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021).

Os DNA gque compbem o satelitoma séo classificados em 3 (trés) grupos:
microssatélite, minissatélites e macrosatélites, referente ao seu comprimento da
repeticdo monomerica (DNA satélite) (THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Os
microssatélites sdo denominados de sequéncia simples de repeticdo (SSRs) ou short
tandem repeat (STRs), podem variar de 2 a 9 pb, com 5 a 50 repeti¢des in tandem,
podendo haver repeticdes maiores, possuindo matrizes com menos de 1 kb. Séao
encontrados em regides codificantes, ndo codificantes e em regides regulatdrias, sao
considerados sequéncias de DNA altamente polimoérfico, com alta taxa de mutacao,
mutacdes estas sendo pontuais ou variagdes das unidades de repeticdo dentro da
populacdo (GARRIDO-RAMOS et al., 2017; LOPES-FLORES; GARRIDO-RAMOS,
2012; THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Com isso, individuos da mesma
populacdo podem conter sequéncias de microssatélites diferentes. Devido a algumas
caracteristicas dos microssatélites, sdo muito utilizados como ferramenta para
andlises populacionais, podendo-se estimar a variabilidade genética da populacéo,
taxa de endogamia, relagcdes genéticas entre os individuos, distancias genéticas
(LOPES-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012) e em humanos, sao utilizados para
analises de parentesco e andlises forenses (THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF,
2021).

Os minissatélites ou variable number of tandem repeats (VNTRS) possuem
repeticbes maiores do que 9 pb, em média 15 pb, com comprimento médio de 0,5-30
kb, encontrados em regifes eucromaticas de vertebrados, invertebrados, plantas e
fungos. Séo utilizados para verificagcdo de parentesco e identificacdo individual
(LOPES-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF,
2021).

Os macrossatélites (MSRs) geralmente sobrepdem 200 nucleotideos de
comprimento, ocupando varias megabases dentro do genoma. S&o considerados um
dos componentes principais da heterocromatina, podem haver diferentes
macrossatélites no genoma de uma espécie e em espécies relacionadas. Estas
sequéncias sdo encontradas principalmente em regides centroméricas,

pericentromérica e telomérica, podendo ser encontrado também em cromossomos
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sexuais e intercalado nos autossomos (CHADWICK, 2009; DUMBOVIC, SONIA-V e
PERUCHO, 2017; LOPES-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012).

De acordo com RUIZ-RUANO et al. (2016) o surgimento de uma sequéncia
de satDNA, é a partir de uma duplicacdo de alguma regido do genoma de dois ou mais
pares de bases, dando origem a uma repeticdo in tandem curta. Sendo propostos
diversos modelos para explicar a evolucdo dos satDNA (THAKUR, PACKIARAJ;
HENIKOFF, 2021), havendo dois modelos principais sobre a evolucédo do satDNA, a
evolugdo em concerto e a biblioteca de satDNA. A evolugdo em concerto, é dividida
em 1919 omogeneizacdo e fixacdo (LORITE et al.,, 2017), de acordo com esta
hipétese, novas variantes ocorrem por mutacdes, causando divergéncia nas
sequéncias dentro de uma espécie (GARRIDO-RAMOS, 2017; THAKUR,
PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021), o processo de homogeneizacdo e expansédo dos
satDNA no genoma é realizada a partir do crossing-over, transposi¢cao ou reinsercao,
em conjunto com o processo de conversao génica. A fixacdo na populacéo ocorreria
por meio da reproducéo sexuada (BRUVO et al., 2003; GARRIDO-RAMOS, 2017).

A hipétese da biblioteca se refere a predicdo que diferentes espécies possuem
sequéncias espécie-especifica de satDNA (PALOMEQUE; LORITE, 2008; THAKUR,
PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Contudo, h& familias de satDNA que permanecem
sendo compartilhadas entre espécies proximas, ou até mesmo separadas por milhdes
de anos (MESTROVIC et al., 1998; PALOMEQUE; LORITE, 2008). Assim, de acordo
com a teoria da biblioteca de satDNA, espécies relacionadas possuem familias de
satDNA originadas de um ancestral em comum, mas que é amplificada diferentemente
em cada espécie (GARRIDO-RAMOS, 2017; MESTROVIC et al., 1998; THAKUR,
PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Assim, diferentes satDNA podem possuir nimero de
copias maiores ou menores dentro do genoma, havendo algumas familias bem
representadas e outras subrepresentadas (BRUVO et al., 2003). Esta hipotese ja vem
sendo comprovada em diversos taxons (BRUVO et al., 2003; CAMACHO et al., 2021;
THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021).

Devido a importéancia dos satDNA, desde a sua descoberta em 1961 por Kit,
vem sendo implementados diversos métodos para melhor identificar e analisar estas
sequéncias repetitivas dentro do genoma dos eucariotos. O primeiro método de
analise foi de densidade, com ultracentrifugacdo com cloreto de césio (KIT, 1961,
GARRIDO-RAMOS, 2017), que predominou durante um periodo de tempo em
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conjunto com a técnica de reassociacao via cinética (Cot -1 DNA) (BRITTE; WARING,
1966, GARRIDO-RAMOS, 2017). Estas técnicas foram substituidas pelo método de
isolamento, com tratamento com endonuclease de restricdo do DNA gendmico, que
popularizou e facilitou as analises de satbDNA (GARRIDO-RAMOS, 2017; SINGER,
1982). Apbs a popularizacdo da técnica com endonuclease, iniciou-se o0 uso de
técnicas que ajudassem a localizar e identificar as sequéncias de satDNA nos
cromossomos das espécies estudadas, estas técnicas iniciaram com os métodos de
Southern-blot, dot-blot, partindo para hibridagdes com nucleotideos marcados
radioativamente e posteriormente, a técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH)
(GARRIDO-RAMOS, 2017). Esta ultima que vem sendo utilizada até os dias atuais
para localizar diversas sequéncias no genoma das espécies.

No entanto, mesmo com os métodos descritos acima, os satDNA foram pouco
estudados, devido a dificuldade dos métodos tradicionais e a falta de acuracia para a
descricdo minuciosa e criteriosa sobre a quantidade de satDNA no genoma das
espécies. Mesmo apos o surgimento do sequenciamento do genoma das espécies,
muitos pesquisadores nao realizavam a busca por estas sequéncias repetitivas,
devido a dificuldade de montagem (GARRIDO-RAMOS, 2017; PALOMEQUE;
LORITE, 2008).

Apoés o surgimento do sequenciamento de nova geracdo (NGS), os satDNA
tem sido extensivamente estudado, o NGS permitiu analisar as sequéncias de
diversos DNA repetitivos, incluindo satDNA. As técnicas de NGS incorporadas a
ferramentas de bioinformética e a montagem das sequéncias sem necessidade de um
genoma de referéncia tem permitido ampla analise do satDNA (MORA et al., 2020;
GARRIDO-RAMOS, 2017). Algumas ferramentas de bioinforméatica séo
RepeatExplorer e Tandem Repeat analyzer (TAREAN), que estdo presentes na
plataforma Galaxy para uso publico (NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2010; NOVAK;
NEUMANN; PECH, 2013), que tem sido amplamente utilizada em diversas pesquisas.
Outras ferramentas tém sido incorporadas para analisar e aumentar a confiabilidade
das analises, como a ferramenta satMiner, desenvolvida por Ruiz-Ruano et al. (2016),
o0 método desenvolvido por Wei et al., (2014), para verificar sequéncias curtas dentro
do genoma (2-10 pb), e a ferramenta Tandem Repeat Finder, utilizada em besouro,
desenvolvida para identificar satDNA em Tribolium castaneum (GELFAND;
RODRIGUEZ; BENSON, 2007). Nesta pesquisa sera utilizado o protocolo do SatMiner
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de Ruiz-Ruano et al. (2016) em conjunto com RepeatExplorer e Tandem Repeat
analyzer (TAREAN).

A andlise comparando o satelitoma entre 0s sexos ja tem sido realizado por
alguns autores (CREPALDI et al., 2021; PALACIOS-GIMENEZ et al., 2017). Tem
revelado sequéncias Unicas do sexo, do cromossomo sexual e sequéncias com Vies
em relacdo ao macho ou a fémea. Ademais, hibridagdes com DNA repetitivos tém
demonstrado que O. octoguttata possui grande quantidade destas sequéncias em seu
genoma (MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014; ROSOLEN et al. 2018). Assim, visto que
O. octoguttata possui grande quantidade de DNA repetitivo em seu genoma, estes
podendo ser DNA satélite, a busca pela composicdo de satDNA na espécie pode
auxiliar na compreensdo da evolugcdo cromossdémica no grupo, além de poder

identificar satélites enriquecidos no macho ou na fémea.

Figure 1.2 Diagrama dos tipos de DNA repetitivos de eucariotos.
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1.4 EVOLUCAO DOS CROMOSSOMOS SEXUAIS

Em insetos é encontrado diversos tipos de mecanismos de determinagéo
sexual, cromossomos sexuais diferenciados (XX, XY ou ZZ, ZW), haplodiploidia
(Hymenoptera), eliminacdo paterna do genoma (EPG) (Hemiptera) e alguns mais
raros, como: monogénia (alguns Diptera), determinacdo por temperatura (algumas
espécies de Sciara) (BACHTROG et al., 2014; BLACKMON et al., 2017; SANCHEZ,
2008).

O sistema de determinacao sexual cromossémico, descoberto em 1905 por
Nattie Stevens (FURMAN et al., 2020), consiste em diferencas cromossomicas entre
machos e fémeas, esta diferenca é dada pelos cromossomos sexuais, que
correspondem a um par de cromossomos que sao iguais em um sexo (homogamético)
e diferentes em outro (heterogamético) (BULL, 1985; GRAVES, 2006; SUMNER,
2003). O sistema heterogamético masculino (XY), ocorre na maioria das espécies
dentro da ordem Insecta, e o heterogamético feminino (ZW) é encontrado em
Lepidoptera, Trichoptera e alguns Diptera. Além destes, sdo encontrados sistemas
X0, Z0 e sistemas com multiplos cromossomos sexuais (BLACKMON et al., 2017;
BLACKMON; DEMUTH, 2015b; BULL, 1985; KAISER; BACHTROG, 2010; SUMNER,
2003).

O sistema cromossomico pode ter surgido diversas vezes durante o processo
evolutivo dos animais (OHNO, 1967), podem ter originado a partir de varios outros
sistemas, como hermafroditismo e sistema determinado pela temperatura
(BACHTROG, 2011). A principal hipétese para a evolu¢do destes cromossomos,
consiste de um par de cromossomos homalogos, que sofreram mutacgéo, surgindo o0s
loci antagonistas (selecdo antagonista), que ajudariam na determinacéo do macho ou
fémea. A partir destes antagonistas, podem ter surgido os proto-X (Z) e proto-Y (W),
esta diferenca entre os proto-sexuais diminuiu a taxa de recombinagéo, fazendo
aumentar a diferenciagdo entre eles, aumentando também o acumulo de genes
benéficos e ndo benéficos para fémeas e machos, reforcando a diferenca entre eles
(BLACKMON et al., 2017; BLACKMON; DEMUTH, 2015b; CHARLESWORTH, 1991;
OHNO, 1967; WRITH et al., 2016). Além do surgimento dos loci antagonistas,
inversdes e acumulo de DNA repetitivos podem ter tido papel fundamental para o

surgimento dos cromossomos sexuais, diminuindo a recombinagcdo, aumentando a
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supressdo e diferenciacdo dos cromossomos sexuais (OHNO, 1967;
(CHARLESWORTH et al., 2005; NATRI et al., 2019; FURMAN et al., 2020).

Contudo, nem todos 0S Ccromossomos sexuais presente nas espécies
surgiram a partir de um homologo, como descrito por Ohno (1967) e Charlesworth
(1991). Ha evidéncias mostrando que 0S cromossomos sexuais em alguns
organismos podem ter se originado de formas incomuns (FURMAN et al., 2020), como
por meio de cromossomos B (FRAISSE et al., 2017; NOKKALA et al., 2000, 2003), a
partir de um gene feminilizador inserido por uma Wolbachia no genoma de um
organismo (LECLERCQ et al., 2016). O sistema neoXY, a partir do sistema X0, do
qual apés a fusdo de um autossomo com O cromossomo X, 0 autossomo
complementar é recrutado devido a homologia, assim se comportando como
cromossomo Y, formando assim o sistema sexual neoXY (SMITH, 1949; WHITE,
1973). Além disso, pode também ser como a hipotese descrita por Pease e Hahn
(2010), sugerindo que no grupo de insetos alados, 0s cromossomos sexuais em cada
taxon podem ter originado de um par de homodlogos diferente. Esta diversidade de
origem pode evidenciar que 0s cromossomos sexuais podem ter surgido diversas
vezes nas linhagens dos organismos, de diversas formas, formando assim um ciclo
(turnover), do qual ocorre o surgimento de novos cCromosSsSomOos sexuais a partir da
perda dos cromossomos sexuais ou surgimento de novos genes determinantes do
sexo (BACHTROG et al., 2019).

Blackmon et al. (2017) numa ampla analise dos cromossomos sexuais na
classe Insecta, relataram que o sistema de determinacdo sexual com maior
prevaléncia nos Coleoptera € o sistema XY. Este que € o sistema sexual encontrado
em grupos basais da ordem, favorecendo a hipétese que o sistema sexual primitivo
em Coleoptera € o Xyp (SMITH, 1951; VIRKKI, 1970, 1988). Em Coleoptera podem
ser encontrado diversas derivagdes de tipos de cromossomos sexuais, estes podendo
ser aquiasmaticou (XY, Xyp, Xny/nXyp, Xyc, X0 e X1+X2) ou quiasmatico (neoXY, Xy,
Xyr, XIX2Y, XXXY, XXY e XY1Y2 (ALMEIDA et al., 2009; GALIAN et al., 2002; SMITH;
VIRKKI, 1978). Entretanto, dentre toda esta diversidade de cromossomos sexuais, €
relacionado que Polyphaga possui prevaléncia de cromossomos assinapticos, e
assim, os cromossomos sexuais das ordens Polyphaga e Adephaga teriam evoluido
de forma independente (BLACKMON; DEMUTH, 2014).
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A diversidade de sistemas cromossémicos sexuais em Coleoptera é muito
bem representado nos Alticinae. S&o encontrados 18 tipos diferentes de sistema
cromossdmico nesta subfamilia, sendo estes: Xyp, neoXY, Xy, XY, X+Y, X+y, X+ny,
X1+X2, nXnY, XpneoXneoYp, X, Xyy, X1X2Y, XXYY, Xyr, X1Y+nX, Xy+Y e X+ny
(VIRKKI 1964, 1967, 1968; VAIO; POSTIGLIONI, 1974). O conhecimento em relacéo
aos sistemas de determinacdo sexual em Coleoptera é realizado predominantemente
por meio da citogenética classica, a maioria das andlises realizadas sob o ponto de
vista citogenético descreve apenas o tipo de determinacdo sexual e o niumero de
cromossomos sexuais, necessitando estudos mais aprofundados, com dados
moleculares.

Uma das técnicas que pode ser utilizada, € a pintura cromossémica (Whole
Chromosome Painting — WCP). Esta tem sido amplamente aplicada em diversos
organismos, com objetivo de identificar rearranjos e translocacfes cromossémicas,
aberracdes numéricas, identificacdo de cromossomos B, identificacdo de
cromossomos sexuais e estudos evolutivos de cariétipos e cromossomos sexuais
(BARCELLOS et al., 2020; CIOFFI et al., 20112, 2001b; DEGRANDI et al., 2017;
GUAN et al., 1994; HOUBEN et al., 2001; KRETCHMER et al., 2020; MARCHAL et
al., 2004; TERUEL et al., 2008). No contexto evolutivo dos cromossomos sexuais, esta
técnica ja foi utilizada em algumas pesquisas, com peixes (CIOFFI et al., 20112,
2001b), roedores (MARCHAL et al., 2004), marsupiais (GLAS et al., 1999), ornitorrinco
(GRUTZNER et al., 2004), tartarugas (GRAVEZ; SHETTY, 2001) e em insetos (PITA
et al., 2016). Contudo, nenhum estudo com este contexto foi realizado em Coleoptera.

A partir disso, tornam-se necessarios estudos relacionado a grupos
especificos, principalmente em insetos, que h& pouco conhecimento em relacéo aos
cromossomos sexuais. Um grupo interessante para realizar estes estudos é
Coleoptera, pois tem diversos sistemas de cromossomos sexuais, desta forma, esta
técnica poderia revelar quais processos estiveram envolvidos na evolugdo e
diferenciacdo destes cromossomos no grupo. Assim, a técnica de WCP pode ser
utilizada para entender a evolucdo dos cromossomos sexuais em Oedionychina
(Alticinae, Oedionychini), os quais contém 0s interessantes cromossomos sexuais
gigantes. Pesquisas recentes mostram que eles possuem grande acumulo de
elementos repetitivos em suas sequéncias, e que possivelmente estdo envolvidas no
aumento destes cromossomos sexuais (MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014
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ROSOLEN et al., 2018), tornando-o0s, interessante para estudos evolutivos. Visto que
ainda ndo esta muito claro como ocorreu a evolucdo dos cromossomos sexuais e qual

o papel dos DNA repetitivos na evolucao deles.

1.5 DNA MITOCONDRIAL (MITOGENOMA)

O Genoma mitocondrial (mtDNA) de insetos é a sequéncia mais abundante
no GenBank. Este genoma em inseto foi sequenciado pela primeira vez em Drosohila
sp, em 1985, apos isso, aumentou cada vez mais a quantidade de dados referente a
este genoma (CAMERON, 2014). O mtDNA é uma molécula circular presente na
mitocondria dos eucariotos, possui algumas caracteristicas particulares, como
estrutura genética simples, heranca materna, muitas cépias e ndo possuem introns
(SONG et al., 2017). Estes dois ultimos, facilitando a montagem do genoma apés o
sequenciamento.

O DNA mitocondrial geralmente possui 15-20 kb, contendo 37 genes, destes,
13 genes codificadores de proteinas (PCGs), 2 genes de RNAs ribossomais (rRNA),
22 RNAs transportadores (tRNA), e uma variedade de estruturas ndo codificantes
(BOORE, 1999, CAMERON, 2014). Podendo haver espécies que diferem desta
organizacdo genémica (YANG et al., 2017), contudo, a organizacdo dos genomas
mitocondriais, sdo altamente conservadas nos taxons.

A montagem do mtDNA tem sido muito utilizada, visto que a obtencdo de
genomas mitocondriais via NGS tem sido cada vez mais possivel devido ao baixo
custo. Assim, sendo utilizado para realizar diversos tipos de analises, como: descricao
do mtDNA de uma espécie (WANG, et al., 2019, XIE et al., 2020), que posteriormente
ajuda a entender tragos evolutivos e realizar inferéncias filogenéticas dos grupos (NIE
et al., 2018, NIE et al., 2020) e estudos de biodiversidade (GOMEZ-RODRIGUES et
al., 2015).

Com base nisso, 0os genomas mitocondriais podem resolver diversas
problematicas taxonémicas em diversos grupos, por serem considerados muito mais
informativos em comparacdo com métodos convencionais e fragmentos de genes
nucleares ou mitocondriais (SONG et al., 2017), principalmente em Coleoptera, onde
ha diversas relacbes filogenéticas incertas. Diversos estudos para resolver as

relacdes filogenéticas em Chrysomelidae ja foram realizadas, alguns utilizando dados
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morfologicos (CHABOO 2007; LINGAFELTER; KONSTANTINOV 1998), enquanto
outros utilizam dados de genes nucleares ou fragmentos do DNA mitocondrial
(GOMEZ-ZURITA et al., 2005; MATSUMURA et al., 2014). Alguns autores ja utilizam
dados genémicos de mMtDNA para realizar inferéncias evolutivas (GOMEZ-
RODRIGUES et al., 2015; NIE et al., 2018, NIE et al., 2020; SONG et al., 2017).
Contudo, ainda ha diversas relacdes filogenéticas incertas em Chrysomelidae.
Apesar da utilidade dos mtDNA, ainda ha poucas descri¢cfes, visto que €
necesséria uma gama de dados para realizar inferéncias evolutivas e comparacdes
entre as espécies, assim, é necessario realizar mais descricdes do mtDNA, para
aumentar a quantidade desta sequéncia nos bancos de dados e com isso dar suporte
para diversas pesquisas (SONG et al., 2017). Um dos grupos que podem se beneficiar
do aumento de dados referente ao mtDNA, sao os Alticinae, estes que sdao uma
subfamilia dentro de Chrysomelidar, que possui diversas relacbes filogenéticas
incertas, sendo estes classificados em diversos niveis taxondmicos a partir de
andlises morfologicas e moleculares (FARRELL,1998; FARRELL; SEQUEIRA, 2004;
GE et al,, 2012; GOMEZ-ZURITA et al., 2008, NIE et al., 2018; NIE et al., 2020,
SEENO; WILCOX, 1982; SUZUKI, 1985). Assim, a descricdo do mtDNA de O.
octoguttata pode auxiliar nas analises relacionadas a este grupo, visto que a partir do

genoma mitocondrial pode ser realizado analises comparativas e filogenéticas.
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2 JUSTIFICATIVA

Os Alticinae representam uma subfamilia com grande importancia econémica
e ecoldgica, por conter espécies consideradas pragas agricolas, ou importantes para
controle biologico e para identificacdo de degradacdo ambiental. Podem ser
considerados modelos para estudos evolutivos, eles contém grande diversidade de
cromossomos sexuais, sendo encontrando cerca de 18 tipos, sendo estes: Xyp,
neoXY, Xy, XY, X+Y, X+y, X+ny, X1+X2, nXnY, XpneoXneoYp, X, Xyy, X1X2Y, XXYY,
Xyr, X1Y+nX, Xy+Y e X+ny e 0s intrigantes cromossomos sexuais gigantes da
subtribo Oedionychina.

Estudos anteriores relataram marcacoes distintas de heterocromatina nestes
sexuais gigantes, diferenciando a posi¢cdo em algumas espécies. Além disso, foi
demonstrado que possuem muito DNA repetitivo. Com isso, por ainda haver
discussbes em relacdo a evolucdo dos cromossomos sexuais em insetos, e a maioria
das analises citogenéticas de Coleoptera ter sido convencional, distinguindo apenas
o tipo de determinacdo sexual e nimero de cromossomos sexuais, € importante
utilizar métodos mais sofisticados para conhecer a diferenciacdo destes
Cromossomos.

Assim, utilizando a técnica de pintura cromossémica (WCP) em algumas
espécies de Oedionychina, pode-se realizar inferéncias de como 0S cromossomos
sexuais se distinguem, com caracteristicas semelhantes e diferentes entre eles. Além
disso, poder levantar hipoteses de como ocorreu a diferenciacdo e evolucdo dos
Cromossomos sexuais do grupo.

Visto que O. octoguttata possui grande quantidade de elementos repetitivos e
Cromossomos sexuais gigantes, a analise da composicédo do genoma, com enfoque
nos SatDNA poderia ajudar a compreender este genoma diferenciado e com analises
in silico da composicéo e tipos de SatDNA, futuras pesquisas utilizando hibridactes e
analise dos SatDNA, podem ser mais focados aos que serdo encontrados neste
trabalho. Adicionalmente, a analise entre o genoma masculino e feminino, podera
contribuir para compreender melhor a evolucdo dos SatDNA e podera identificar

possivelmente sequéncias especificas do sexo e em cromossomo sexual especifico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente projeto tem como objetivo entender o processo de diferenciacéo e
evolucdo dos cromossomos sexuais em espécies do género Omophoita por meio da

comparacao e diferenciagdo gendmica e cromossomica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar o grau de similaridade entre os cromossomos sexuais de Omophoita
a partir das sondas dos cromossomos sexuais (X e Y);

e Inferir sobre a homeologia, utilizando a hibridagéo cruzada com sonda dos
cromossomos sexuais de O. octoguttata em outras espécies do género;

e Verificar o grau de semelhanca gendmica entre os sexos de O. octoguttata a
partir da técnica de CGH;

e Comparar o genoma das espécies de Omophoita para verificar o grau de
semelhanca entre os genomas;

e Propor os possiveis mecanismos envolvidos no processo de diferenciacéo e
evolucao dos cromossomos sexuais em Oedionychina;

e Descrever o conjunto de DNA satélite (satelitoma) de O. octoguttata;

e Comparar o satelitoma entre os sexos de O. octoguttata;

e Montar o genoma mitocondrial de Omophoita octoguttata.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANALISES CITOGENETICAS

4.1.1 Coleta, preparacéo citologica e hibridagéo in situ fluorescente

Espécies do género Omophoita (Omophoita octoguttata, Omophoita
personata, Omophoita sexnotata e Omophoita magniguttis) (Figura 4.1) foram
coletadas na regido de Ponta Grossa — PR (25°07°10” S e 49°56°24” W), por meio da
coleta manual utilizando puca. As espécies foram coletadas com a autorizacdo do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, Instituto
Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade — ICMBio MMA / IBAMA / SISBIO,
namero 15402 e 0 acesso ao patrimoénio genético cadastrado no Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado com o
codigo ABE8B7D, no Ministério do Meio Ambiente. Os besouros foram dissecados

seguindo a metodologia descrita por Almeida, Zacaro e Cella (2000).

Figura 4.1 Arvore de relagdes entre algumas espécies de Omophoita.

~

(5
Omophoita equestris \

o
7 ==

-

—9 Omophoita communis

Omophoita sexnotata | lJ .

Omophoita aequinoctialis A

| Omophoita magniguttis I ﬂ

Omophoita latitarsis

B!

Omophoita octoguttata elytralis L i/

Omophoita octoguttatal

ud
~ v
|

Omophoita personata E

Fonte: Figura retirada e modificada de Begha, 2021.
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4.1.2 Microdisseccao e amplificacéo

Os cromossomos sexuais (X e Y) de Omophoita octoguttata foram
microdissectados em microscopio invertido (Olympus), equipado com microdissector
mecanico (Narishige) com agulhas de vidro, capilar, com pontas de aproximadamente
0,5-0,7um. ApoOs a microdisseccdo, a ponta da agulha contendo o material
cromossOmico foi quebrada no interior de um microtubo, onde foi realizada uma
primeira reacdo de DOP-PCR ou de amplificacdo do genoma.

As reacdes de DOP-PCR seguiram o procedimento descrito por Telenius et
al. (1992), com algumas modificagdes. O procedimento consiste de 20 ul de reacao
de PCR (tampéo 2X = 100 mM KCI, 20 mM Tris-HCI, 0,2% de Triton-X, 3 mM MgClI2;
500 uM dNTP; 2,5 uM de primer 5-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3 — DOP =
degenerated oligonucleotide primer - e 2 U de Taq polimerase). O programa de PCR
consistiu de 10 ciclos de 94°C por 1,5 min, 30°C por 3 min, e 72°C por 4 min, seguidos
por 30 ciclos de 94°C por 1,5 min, 56°C por 1,5 min, e 72°C por 1,5 min. Os produtos
foram checados em gel de agarose 2%, aliquota 3ul do primeiro produto de PCR e
procedeu uma nova reacdo de amplificacdo num volume final de 50ul (tampé&o Taq
polimerase 1X = 2 mM MgCI2, 200 uM dNTP, 3 ul DOP primer 6WM = 5'-
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3’ (100uM) e 2 unidades de Tag polimerase), de
acordo com as seguintes condi¢des: 30 ciclos a 90°C por 1,5 min, 56°C por 1,5 min e
72°C por 1,5 min. Checar o produto de PCR em gel de agarose 2%.

Para a extracao de DNA, foi utilizado o protocolo de Bruford et al. (1980), com
algumas modificaces. O DNA foi extraido por meio de maceracédo, utilizando-se
cabeca, pronoto e fémur do inseto. Apds a extracdo do DNA de cada espécie
analisada, foi realizada a técnica de COT-1 DNA, pelo método de COt-1 PCR. Esta
teve como finalidade ser usada como competidor/bloqueador das sequencias

altamente repetitivas do genoma para a hibridagéo da sonda de O. octoguttata.
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4.2 HIBRIDACAO IN SITU

4.2.1 Sondas para Hibridizagcdo Comparativa de Genomas (CGH)

Trés experimentos foram planejados para a comparacdo do DNA gendémico
(gDNA) de espécies de Omophoita, utilizando como base os cromossomos meiéticos
de O. octoguttata. Para isso, o gDNA de O. octoguttata, O. personata e O. sexnottata
foram extraidos pelo protocolo Bruford et al. (1980), com algumas modificagbes. O
DNA foi extraido utilizando-se cabeca, pronoto e fémur do inseto. Em todos os
ensaios, o gDNA derivado de machos de O. octoguttata foi marcado diretamente com
Atto550 (fluorescéncia na cor vermelho) utilizando um kit de Nick-Translation (Jena
Bioscience, Jena, Alemanha), enquanto o gDNA de O. personata e O. sexnottata
também foram marcados via Nick-Translation (Jena Bioscience, Jena, Alemanha),
mas com Atto488 (fluorescéncia na cor verde). O mix final de hibridizacdo foi
composto de 500ng do gDNA de O. octoguttata, acrescido de 500 ng do gDNA de
uma das espécies descritas acimas. Para todos os experimentos, sequéncias
repetitivas foram bloqueadas utilizando 30 pg de Cot-1 DNA, preparado conforme
Zwick et al. (1997), correspondendo a 15 pg de cada espécie hibridizada. O conjunto
dos gDNAs e do Cot-1 DNA foi dissolvido em 20 pL do tampéo de hibridizacdo
(formamida 50%, 2x SSC, SDS 10%, sulfato dextrano 10% e tampao Denhardt pH
7.0).

4.2.2 Sonda e FISH para Pintura Cromossomica (WCP)

Os experimentos de pintura cromossomica utilizaram a sonda derivada do
cromossomo X e Y de O. octoguttata. Dezesseis copias de cada cromossomo foram
isoladas por microdisseccdo e amplificadas segundo Yang et al. (2009). A marcagao
do cromossomo X foi realizada com Atto550 (fluorescéncia vermelha) e o cromossomo
Y com Atto488 (fluorescéncia na cor verde) em uma Reacéo de Polimerase em Cadeia
com primer degenerado de oligonucleotideos (DOP-PCR), utilizando 1 ul do produto
primeiramente amplificado como DNA molde (Yang et al., 2009). O procedimento de

hibridizacdo e lavagem seguiu as condi¢Oes de alta estringéncia (Yano et al., 2017).
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4.2.3 Hibridizac&o Fluorescente In Situ (FISH) para CGH

Os experimentos de CGH seguiram o protocolo de Symonova et al. (2015)
com pequenas modificacfes. As laminas contendo cromossomos meiéticos foram
envelhecidas por 1h a 60 °C e tratadas com RNAse A (20 pg/ml; 90 min a 37 °C),
seguido do tratamento com Pepsina (Pepsina 2%, HCI 0.2 M, e H20 MiliQ por 20 min
a 37 °C). Os cromossomos foram desnaturados em formamida 75% diluida em 2x
SSC a 72 °C por 3 min. As sondas foram desnaturadas em termociclador a 86 °C por
10 min, resfriadas a 4 °C por 2 min e pré-hibridizadas com DNA altamente repetitivo,
provindo da técnica de Cot-1 DNA a 37 °C por 1h. Esta etapa € essencial pois permite
a hibridacdo do Cot-1 DNA a sonda, realizando um bloqueio efetivo das sequéncias
repetitivas. O mix de hibridizacao foi aplicado as laminas e estas foram incubadas a
37 °C em camara umida por dois dias. Hibridizacdes néo especificas foram removidas
por duas lavagens a 65 °C em 1x SSC sob agitacdo por 5 min, uma lavagem em 4x
SSC/Tween por 5 min também em agitagéo e, por fim, lavagem em 1x PBS por 1 min.
Os cromossomos foram corados com DAPI (1.2 pg/ml) montado em solucéao antifade
(Vector, Burlingame, CA, USA).

4.3. ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

4.3.1 Sequenciamento

Foram utilizados dois exemplares da espécie Omophoita octoguttata para a
realizacdo do sequenciamento de nova geracao (NGS), um individuo macho e uma
fémea, coletados manualmente na regido de Itaiacoca — PR — Brasil (25°07’10” S e
49°56’24” W), ambos depositados no acervo do Laboratorio de Genética e Evolucdo
(LabGEv) na Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Para a extragcdo de DNA foi utilizado o protocolo de Bruford et al. (1980), com
algumas modificacdes. O DNA foi extraido por meio de maceracgdo utilizando-se
cabeca, pronoto e fémur do inseto. O genoma total foi enviado para a empresa BGI
Genomics para realizacdo do sequenciamento. O genoma completo foi sequenciado
utilizando baixa cobertura, com a plataforma DNBseq sob comprimento de leitura 150
pb, as sequéncias foram limpas e os adaptadores removidos (CHEN et al., 2018).
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4.3.2 Montagem do genoma mitocondrial

O resultado do sequenciamento foi analisado utilizando a pipeline do FastQC,
as amostras foram pré-processadas utilizando a pipeline do Trimmomatic (BOLGER;
LOHSE e USABEL, 2014). Para montagem da sequéncia do genoma mitocondrial de
O. octoguttata, foi utilizado a pipeline do get organelle (Jin et al., 2020), utilizando
como referéncia 0 genoma mitocondrial completo das espécies: Omophoita sp.
(MG021084), Oedionychus cinctus (MF979909), Altica viridicyanea (NC_048472),
Agasicles hygrophila (NC_028332), Altica cirsicola (NC_042876), retirado do
Genbank. Para a anotacdo do genoma foi utilizado o servidor MITOS2 (DONATH et
al., 2019) seguindo os parametros Referéncia: RefSeq 63 Metazoa, codigo genético:
5 invertebrados. Para identificacdo dos tRNAs foram utilizados os servidores MITOS2
(DONATH et al.,, 2019), ARWEN (LASLETT; CANBACK, 2008), seguindo os
parametros padrédo e tRNAscan-SE 2.0 (CHAN; LOWE, 2019). Para verificar o valor
de viés AT/GC, foi calculado de acordo com PERNA e KOCHER, 1995): Viés AT = [A-
T] / [A+T] e viés GC = [G-C] / [G+C]. As andlises de composi¢cdo e RSCU foram
realizadas manualmente em MEGA 11 (TAMURA, STECHER e KUMAR, 2021), o
mapa do genoma foi ilustrado utilizando CG view (GRANT; STOTHARD, 2008). Para
identificar elementos repetidos em tandem foi utilizado o programa Tandem repeat
finder (TRDB) (BENSON, 1999) utilizando os parametros basicos.

4.3.3 Montagem do satelitoma

Para realizar andlise in silico dos satDNA foram utilizadas as ferramentas
RepeatExplorer e Tandem Repeat analyzer (TAREAN), que estdo presentes na
plataforma Galaxy para uso publico (NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2010; NOVAK;
NEUMANN; PECH, 2013) e o protocolo de bioinformética SatMiner, descrita por Ruiz-
Ruano et al. (2016) (https://gitlab.com/fjruizruano/satminer/-
/blob/master/README.md) para ambas as bibliotecas, macho e fémea, seguindo a
descricéo de Utsunomia et al.(2019).

Foi realizado analise de qualidade das sequéncias com o Trimmomatic
(BOLGER; LOHSE; USABEL, 2014) selecionando reads par a par com Q>20 para
todos os nucleotideos. Em seguida, foi selecionado aleatoriamente 2 x 200.000 reads


https://gitlab.com/fjruizruano/satminer/-/blob/master/README.md
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para macho e fémea, adicionando sufixo nos sexos referente ao tipo cromossémico
(XX para fémea e XY para macho), apés isto, as reads de macho foram concatenadas
com as reads de fémea. Em seguida foi realizada anélise dos clusters com estrutura
tipica de satDNA utilizando o RepeatExplorer2 (NOVAK et al., 2013) e TAREAN
(NOVAK et al., 2017) (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy) com 2 x 400.000
reads, apos isto, foi realizado o dowload dos putativos satDNA de baixa e alta
confianga. Os contigs identificados pelo RepeatExplorer2 foram filtrados das
bibliotecas originais utilizando o software DeconSeq (SCHMIEDER; EDWARDS,
2011). O restante das sequéncias foram clusterizada em RepeatExplorer2, do qual foi
duplicado o numero de reads na segunda corrida (2 x 400.000 reads para macho e
fémea), gerando 2 x 800.000 reads. Foi repetido este processo de agrupamento e
filtragem até que nenhuma nova sequéncia de satDNA fosse encontrada, mantendo
0 numero de leituras a cada iteracao.

Apos a mineracdo dos satDNA, foi realizada uma busca de homologia entre
as sequéncias dos putativos satDNA encontrados, agrupando como variantes, familia
e superfamilia se a homologia for maior que 95%, 80% e 40% respectivamente. Foi
realizado analise de abundancia e divergéncia de cada variante de macho e fémea
utilizando o software RepeatMasker (SMIT; HUBLEY; GREEN, 2017), foi realizado a
estimativa de abundéancia de cada satDNA no genoma masculino (XY) e feminino (XX)
com base no nimero de nucleotideos alinhados dentro do niumero de leituras totais.
Os satDNA foram nomeados seguindo a descricdo de Ruiz-Ruano et al. (2016). Foi
realizado busca via BLAST no banco de dados GenBank para verificar se havia

sequéncias de satDNA parecida depositada no banco de dados.


https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy
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5 RESULTADOS

Os resultados foram divididos em capitulos, correspondentes a artigos

cientificos.

5.1 ARTIGO 1 - DIVERGENCIA GENOMICA E CROMOSSOMICA ENTRE OS
CROMOSSOMOS SEXUAIS GIGANTES DE ESPECIES DE Omophoita
(COLEOPTERA, CHRYSOMELIDAE, ALTICINAE)

RESUMO

Oedionychina é o Unico grupo de insetos que apresenta cromossomos sexuais
gigantes. Apesar de apresentarem caracteristicas conservadas em numero diploide e
estrutura do cariotipo, os cromossomos de Oedionychina podem ser diferenciados por
técnicas citogenéticas, como bandamentos e mapeamento da distribuicdo de DNAs
repetitivos, principalmente se comparado o padrdo de marcacdo nos cromossomos
sexuais. Este trabalho teve como objetivo de verificar a similaridade entre os
cromossomos sexuais X e Y de espécies de Omophoita por Pintura Cromossdémica
Total (WCP) e evidenciar a diferenciagcdo gendmica entre essas espécies por
Hibridizacdo Gendmica Comparativa (CGH). Assim, utilizando cromossomos
meidticos de Omophoita octoguttata (X+Y) para realizar a WCP e comparamos seu
genoma com o de espécies irmas (O. personata e O. sexnottata) por meio da CGH,
além de investigar a diferenca gendmica entre machos e fémeas. Este € o primeiro
trabalho utilizando CGH e Pintura Cromoss6mica realizado em Coleoptera, até o
momento. Os resultados de CGH interespecifico demonstrou que as espécies
possuem alto grau de divergéncia de sequéncia especificas entre as espécies.
Contudo, a comparacdo gendmica entre 0s sexos, mostrou que ha apenas uma regiao
no cromossomo Y apresenta sequéncias sexo especificas, demonstrando que os
cromossomos sexuais (X+Y) apresentam alto grau de homologia em O. octoguttata,
sendo estes resultados confirmados por pintura cromossémica intra e interespecifica.

Palavras chave: DNA repetitivo. CGH. WCP. Insetos.

ABSTRACT

Oedionychina is the only group of insects with giant sex chromosomes. Despite having
conserved characteristics in diploid number and karyotype structure, the
chromosomes of Oedionychina can be differentiated by cytogenetic techniques. Some
of these techniques are banding and mapping of the distribution of repetitive DNAs,
particularly comparisons with patterns of marks on sex chromosomes. This work aimed
to verify the similarity between the X and Y sex chromosomes of Omophoita species
by Total Chromosome Painting (WCP) and to evidence the genomic differentiation
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between these species by Comparative Genomic Hybridization (CGH). Thus, using
meiotic chromosomes of Omophoita octoguttata (X+Y) to perform WCP, we compared
its genome with that of sister species (O. personata and O. sexnottata) by CGH, in
addition to investigating the genomic difference between males and females. This is
the first work using CGH and chromosome painting in Coleoptera to date. The
interspecific CGH results demonstrated that the species have a high degree of
sequence-specific divergence between species. However, the genomic comparison
between the sexes showed that there is only one region on the Y chromosome with
sex-specific sequences, demonstrating that the sex chromosomes (X+Y) have a high
degree of homology in O. octoguttata, and these results were confirmed by intra- and
interspecific chromosome painting.

Key words: Repetitive DNA. CGH. WCP. Insects.

INTRODUCAO

A ordem Coleoptera € o grupo mais diversos da classe Insecta, com
aproximadamente 380.000 espécies (BOUCHARD et al., 2017), agrupadas em 5
subordens; Protocoleoptera (extinta), Archenostemata, Myxophaga, Adephaga e
Polyphaga, esta ultima possuindo a maior diversidade dentre elas (SLIPINSKI et al.,
2011). O taxon mais representativo de Polyphaga, sdo os Chrysomelidae, conhecidos
como besouros folha (leaf beetle), que possuem 12 subfamilias, com 2.100 géneros,
e aproximadamente 63.000 espécies (HADDAD; MACKENNA, 2016; NIE et al., 2019;
SEKERKA et al., 2020; SLIPINSKI, 2011). Dentre as subfamilias de Chrysomelidae,
Alticinae é o grupo mais diversos da regido Neotropical, possuindo cerca de 200
espécies endémicas da América do Sul (JOLIVIET et al., 1988; SEENO; WILCOX,
1982).

A diversidade de Coleoptera ndo esta presente apenas em numero de
espécies, mas também em sua diversidade cariotipica. Cerca de 4.800 espécies foram
analisadas citogenéticamente (BLACKMON et al., 2015a) e a variagdo no numero
diploide foi de 2n=4 (Chalcolepidius zonatus) (FERREIRA et al., 1984) a 2n=72
(Xanthogaleruca luteola) (LORITE et al., 2002). Com base na citogenética de
Coleoptera até o momento, é considerado que dentre toda esta variabilidade, o
namero diploide basal seja 2n=20=911+Xyp (CROWSON, 1981; SMITH, 1951; VIRKKI,
1970).
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Um taxon que tem sido analisado citogenéticamente, sdo os Oedionychina
(Alticinae, Oedionychini), que apesar da variabilidade cariotipica encontrada em
Coleoptera, apresentam cariotipo conservado, na maioria das espécies, possuindo
namero diploide 2n=22=1011+X+y (ALMEIDA, CAMPANER; CELLA, 2006; 2009;
ALMEIDA et al., 2010; AZAMBUJA et al., 2019; VIRKKI, 1970, 1988; WOLSKI et al.,
2021). Analises citogenéticas utilizando métodos tradicionais e mapeamento dos
clusters ribossomais rDNA 45S e rDNA 5S em Oedionychina, tém demonstrado pouca
variabilidade entre as espécies (ALMEIDA; CAMPANER; CELLA, 2006, 2009;
ALMEIDA et al., 2010, AZAMBUJA et al., 2019; VIRKKI, 1983; VIRKKI; DENTON,
1987;). Por outro lado, quando se compara padréo da localizacdo da heterocromatina
constitutiva (ALMEIDA; CAMPANER; CELLA, 2006, 2009; GOLL etal., 2018; MELLO;
VICARI; ALMEIDA, 2014; VIRKKI, 1983), DNAs altamente repetitivos e elementos
transponiveis (MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014, ROSOLEN et al.,, 2018) é
evidenciado que as espécies do grupo possuem diferengcas moleculares em seu
cariétipo. As diferencas moleculares encontradas em Oedionychina foram
demonstrados principalmente na comparacdo entre cromossomos sexuais, que
possuem padrdes de bandamento C (ALMEIDA; CAMPANER; CELLA, 2006, 2009;
GOLL et al., 2018; MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014; VIRKKI, 1983) e de localizagao
de DNA repetitivo (MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014; ROSOLEN et al., 2018)
diferente entre as espécies analisadas.

O sistema de determinacao sexual basal em Coleoptera, Chrysomelidae e
Alticinae, é o sistema cromossémico Xyp, onde o cromossomo X é grande em relacéo
ao y e ficam na conformacéao de “paraquedas” durante e meiose | (CROWSON, 1981,
SMITH, 1951; VIRKKI, 1970), mas Coleoptera, apresenta outros sistemas de
Cromossomos sexuais, sistemas aquiasmaticos e quiasmaticos (SMITH; VIRKKI,
1978; PETITPIERRE et al., 1988). Dentre as deriva¢gdes dos tipos de cromossomos
sexuais encontrado em Coleoptera, Oedionychina possui cromossomos sexuais
gigantes, denominados assim devido ao seu tamanho muito maior em comparagao
com 0s autossomos, caracteristica exclusiva de Oedionychina em relacéo a todos os
insetos, até o momento (ALMEIDA; CAMPANER; CELLA, 2006, 2009; ALMEIDA et
al., 2010; VIRKKI, 1970; VIRKKI, 1983; VIRKKI; DENTON, 1987).

As informagfes quanto ao processo evolutivo dos cromossomos sexuais

gigantes em Oedionychina é escassa. Analises prévias utilizando citogenética, tem
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inferido que estes cromossomos sexuais podem ter sofrido diversos rearranjos
cromossOmicos e a insercdo e amplificacdo de DNAs repetitivos, que podem ter
auxiliado na perda de homologia entre os cromossomos sexuais, 0s tornando
assinapticos e fazendo eles aumentar em tamanho (ALMEIDA; CAMPANER; CELLA.,
2009; MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014; ROSOLEN; VICARI; ALMEIDA, 2018). Com
isso, para entender melhor o processo evolutivo e surgimento destes cromossomos
sexuais gigantes, o presente trabalho buscou verificar a similaridade entre os
cromossomos sexuais X e Y de espécies do género Omophoita (O. octoguttata, O.
sexnotata, O. maganiguttis e O. personata) por meio da Pintura Cromossdmica Total
(WCP). E, além disso, evidenciar a diferenciacdo genbmica entre as espécies por
Hibridizagdo Gendmica Comparativa (CGH), para posteriormente realizar inferéncias

sobre a evolucdo destes cromossomos sexuais.

MATERIAL E METODOS

Individuos das espécies O. octoguttata, O. sexnotata, O. magniguttis e O.
personata foram coletados na regido de Itaiacoca — PR — Brasil (25°07°10” S e
49°56’24” W) e depositados no acervo do Laboratério de Genética e Evolucdo
(LabGEv) na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). As espécies foram
coletadas com a autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis, Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade —
ICMBio MMA / IBAMA / SISBIO, nimero 15402 e o acesso cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado com o cédigo ABE8B7D, no Ministério do Meio Ambiente.Os cromossomos
meidticos foram obtidos a partir dos testiculos dos besouros, seguido Almeida, Zacaro
e Cella (2000).

Sondas para Hibridizagdo Comparativa de Genomas (CGH)

Trés experimentos foram planejados para a comparacdo do DNA gendémico
(gDNA) de espécies de Omophoita, utilizando como base os cromossomos meiéticos

de O. octoguttata. Para isso, o gDNA de O. octoguttata, O. personata e O. sexnottata
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foram extraidos pelo protocolo Bruford et al. (1980), com algumas modificacdes. O
DNA foi extraido utilizando-se cabeca, pronoto e fémur do inseto. Em todos os
ensaios, o0 gDNA derivado de machos de O. octoguttata foi marcado diretamente com
Atto550 (fluorescéncia na cor vermelho) utilizando um kit de Nick-Translation (Jena
Bioscience, Jena, Alemanha), enquanto o gDNA de O. personata e O. sexnottata
também foram marcados via Nick-Translation (Jena Bioscience, Jena, Alemanha),
mas com Atto488 (fluorescéncia na cor verde). O mix final de hibridizacdo foi
composto de 500ng do gDNA de O. octoguttata, acrescido de 500 ng do gDNA de
uma das espécies descritas acimas. Para todos 0s experimentos, sequéncias
repetitivas foram bloqueadas utilizando 30 pg de Cot-1 DNA, preparado conforme
Zwick et al. (1997), correspondendo a 15 pg de cada espécie hibridizada. O conjunto
dos gDNAs e do Cot-1 DNA foi dissolvido em 20 pL do tampéo de hibridizacao
(formamida 50%, 2x SSC, SDS 10%, sulfato dextrano 10% e tampéo Denhardt pH
7.0).

Sonda e FISH para Pintura Cromossémica (WCP)

Os experimentos de pintura cromossdmica utilizaram a sonda derivada do
cromossomo X e Y de O. octoguttata. Dezesseis cOpias de cada cromossomo foram
isoladas por microdisseccdo e amplificadas segundo Yang et al. (2009). A marcacgao
do cromossomo X foi realizada com Atto550 (fluorescéncia vermelha) e o cromossomo
Y com Atto488 (fluorescéncia na cor verde) em uma Reacéo de Polimerase em Cadeia
com primer degenerado de oligonucleotideos (DOP-PCR), utilizando 1 pl do produto
primeiramente amplificado como DNA molde (Yang et al., 2009). O procedimento de

hibridizacdo e lavagem seguiu as condi¢Ges de alta estringéncia (Yano et al., 2017).

Hibridizac&o Fluorescente In Situ (FISH) para CGH

Os experimentos de CGH seguiram o protocolo de Symonova et al. (2015)
com pequenas modificacbes. As laminas contendo cromossomos meioticos foram
envelhecidas por 1h a 60 °C e tratadas com RNAse A (20 pg/ml; 90 min a 37 °C),
seguido do tratamento com Pepsina (Pepsina 2%, HCI| 0.2 M, e H20 MiliQ por 20 min

a 37 °C). Os cromossomos foram desnaturados em formamida 75% diluida em 2x
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SSC a 72 °C por 3 min. As sondas foram desnaturadas em termociclador a 86 °C por
10 min, resfriadas a 4 °C por 2 min e pré-hibridizadas com DNA altamente repetitivo,
provindo da técnica de Cot-1 DNA a 37 °C por 1h. Esta etapa € essencial pois permite
a hibridacdo do Cot-1 DNA & sonda, realizando um bloqueio efetivo das sequéncias
repetitivas. O mix de hibridizac&o foi aplicado as laminas e estas foram incubadas a
37 °C em camara umida por dois dias. Hibridizactes néo especificas foram removidas
por duas lavagens a 65 °C em 1x SSC sob agitacdo por 5 min, uma lavagem em 4x
SSC/Tween por 5 min também em agitagéo e, por fim, lavagem em 1x PBS por 1 min.
Os cromossomos foram corados com DAPI (1.2 pg/ml) montado em solucao antifade
(Vector, Burlingame, CA, USA).

RESULTADOS

Pintura cromossémica dos cromossomos sexuais (WCP)

A pintura cromossOmica foi realizada utilizando como sonda 0s cromossomos
sexuais (X e Y) de O. octoguttata, que foram hibridados em células mei6ticas de O.
octoguttata, O. personata, O. sexnotata e O. magniguttis. A pintura cromossdémica
realizada em cromossomos meiéticos da prépria espécie apresentou hibridacdo com
0S Cromossomos sexuais e alto grau de semelhangca dos cromossomos sexuais com
regides dos autossomos, principalmente marcacdes com a sonda do X. Além disso, o
cromossomo Y mostrou uma regido distal sexo-especifica (Figura 5.2). A hibridacao
interespecifica utilizando a sonda dos cromossomos sexuais de O. octoguttata em O.
personata, O. sexnotata e O. magniguttis, apresentou padrbes de marcacao
semelhantes a hibridagcéo intraespecifica, mostrando marcacdes nos autossomos e
nos cromossomos sexuais (Figura 5.3 b - d). Assim, os cromossomos sexuais de O.
octoguttata possuem sequéncias compartilhadas entre as espécies, nos autossomos
e nos sexuais. No entanto, a regido sexo-especifica do Y nao foi observada nessas

espécies.
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Hibridizacdo Comparativa de Genomas Interespecifica

A comparacao interespecifica utilizando o genoma de O. personata e O.
sexnotata, mostrou alto grau de divergéncia entre o conteddo gendémico destas
espécies com o contetdo de O. octoguttata. A hibridacdo do gDNA de O. personata
nos cromossomos de O. octoguttata evidenciou alto grau de divergéncia. No entanto,
algumas regibes demonstram homeologia entre os genomas, em 4 pares
autossomicos, em duas pequenas regides do bracgo curto do cromossomo Y, uma na
regido distal e outra na regido proximal, e outra na regido intersticial do braco longo
do cromossomo Y (Figura 5.1a-d). O gDNA de O. sexnotata em células meidticas de
O. octoguttata evidenciou alto grau de divergéncia genémica entre as espécies, porém
com padrdo de homologia diferente daquele encontrado na hibridagdo entre O.
personata e O. octoguttata. A regido com sobreposi¢cdo que demonstra homeologia
ocorreu em dois pares autossémicos de O. octoguttata e na regido que se estende do

centrébmero a regido pericentromérica do cromossomo X (Figura 5.1e-h).

Hibridacdo Genémica Comparativa intraespecifica

A comparacao entre o genoma de macho e fémea por CGH, mostrou uma
grande semelhanca entre ambos, porém com uma pequena regido sexo-especifica no
braco longo do cromossomo Y (Figura 5.2). Nas demais regides do genoma, ocorreu
sobreposicao da hibridacdo, demonstrando sequéncias compartilhadas entre os

Sexos.
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Figura 5.1 Metafases de A. O. octoguttata (metafase mitética); B. O, sexnotata (metafase [); C. O.
personata (metafase |); D. O. magniguttis (metafase mitética) hibridados com sondas dos cromossomos
sexuais X (vermelho) e Y (verde) de O. octoguttata.

Figura 5.2 Metéfase espermatogonial de O. octoguttata hibridada com sondas produzidas a partir dos
cromossomos sexuais X e Y de O. octoguttata. Cromossomo Y (verde), cromossomo X (vermelho), na
flecha regido sexo especifica do cromossomo Y.
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Q. personata

G
Q. sexnotata

Figura 5.3 Metafases meiodticas de O. octoguttata submetidas a Hibridagdo Gendmica Comparativa
(CGH) interespecifica. A. e E. Cromossomos corados com DAPI; B. genoma de O. personata (verde);
C. genoma de O. octoguttata (vermelho); D. sobreposicdo da imagem com genoma de O. personata
com O. octoguttata. F. genoma de O. sexnotata (verde); G. genoma de O. octoguttata (vermelho); H.
sobreposi¢do da imagem com genoma de O. sexnotata com O. octoguttata. Flechas indicam as regifes
com hibridizacdo em conjunto entre os gDNAs das espécies.

Figura 5.4 Metafase meidtica de O. octoguttata submetidas a Hibridacdo Comparativa Genémica
(CGH) entre os genomas de macho (vermelho) e fémea (verde) de O. octoguttata. A e B. Células
mit6ticas marcadas com DAPI; B. Células mitéticas hibridadas com gDNA de fémea; F. células mitéticas
com sobreposicdo do DAPI e gDNA de fémea; C. Células mitoéticas hibridadas com gDNA de macho;
G. Células mitdticas com sobreposicdo do DAPI com gDNA de macho; D e H. Células mitéticas com
sobreposi¢cdo do DAPI + gDNA de macho e fémea; setas apontando regido sexo-especifico do macho.

DISCUSSAO

Os dados obtidos neste trabalho apresentam as primeiras descricdes
citogenéticas utilizando CGH e comparacao entre cromossomos sexuais utilizando
WCP em Coleoptera, até o0 momento. A pequena regiao de compartilhamento de
genoma entre as espécies analisadas por CGH reflete a sua relagédo filogenética
(BEGHA, 2021). Onde O. octoguttata compartilha mais regiées genémicas com O.

personata do que em relacdo ao genoma de O. octoguttata hibridado com o genoma
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de O. sexnotata, assim, O. octoguttata € mais proximo filogeneticamente de O.
personata, em relacdo a O. sexnotata.

Os dados a partir do CGH demonstraram pouca diferenca entre o genoma do
macho e da fémea de O. octoguttata e apenas uma pequena regidao do cromossomo
Y apresentou marcacdo do genoma do macho sexo-especifico. Analise da pintura
cromossomica utilizando sonda do cromossomo X e Y de O. octoguttata, hibridado na
propria espécie e em espécies proximas (O. personata, O. sexnotatta e O.
magnegutis) reforgou o resultado encontrado por CGH entre os sexos, demonstrando
pouca divergéncia molecular entre os cromossomos sexuais. OS cromossomos
sexuais de O. octoguttata apresentaram alta semelhanca entre eles, pois ocorreu co-
hibridacGes entre 0os cromossomos sexuais, na prépria espécie e em espécies
proximas. Este dado refor¢ca que os cromossomos sexuais de Omophoita possuem
grau de homeologia intra e interespecifico extremamente alto.

As andlises com hibridacdo gendmica e pintura cromossdmica em outros
insetos, tem demonstrado que 0S cromossomos sexuais possuem diferencas
gendmicas entre eles (CARVALHO, 2002; FRAISSE; PICARD; VICOSO, 2017; PITA
et al., 2014; PITA et al., 2016; SAHARA; YOSHIDO; TRAUT, 2012; ZRZAVA et al.,
2018). Esta diferenca pode ser devido a origem independente dos cromossomos
sexuais (PEASE, HAN, 2012, YOSHIDO et al., 2013; PITA et al., 2016) ou devido ao
processo de degeneracdo dos cromossomos heteromorficos, que auxilia na sua
diferenciacdo gendmica a longo prazo (CHARLESWORTH et al., 2005; NATRI et al.,
2019; OHNO, 1967; VICOSO, 2019). Assim, cromossomos sexuais que surgiram a
um periodo de tempo mais longo, podem exibir maior diferenca gendémica entre eles
(TRAUT et al., 1999).

No entanto, foram relatados em outros grupos, que Cromossomos sexuais
podem compartilhar sequéncias genémicas e possuir homeologia entre eles (DEON
et al., 2022; HEIJNICKOVA et al., 2021; SEMBER et al., 2018; YOSHIDO et al., 2020).
Assim, os resultados obtidos por CGH e da pintura cromossémica intra e
interespecifica ndo demonstraram diferengas moleculares entre 0os cromossomos
sexuais de Omophoita. Portanto, estes dados podem sugerir que 0S Cromossomos
sexuais de Omophoita evoluiram a partir de um mesmo par autossémico em comum,
pois diferentes espécies do género possuem o homeologia entre eles, ou seja,

possivelmente origem em comum, e que ainda nao ocorreu diferenciagdo gendmica
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entre 0s cromossomos sexuais. Porém, apesar da homeologia e semelhanca
molecular, pode ter ocorrido processos de inversdes pericéntricas e paracéntricas,
que diferiu estruturalmente os cromossomos sexuais, fazendo-os perder a homologia,
e com iSso serem assinapticos.

A diferenciacdo dos cromossomos sexuais ocorre de forma independente
entre 0s grupos de animais, e em insetos, 0s inumeros sistemas diferem no tipo de
morfologia dos cromossomos sexuais dentro de cada linhagem (KAISER;
BACHTROG, 2010) e Segundo Ohno (1967), sistemas de determinacdo sexual,
podem surgir diversas vezes durante o processo evolutivo das espécies. Com base
nisso, pode se presumir que Coleoptera possui um alto turnover de cromossomos
sexuais (BLACKMON et al., 2015), pois apesar da maioria das espécies apresentarem
sistema sexual Xyp, considerado basal em Coleoptera (SMITH; VIRKKI, 1978) ocorre
outras derivacOes deste sistema sexual (PETITPIERRE et al., 1988; SMITH; VIRKKI,
1978). Este surgimento de cromossomos sexuais, pode explicar a semelhanca
genOmica entre os cromossomos X e Y de Omophoita, visto que podem ser
Cromossomos sexuais surgidos recentemente, pois os Oedionychina sdo os Unicos
insetos que possuem este tipo de cromossomo sexual e é considerado que sua tribo
(Oedionychini) surgiu recentemente (BECHYNE; BECHYNE, 1966, VIRKKI, 1970).

Uma vez que o0s cromossomos sexuais de Omophoita sdo assinapticos
durante a meiose | (VIRKKI, 1970), o que afeta a recombinacgéo entre eles, acreditava-
se que sequéncias especificas do cromossomo X e Y seriam acumuladas. Contudo,
nao foi o que ocorreu, pois além de serem semelhantes, compartilham sequéncias
com os autossomos. Estes resultados podem ter sido obtidos devido a quantidade de
DNA repetitivo presente no genoma de Omophoita, pois, como demonstrado por
MELLO; VICARI; ALMEIDA (2014) e Rosolen, Vicari e Almeida (2018), as espécies
de Omophoita apresentam grande quantidade de DNA repetitivo, estes que sao
compartilhados entre os autossomos e entre ambos 0S cromossomos sexuais.

Os DNAs repetitivos tém exercido papel fundamental na evolugcdo dos
cromossomos sexuais de todos os grupos. Seu papel tem sido relacionado ao inicio
da diferenciagdo entre 0s cromossomos sexuais e assim a diminuicdo da
recombinacéo entre eles (OHNO, 1967; (CHARLESWORTH et al., 2005; NATRI et al.,
2019; FURMAN et al, 2020) e também a sua diferenciacdo morfologica
(MATSUNAGA, 2009). Assim, os DNAs repetitivos devem ter sido fundamental para
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a evolucao dos cromossomos sexuais gigantes de Oedionychina. Pois a formacéao dos
Cromossomos sexuais gigantes estad relacionada a processos de rearranjos
cromossémicos e acumulo de DNAs repetitivos (MELLO; VICARI; ALMEIDA, 2014;
ROSOLEN; VICARI; ALMEIDA, 2018). No entanto, o papel dos DNAs repetitivos em
Oedionychina pode estar relacionado a diferenciacdo entre eles antes da
diferenciacdo do grupo e ainda ser recente. Estas sequéncias repetitivas
possivelmente estdo relacionadas ao aumento dos cromossomos Ssexuais, pois
segundo Chalopin et al. (2015), antes dos cromosSsomos sexuais apresentarem
diferenca entre eles e baixo grau de homologia, ocorre o acumulo de sequencias
repetitivas e assim o crescimento dos cromossomos sexuais.

Com base nos resultados encontrados no presente trabalho, pode-se
entender melhor o processo evolutivo dos cromossomos sexuais de Oedionychina,
este que sdo considerados um alvo para estudos de evolucéo e diferenciacdo dos
cromossomos sexuais. Para poder realizar melhores inferéncias evolutivas, sera
necessario realizar a comparacao com outros géneros, para verificar a homeologia
dos cromossomos sexuais entre 0s géneros e o tempo de divergéncia entre o0s

géneros foi suficiente para os géneros comecarem a apresentar diferenciacao.

CONCLUSAO

Esta é a primeira andlise utilizando CGH intra e interespecifica e WCP em
Coleoptera. A comparacdo gendmica entre as espécies mostrou que possuem baixo
grau de homologia molecularmente, exceto para DNAs repetitivos, que sao
compartilhados entre as espécies. A comparacao entre macho e fémea e a pintura
cromossOmica mostrou que 0S CromosSsSomos sexuais ndo estdo em um grau de
diferenciacéo alto, pois compartilham muitas sequéncias repetitivas iguais. 1sso pode
estar relacionado a um sistema de determinagdo sexual novo, onde 0os genomas
apresentam grande quantidade de DNA repetitivo e estes podem estar associados ao

seu processo evolutivo.
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5.2 ARTIGO 2 - ANALISE DO SATELITOMA in silico REVELA DIFERENCA
GENOMICA ENTRE OS SEXOS EM Omophoita octoguttata (CHRYSOMELIDAE,
ALTICINAE)

RESUMO

Grande parte do genoma dos eucariotos é constituida de DNA repetitivo, estes
podendo ser dispersos pelo genoma ou repetidos in tandem. Uma classe de DNA
repetido in tandem é o DNA satélite (satDNA), o conjunto de satDNA no genoma de
uma espécie € denominada de satelitoma. Estes satDNA possuem diversas funcdes
no genoma, contudo, ainda é pouco explorado em pesquisas, devido a dificuldade de
montagem. Os dados de sequénciamento de nova geracdo (NGS) associados a
ferramentas de bioinformética tem ajudado a resolver este problema. Com isso, o
objetivo do trabalho foi descrever o conjunto de DNA satélite de Omophoita
octoguttata e realizar a comparacdo entre o0 genoma de macho e fémea, afim de
identificar satélites enriquecidos no genoma de cada sexo por meio da analise in silico.
Para realizar esta montagem o genoma de ambos o0s sexos foi sequénciado via NGS
e submetidos na plataforma TAREAN, associado ao RepeatExplorer2, com a
metodologia SatMiner para busca destes satDNA na espécie alvo. Apos trés iteracdes
com RepeatExplorer2, foi encontrado um total de 50 familias de satDNA, uma destas
familias foi considerada variante. A comparacéo destes satélites de O. octoguttata
com sequéncias do GenBank/NCBI ndo encontrou nenhuma similaridade, com isso,
0s satélites obtidos sdo novos. A comparacdo do satelitoma entre 0s sexos,

evidenciou satélites mais abundantes em macho e mais abundantes em fémea,
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podendo estar relacionado aos cromossomos sexuais. Nesse contexto, o satélite
OocSat21, 114 vezes mais abundante no genoma do macho, possivelmente esta
relacionado ao cromossomo Y. Assim, os DNAs satélites podem ter ajudado no

processo evolutivo de diferenciacdo dos cromossomos sexuais.

Palavras chaves: DNA satélite. DNA repetitivo. Coleoptera.

ABSTRACT

A large quantity of the eukaryotic genome consists of repetitive DNA, which can be
dispersed throughout the genome or repeated in tandem. One class of DNA repeated
in tandem is the satellite DNA (satDNA), the set of satDNA in the genome of a species
is called satelitome. These satDNA have various functions in the genome, however, it
is still poorly explored in research due to the difficulty of assembly. Next generation
sequencing (NGS) data associated with bioinformatics tools has helped to solve this
problem. Thus, the objective of this work was to describe the satellite DNA assembly
of Omophoita octoguttata and to compare the genome of male and female, in order to
identify enriched satellites in the genome of each sex through in silico analysis. To
perform this assembly, the genome of both sexes was sequenced via NGS and
submitted to the TAREAN platform, associated with RepeatExplorer2, with the
SatMiner methodology to search for these satDNA in the target species. After three
iterations with RepeatExplorer2, a total of 50 satDNA families were found, one of these
families was considered variant. Comparison of these satellites from O. octoguttata
with GenBank/NCBI sequences found no similarity, thus the satellites obtained are
new. The comparison of the satellitome between the sexes showed satellites more
abundant in male and female, which may be related to the sex chromosomes. In this
context, the satellite OocSat21, 114 times more abundant in the male genome, is
possibly related to the Y chromosome. Thus, satellite DNAs may have helped in the
evolutionary process of sex chromosome differentiation.

Key words: Satellite DNA. Repetitive DNA. Coleoptera.

INTRODUCAO

Os DNAs repetitivos sdo encontrados no genoma dos eucariotos e podem
representar mais da metade do genoma em algumas espécies (BISCOTTI, OLMO,
HESLOP-HARRISON, 2015). Participam da estruturagcdo dos cromossomos, sendo
considerados importantes para estudos sobre rearranjos cromossémicos,
cromossomos supranumerarios e sexuais (CABRAL-DE-MELLO et al., 2010). Essas

sequéncias, podem estar repetidas in tandem ou dispersas pelo genoma
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(CHARLESWORTH et al., 1994; HARDMAN, 1986; LOPES-FLORES; GARRIDO-
RAMOS, 2012).

Ruiz-Ruano et al. (2016) definiu como satelitoma todo o conjunto de satDNA
de uma espécie. Esses satDNA podem variar 0 numero de repeticdes dentro do
genoma e possuir alta diversidade entre as espécies (CABRAL-DE-MELLO et al.,
2021; THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Estas sequéncias sao encontradas
majoritariamente na regido heterocromatica dos cromossomos, porém, podem ser
localizados nas demais regides (LOPES-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012;
PALOMEQUE; LORITE, 2008; PLOHL, MESTROVIC; MRAVINAC, 2008; THAKUR,
PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Os satélites possuem diversas funcdes, como:
manutencdo da heterocromatina, centromero e telomero (BISCOTTI, OLMO,
HESLOP-HARRISON, 2015), no emparelhamento cromossdmico e como barreira
reprodutiva (LOUZADA et al., 2019; PACO et al.,, 2015; PLOHL, MESTROVIC;
MRAVINAC, 2008), além das funcbes estruturais. Trabalhos com andlises de
transcriptomas tem demonstrando que alguns satélites podem ser transcritos, assim
podendo desempenhar diferentes papeis no genoma em diferentes estagios da vida
(BISCOTTI, OLMO, HESLOP-HARRISON, 2015; MONTIEL et al., 2022). Com isso,
podem ser considerados bons marcadores citogenéticos para a caracterizacdo de
genomas, relacbes filogenéticas, correlacdo do gendtipo-fenétipo e estudos de
diversidade (VICARI et al., 2010; THAKUR, PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021).

A técnica de sequenciamento de nova geracdo (NGS), em conjunto com
ferramentas de bioinforméatica, como: RepeatExplorer, Tandem Repeat analyzer
(TAREAN), e a pipeline SatMiner, desenvolvida por Ruiz-Ruano et al. (2016), sem a
necessidade de um genoma de referéncia, tém permitido analises comparativas e
caracterizacdo de satDNA especificos de cromossomos supranumerarios e
cromossomos sexuais (GARRIDO-RAMOS, 2017; MORA et al., 2020, NOVAK;
NEUMANN; MACAS, 2010; NOVAK; NEUMANN; PECH, 2013; SILVA et al., 2017).
Assim, tem sido descrito o satelitoma de diversos grupos de vertebrados
(KRETSCHMER et al., 2022; UTSUNOMIA et al., 2019) e invertebrados (CABRAL-
DE-MELLO et al., 2021; RUIZ-RUANO et al., 2016).

Ha poucos estudos em relacdo aos satDNA em insetos, alguns incluem as
ordens Orthoptera (FERRETTI et al., 2020; RUIZ-RUANO et al., 2016), Hemiptera
(BARDELLA; MILANI; CABRAL-DE-MELLO, 2020) e Lepidoptera (CABRAL-DE-
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MELLO et al., 2021). Em Coleoptera, apenas dois trabalhos realizaram analise do
satelitoma utilizando ferramentas de bioinformatica, demonstrando a escassez de
dados de satelitoma para o grupo (MONTIEL et al., 2022; MORA et al., 2020).

Analises comparativas, entre genomas de macho e fémea, tém revelado
satDNA associado aos cromossomos sexuais, principalmente ao cromossomo
heteromorfico. Algumas espécies podem possuir satélites especificos do cromossomo
sexual heteromorfico e satélites que sao compartihados apenas entre o0s
Cromossomos sexuais e ndo com os autossomos (CABRAL-DE-MELLO et al., 2021;
FERRETI et al., 2020; KRETSCHMER et al., 2022; UTSUNOMIA et al., 2019). Isto
demonstra que os satDNA podem estar associados ao processo evolutivo dos
cromossomos sexuais, e desta forma, poderiam estar relacionados ao processo de
diferenciacdo dos cromossomos sexuais gigantes em Omophoita octoguttata.

Assim, o presente trabalho prop&e realizar a analise do conjunto de satDNA
da espécie Omophoita octoguttata, além disso, realizar a comparacao entre 0s sexos
para verificar a ocorréncia de satélites enriquecidos no genoma do macho e da fémea,

Visto que possuem cromossomos sexuais (XY) e considerados sexuais gigantes.

MATERIAL E METODOS
Amostras, extracdo de DNA e sequenciamento

Dois individuos (1 macho e 1 fémea) da espécie Omophoita octoguttata
(Coleoptera, Chrysomelidae, Alticinae), foram coletados na regido de Itaiacoca — PR
— Brasil (25°07°10” S e 49°56°24” W), ambos depositados no acervo do Laboratério de
Genética e Evolucédo (LabGEv) na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
As espécies foram coletadas com a autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade — ICMBio MMA / IBAMA / SISBIO, nimero 15402 e 0
acesso cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado com o cédigo ABE8B7D, no Ministério do Meio
Ambiente. Para a extracdo de DNA, foi utilizado o protocolo de Bruford et al. (1980),

com algumas modificacfes. O DNA foi extraido utilizando-se cabeca, pronoto e fémur
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do inseto. O DNA foi sequenciado (3 x 150 extremidade pareada) em DNBseq na

plataforma BGI (Grupo BGI, corporacédo de Shenzhen, Shenzhen, China).

Anélises bioinformaticas

Para realizar analise in silico dos satDNA foram utilizadas as ferramentas
RepeatExplorer e Tandem Repeat analyzer (TAREAN), presentes na plataforma
Galaxy para uso publico (NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2010; NOVAK; NEUMANN;
PECH, 2013) e o protocolo de bioinformatica SatMiner, descrita por Ruiz-Ruano et al.
(2016)  (https://gitlab.com/fjruizruano/satminer/-/blob/master/README.md)  para
ambas as bibliotecas, macho e fémea, seguindo a descricdo de Utsunomia et al.
(2019).

A anadlise de qualidade das sequéncias foi realizada com o Trimmomatic
(BOLGER; LOHSE; USABEL, 2014), selecionando reads par a par com Q>20 para
todos os nucleotideos. Em seguida, foi selecionado aleatoriamente 2 x 200.000 reads
para macho e para fémea, adicionando sufixo nos sexos referente ao tipo
cromossdémico (XX para fémea e XY para macho). E as reads de macho foram
concatenadas com as reads de fémea. Em seguida foi realizada analise dos clusters
com estrutura tipica de satDNA utilizando o RepeatExplorer2 (NOVAK et al., 2013) e
TAREAN (NOVAK et al., 2017) (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy) com 2
X 400.000 reads, possibilitando o download dos putativos satDNA de baixa e alta
confianca. Os contigs identificados pelo RepeatExplorer2 foram filtrados das
bibliotecas originais utilizando o software DeconSeq (SCHMIEDER; EDWARDS,
2011). O restante das sequéncias foram clusterizada no RepeatExplorer2, o numero
de reads na segunda iteracao foi duplicado (2 x 400.000 reads para macho e fémea),
gerando 2 x 800.000 reads. Este processo de agrupamento e filtragem foi repetido até
gue nenhuma nova sequéncia de satDNA fosse encontrada, mantendo o niumero de
leituras a cada iteracéo.

Apoés a mineracdo dos satDNA, foi realizada uma busca de homologia entre
as sequéncias dos putativos satDNA encontrados, as sequéncias com semelhancas
com mais de 80% de semelhanca foram agrupadas como variantes do mesmo satélite,
as abaixo de 80% foram agrupadas como superfamilias. Foi realizado analise de

abundancia e divergéncia de cada satDNA de macho e fémea, utilizando o software
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RepeatMasker (SMIT; HUBLEY; GREEN, 2017), foi realizado a estimativa de
abundancia de cada satDNA no genoma masculino (XY) e feminino (XX) com base no
namero de nucleotideos alinhados dentro do nimero de leituras totais. Os SatDNA
foram nomeados seguindo a descricdo de Ruiz-Ruano et al. (2016). Foi realizado
busca via BLAST no banco de dados GenBank para verificar se havia sequéncias de

satDNA parecida depositada no banco de dados.

RESULTADOS

Analise dos DNAs satélites

A investigacdo do satelitoma em O. octoguttata, encontrou 50 familias de DNA
satélite e a andlise de agrupamento desses revelou que 16 poderiam ser agrupados
em trés (3) superfamilias, devido ao grau de similaridade, a SF — 1, agrupa 12
satélites, com mais de 2 kb e com 50% a 70% de semelhanca entre eles, a SF — 2,
agrupa dois satélites, com 57% de semelhancas e a SF — 3, agrupa dois satélites, com
53% de semelhancas (Tabela 5.1). O agrupamento também identificou dois satélites
com 82,4% de semelhancas, considerados assim, variantes do mesmo satélite. Com
isso, devido a presenca de uma variante na analise dos 50 satDNA, o genoma de O.
octoguttata, possui ao total, 49 DNA satélite em seu genoma.

No genoma de O. octoguttata ocorreu prevaléncia majoritaria de satélites
longos, sendo 40 satélites longos e 9 curtos, dentre os satélites longo, 22 sdo < 1 kb
e 18 sdo > 1 kb. A unidade de comprimento (RUL) dos satDNA variou de 16 pb a 5.042
pb, totalizando 53.838 pb, com média de 1.098 pb. A porcentagem A+T dos satélites
variou de 46% a 75%, com media de 64%, demonstrando que ha viés para maior
porcentagem de A+T no conteudo nos satélites encontrados. A abundancia dos
satélites em O. octoguttata variou entre ~2,03% a ~0,01%, sendo o satélite mais
abundante OocSat-01, os demais satélites tiveram valor de abundancia abaixo de 1%
(tabela 5.1).

A analise dos 49 satélites encontrados na espécie com aqueles depositados
no banco de dados GenBank/NCBI ndo encontrou homologia com nenhum outro
satDNA depositado no banco de dados, demonstrando que os DNA satélites

encontrados na espécie sao novos. A comparagdo das sequéncias mostrou
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semelhanca entre a sequéncia de alguns satélites curtos com regides de satélites

longos (Figura 5.6).

Viés dos satDNA relacionado ao sexo

A analise realizada no RepeatExplorer2 evidenciou diferencas entre o
conteado gendmico de macho e fémea, mostrando alguns clusters presentes no
genoma do macho e ausentes no genoma da fémea, a maioria destes clusters, foram
considerados satDNA pelo TAREAN (Figura 5.5).

Os 49 satélites encontrados no genoma de O. octoguttata estdo presentes em
ambos os sexos; porém, foi observada diferenca na abundancia de satDNA entre
macho e fémea. O genoma total de O. octoguttata contempla aproximadamente 9,07%
de satDNA no macho e aproximadamente 8,25% de satDNA em fémea. Dentre os 49
satélites encontrados, 7 (sete) foram mais abundantes no genoma do macho, variando
de 1,7x (OocSat42) a 114x (OocSat21). No genoma da fémea, 6 (seis) satélites foram
mais representativos, variando de 1,7x (OocSat09) a 4,7x (OocSat48) (tabela 5.1). No
entanto, a abundancia no genoma da fémea ndo é tdo significativa, quando

comparado com os valores de abundancia do macho.

DISCUSSAO

Os dados obtidos neste trabalho representam a primeira descricdo do
conjunto completo de catadlogo de DNA satélite no grupo Chrysomelidae, utilizando
tecnologia NGS e a primeira comparacéo entre macho e fémea da ordem Coleoptera,
até o momento. A aplicacédo de tecnologias NGS tem permitido a analise do conteudo
de DNA satélites em diversos grupos, em insetos, 0S grupos que possuem mais
analises sao os Orthoptera e os Lepidoptera. Em Coleoptera, as poucas analises
realizadas, se restringiram a métodos tradicionais (MORA et al., 2019; PALOMEQUE;
LORITE, 2008) e apenas Hippodamia variegata (Cocciinellidae) e Rhynchophorus
ferrugineus (Curculionidae) (MONTIEL et al., 2022) possuem descri¢ao do satelitoma
com analises utilizando NGS.

A quantidade de familias de DNA satélites encontrados nas espécies

analisadas € muito diversificada. Até o momento, Megaleporinus macrocephalus
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(Teleostei) € a espécie com maior quantidade de familias de DNA satélite, com 164
familias (UTSUNOMIA et al., 2019). Em insetos a diversidade prevalece, porém, a
quantidade de satDNA é menor que em M. macrocephalus, como por exemplo: 11
familias em Gryllus assimilis (HASEGAWA; KASUYA, 2006), 16 familias em
Drosophila melanogaster (KUHN, 2015), 27 familias em Eumigus monticola (RUIZ-
RUANO et al.,, 2017), 34 familias em Holhymenia histrio (BARDELLA; MILANI;
CABRAL-DE-MELLO, 2020), 45 familias em Eneroptera surinamensis (PALACIOS-
GIMENEZ et al., 2017), 53 familias em Ronderosia bergii (FERRETTI et al., 2020), 62
familias em Lacustra migratoria (RUIZ-RUANO et al.,, 2016) e 76 familias em
Pyrgomorpha conica (RUIZ-RUANO et al., 2018).

Em Coleoptera, Tribolium casteneum possui 9 familias de satDNA (PAVLEK
et al., 2015), Hippodamia variegata, possui 30 familias de DNA satélite (MORA et al.,
2020) e Rhynchophorus ferrugineus possui 112 satélites (MONTIEL et al., 2022),
sendo este ultimo, 0 maior nimero encontrado em insetos. Com isso, até o presente
momento, O. octoguttata estd dentro da variagdo da quantidade de satDNA
encontrado em insetos, com 49 familias.

A comparacdo das sequéncias satélites de O. octoguttata recuperou trés
superfamilias (SF), indicando ancestralidade comum entre alguns satélites. Isto
demonstra que a expansao de satélites na espécie pode ter sido realizada a partir do
processo de duplicacdo de repeticdes existentes e apoés isto, diversos processos de
insercdes, substituicbes e delecdes (UTSUNOMIA et al., 2019). Estes processos
podem ter ocorrido diversas vezes nos satélites da SF — 1, visto que ha um grande
namero de sequéncias. A superfamilia 2, agrupa o satélite mais abundante no genoma
(OocSatl).

As unidades de comprimento dos satélites so classificadas como curta (<100
pb) ou longa (>100 pb), dependendo da quantidade de bases que possui (RUIZ-
RUANO et al., 2016). Dentre o grupo dos insetos, a maioria dos DNA satélites sdo <
600 pb (CABRAL-DE-MELLO et al., 2021), incluindo as espécies de Coleoptera, H.
varriegata e R. ferrugineus. O maior satélite encontrado anteriormente era o de
Monomorium subopacum (Hymenoptera), com 2,5 kb (LORITE et al., 2004), e em
Coleoptera, o maior era o HvarSat07, de H. variegata com 2 kb (MORA et al., 2020).
Contudo, com a montagem do satelitoma de O. octoguttata, o maior DNA satélite em
insetos passa a ser o OocSat31, com mais de 5 kb. Os satélites longos de O.
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octoguttata podem ter sofrido diversos processos de amplificacdo-degeneracéao, visto
gue este processo pode integrar repeticdes mais longas ou estruturas de ordem
superior (CAMACHO et al., 2022).

Segundo Camacho et al. (2022), satélites curtos possuem processos de
degeneracéo rapido no genoma, e podem surgir de novo diversas vezes, ao contrario
de satélites longos, que sdo mantidos por mais tempo nos genomas. Assim, 0 genoma
de O. octoguttata pode possuir diversos satélites compartilhados entre as espécies do
grupo, devido aos seus satélites longos, no entanto, ha indicativos que possuem
satélites especificos, que surgiram de novo, estes sendo os satélites curtos, variando
de 16 pb a 98 pb.

O processo evolutivo dos satélites de O. octoguttata pode estar associado
também a processos de transposicao e replicacdo pelo mecanismo de circulo rolante
(CAMACHO et al., 2022). Isto explicaria a presenca de pequenos fragmentos de
satélites muito semelhante com outros satélites e a ocorréncia de satélites curtos
semelhantes com regifes de satélites longos (Figura 5.6). Estas semelhancas podem
ter ocorrido devido ao processo de dispersdo da regido do satélite, que pode ter
dispersado este fragmento do satélite longo para outra regido genémica, e assim, esta
regido ter sofrido diversos processos de amplificacdo, tornando-se uma repeticao in
tandem.

Este trabalho traz os resultados da primeira comparacdo do conjunto de
satDNA entre macho e fémea realizada em Coleoptera. As diferencas visualizadas no
RepeatExplorer2 na comparacdo entre macho e fémea, estdo correlacionadas
majoritariamente aos satDNA. Os clusters presentes no genoma do macho e ausentes
no genoma da fémea séo os satélites enriquecidos no genoma do macho (Figura 5.2).
Assim, como demonstrado em outros grupos, como peixes (KRETSCHMER et al.,
2022; UTSUNOMIA et al., 2019), Lepidoptera (CABRAL-DE-MELLO et al., 2021) e
Orthoptera (FERRETI et al., 2020), possivelmente, estes satélites mais abundantes
no macho, podem estar relacionados aos cromossomos sexuais, e serem especificos
do cromossomo Y, da mesma maneira que, 0s satélites enriquecidos no genoma da
fémea, podem estar associados ao cromossomo sexual X.

A analise da composi¢cdo dos DNA satélites em O. octoguttata € um avanco
para entender a composicdo e a evolugcdo dos cromossomos sexuais da subtribo

Oedionychina (Alticinae, Oedionychini), visto que possuem Cromossomos sexuais
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gigantes, denominados assim devido ao seu tamanho ser muito maior em relacdo aos
autossomos (ALMEIDA et al., 2010). Os DNAs repetitivos tem sido associado como
componente importante da evolucdo dos cromossomos sexuais, principalmente os
elementos transponiveis (CHARLESWORTH et al., 2005; NATRI et al., 2019,
FURMAN et al., 2020), este que analises realizadas por Mello, Vicari e Almeida (2014)
e Rosolen et al. (2018) demonstraram que os Omophoita possuem em abundancia,
principalmente nos cromossomos sexuais. Os dados obtidos neste trabalho,
demonstram que ocorre diferenga genémica entre os sexos de O. octoguttata, esta
diferenca pode estar associada aos cromossomos sexuais e aos satélites associados
a eles (Figura 5.1), com isso, o satDNA podem possuir papel fundamental na evolugéo
e crescimento destes cromossomos sexuais gigante.

No entanto, ainda € necessario realizar hibridagfes in situ em O. octoguttata
para localizacdo destes satDNA e correlacionar a abundancia dos satélites no genoma
do macho e da fémea, e assim entender melhor o padrédo de distribuicdo dos satDNA
e poder entender melhor o papel dos satélites na evolugdo do genoma da espécie e

dos cromossomos sexuais gigantes.

CONCLUSAO

A andlise do conteudo de satDNA de O. octoguttata mostrou quantidade
expressiva de familias de satDNA, sendo a espécie de Coleoptera que até 0 momento
possui 0 maior satélite no grupo Insecta. Foi visualizado também que ha viés sexual
em relacdo a abundancia de alguns satDNA, em relacdo ao macho e a fémea, que
pode estar relacionado ao cromossomo sexual, contudo, s6 podera ser confirmado a
relacdo da abundancia do satDNA com cromossomos sexuais apos a realizacao da

hibridacao in situ.



Tabela 5.1 - Principais caracteristicas dos 49 satDNAs encontrados em O. octoguttata.

Abundancia Divergéncia

SF Familia deSatDNA -] = RUL |~ A+T |~ Fémea hd Macho hd M/F | M F
2 OocSat01 - 183 + 183 66% 0,0199497625 0,0202683650 | 1,01597024 | 10,77 | 10,72
OocSat02 - 392 + 392 64% 0,0052873258 0,0061943408 | 1,17154513 | 5,54 | 5,54

OocSat03 - 1275 +| 1275 69% 0,0048241908 0,0045242592 | 0,93782757 | 6,16 | 6,1
1 OocSat04 - 2658 +| 2658 64% 0,0038785467 0,0042316858 | 1,091049354 | 13,24 | 13,12
OocSat05 - 399 + 399 63% 0,0027258650 0,0033689242 | 1,23591013 | 7,49 | 8,85

3 OocSat06 - 738 738 67% 0,0028976567 0,0032259008 | 1,113279178 | 5,75 | 6,17

OocSat07 - 431 431 62% 0,0029318492 0,0032014992 | 1,091972671 | 11,03 | 12
1 OocSat08 - 2653 2653 64% 0,0023067833 0,0026863008 | 1,164522387 | 13,65 | 15,16
OocSat09 - 148 Q 148 66% 0,0045288158 0,0025634600 | 0,566033174 | 6,72 | 7,64

1 OocSatl0 - 2714 2714 70% 0,0021103550 0,0025251592 | 1,196556583 | 4,37 | 4,49
OocSatll - 465 465 58% 0,0026128650 0,0024987917 | 0,956341666 | 17,42 | 17,39

1 OocSatl2 - 2785 2785 70% 0,0020930867 0,0023860800 | 1,139981463 | 7,57 | 8,13
1 OocSatl3 - 2654 2654 65% 0,0019835767 0,0023510667 | 1,185266345 | 12.07 | 12,34
1 OocSatl4 - 2768 2768 65% 0,0014748358 0,0022871500 | 1,550782771 | 8,08 | 9,96
OocSatl5 - 171 3 171 67% 0,0000861217 0,0020970808 | 24,35021191 | 9,98 | 35,94

OocSatl6 - 144 144 65% 0,0014993867 0,0020336150 | 1,356297908 | 3,53 | 3,7
1 OocSatl7 - 2813 2813 71% 0,0018330633 0,0020424425 | 1,11422364 | 10,63 | 11,28
1 OocSatl8 - 2577 2577 65% 0,0016926775 0,0019856958 | 1,173109369 | 21,91 | 22,38
3 OocSatl9 - 826 826 66% 0,0018051125 0,0016196617 | 0,897263559 5 4,95
OocSat20 - 32 3 32 63% 0,0004304275 0,0015798350 | 3,670385837 | 9,41 | 20,76
OocSat21 - 171 3 171 66% 0,0000130342 0,0014975758 | 114,8961703 | 10,28 | 19,33
1 OocSat22 - 2663 2663 67% 0,0011297608 0,0014503292 | 1,283748847 | 13,25 | 14,04
OocSat23 - 155 155 73% 0,0012700708 0,0014268500 | 1,123441278 | 1,37 | 1,43
QOocSat24 - 20 3 20 65% 0,0007301025 0,0014165217 | 1,940168218 | 8,51 | 8,51

1 OocSat25 - 2693 2693 72% 0,0013574142 0,0013066125 | 0,962574675 | 3,69 | 3,82

1 OocSat26 - 2728 2728 75% 0,0009272883 0,0012123658 | 1,307431346 | 7,77 | 9,1
OocSat27 - 156 156 60% 0,0012531333 0,0010743283 | 0,857313667 | 6,81 | 6,72

OocSat28 - 38 38 61% 0,0012059875 0,0008220283 | 0,681622598 | 7,02 | 6,9
OocSat29 - 302 302 63% 0,0005330808 0,0007208608 | 1,35225427 | 12,98 | 10,93
1 OocSat30 - 2466 2466 66% 0,0006585608 0,0007079058 | 1,074928537 | 18,54 | 17,88
OocSat31 - 5042 5042 67% 0,0008653733 0,0006757908 | 0,780924033 | 6,78 | 7,47
OocSat32 - 3225 3225 62% 0,0007837708 0,0006694625 | 0,854155924 | 6,19 | 6,13
OocSat33 - 318 318 67% 0,0005997433 0,0006170517 | 1,028859568 | 2,84 | 2,77
2 OocSat34 - 160 160 66% 0,0007289808 0,0005957225 | 0,817199126 | 13,93 | 13,45
OocSat35 - 28 3 28 50% 0,0000050842 0,0004533808 | 89,17505327 | 5,35 | 13,52

OocSat36 - 1325 Q| 1325 63% 0,0007660408 0,0004329783 | 0,565215736 | 7,77 | 6,17
OocSat37 - 1848 1848 62% 0,0004586683 0,0003089217 | 0,673518628 | 2,55 | 2,38
OocSat38 - 1306 1306 63% 0,0003630583 0,0002584608 | 0,711898914 | 27,39 | 25,17
OocSat39 - 203 203 58% 0,0001604517 0,0001984617 | 1,236893769 | 5,32 | 3,99
OocSat40 - 126 <) 126 62% 0,0000801875 0,0001636017 | 2,040239023 | 7,61 | 7,22
OocSat41l - 92 92 63% 0,0001565908 0,0001605883 | 1,025528314 | 15,35 | 15,54

OocSat42 - 30 3 30 57% 0,0000784408 0,0001390117 | 1,77218498 | 5,63 | 4,61
OocSat43 - 562 Q 562 51% 0,0002492558 0,0001331925 | 0,534360613 | 13,55 | 12,14
QOocSat44 - 746 746 71% 0,0000968600 0,0001266250 | 1,307299195 | 2,79 | 2,12
QOocSat45 - 127 127 66% 0,0001064133 0,0001055742 | 0,992114083 | 5,89 | 6,05

OocSat46 - 333 333 66% 0,0001619550 0,0001006850 | 0,621685036 | 6,77 | 6,2
OocSat47 - 35 Q 35 46% 0,0003475092 0,0000984825 | 0,283395402 | 14,72 (11,18

OocSat48 - 98 Q 98 61% 0,0003872683 0,0000816183 | 0,210753956 | 10,25 | 4,99

OocSat49 - 16 ? 16 69% 0,0001138700 0,0000639508 | 0,561612658 | 6,16 | 6,07

57

RUL — Unidade de comprimento dos satDNA, M — macho, F — fémea, ¢ - satDNA mais abundante em
fémea, & - satDNA mais abundante em macho, + - satDNA mais abundante no genoma de macho e
fémea. SF — Superfamilia.
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Figura 5.5 Imagens geradas pelo software RepeatExplorer2 das iteragdes que resultaram em satDNA.
Nos quadrados vermelhos em destaque, a barra de cima se refere ao genoma do macho e a barra de
baixo ao genoma da fémea. Os quadrados coloridos (amarelo, azul, vermelho e verde) se refere aos
satélites enriquecidos no genoma do macho.
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Figura 5.6 Comparagédo das sequéncias dos satélites curtos com regides de satélites longos. Na caixa
vermelha a porcentagem de semelhanca entre o satélite curto e o satélite longo. A. Associagao entre
OocSat-28 com OocSat-02 e OocSat 31, no box, detalhe das regides de homologia. B. Associacdo
entre 0 OocSat-24 com OocSat-04 e OocSat-31, no box, detalhe das regibes de homologia. C.
Associacdo entre o OocSat-20 com OocSat-25, no box, detalhe das regides de homologia.
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5.3 ARTIGO 3 - PRIMEIRA DESCRICAO COMPLETA DO GENOMA MITOCONDRIAL
DE Omophoita octoguttata E INSIGHTS SOBRE AS RELACOES FILOGENETICAS DO
GRUPO (COLEOPTERA, CHYSOMELIDAE, ALTICINAE)

RESUMO

O genoma mitocondrial tem sido descrito em uma ampla gama de organismos e tem
possibilitado diversas analises, como filogenias moleculares, estudos ecolégicos e
comparativos, ajudando a resolver diversas problematicas filogenéticas. Um grupo
que possui relacdes filogenéticas incertas, sdo os Alticinae, que foram agrupados em
diversos niveis taxonémicos. Além da problematica filogenética dos Alticinae, algumas
espécies sao dificeis de serem identificadas, principalmente as espécies do género
Omophoita, este que possui cerca de 70 espécies encontradas no Brasil. Assim, o
genoma mitocondrial pode ajudar a resolver a probleméatica do grupo e melhorar a
identificacdo, com isso, o objetivo do presente trabalho foi realizar a descrigao
completa do genoma mitocondrial de Omophoita octoguttata, aumentando os dados,
qgue auxiliardo na identificacdo e estabelecimento das relagbes evolutivas. Para isso,
foram realizadas coletas na regido de Itaiacoca-PR-Brasil, o DNA foi extraido e
sequenciado pelo método de sequenciamento de nova geracdo (NGS), foram
realizadas andlises de bioinformatica para montagem, anotacdo e descricdo do
genoma mitocondrial completo e analise da relagdo filogenética. Foi obtido o

mitogenoma completo de O. octoguttata, o qual consistiu em 13 PCGs, 22 tRNAs, 2
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rRNAs, 2 regi6es OH e a regido controle, a maioria das comparacdes foi semelhante
em relacdo aos dados da literatura. Contudo, houve diferenca entre o mitogenoma
dos individuos de O. octoguttata, a possivel explicacdo é o tamanho da regido
codificadora, a analise filogenética encontrou monofilia entre Alticinae e Galerucinae,

demonstrando que s&o grupos irmaos.

Palavras chaves: NGS. Regido A+T. Chrysomelidae.

ABSTRACT

The mitochondrial genome has been described in a wide range of organisms and has
enabled several analyses, such as molecular phylogenies, ecological and comparative
studies, helping to solve several phylogenetic problems. One group that has uncertain
phylogenetic relationships are the Alticinae, which have been grouped into several
taxonomic levels. Besides the phylogenetic problem of the Alticinae, some species are
difficult to identify, especially the species of the genus Omophoita, which has about 70
species found in Brazil. Thus, the mitochondrial genome can help to solve the problem
of the group and improve the identification. Hence, the objective of the present work
was to carry out the complete description of the mitochondrial genome of Omophoita
octoguttata, which will help in the identification and establishment of evolutionary
relationships. For this, collections were made in the region of Itaiacoca-PR-Brazil, DNA
was extracted and sequenced by the next-generation sequencing (NGS) method,
bioinformatics analyses were performed for assembly, annotation and description of
the complete mitochondrial genome and phylogenetic relationship analysis. The
complete mitogenome of O. octoguttata was obtained, which consisted of 13 PCGs,
22 tRNAs, 2 rRNAs, 2 OH regions and the control region, most of the comparisons
were similar compared to literature data. However, there was difference between the
mitogenome of O. octoguttata individuals, the possible explanation is the size of the
coding regions, phylogenetic analysis found monophyly between Alticinae and

Galerucinae, demonstrating that they are sister groups.

Key words: NGS. A+T region. Chrysomelidae.
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INTRODUCAO

O genoma mitocondrial € uma molécula estruturalmente conservada,
possuindo cerca de 15 a 20 kb, com 37 genes, destes, 13 genes sao codificadores de
proteinas (PCGs), 2 genes ribossomais (rRNA12S e rRNA16S), 22 RNAs
transportadores (tRNAs) e uma regiao controle (BOORE, 1999, CAMERON, 2014).
Com base na descricdo da composicao dos Mitogenomas, eles tém sido utilizados
para filogenias moleculares, ecologia evolutiva, genética de populacdes, biogeografia
(CAMERON, 2014; DAI; XU; JIANG, 2012), comparacao entre os genomas (YUAN et
al., 2021), comparacdo entre espécies simpatricas (NIE et al., 2019) e estudos
ecoldgicos (GOMEZ-RODRIGUES et al., 2015). As analises filogenéticas utilizando o
genoma mitocondrial, foram realizadas para ajudar a elucidar as relacdes filogenéticas
em diferentes grupos, como Chrysomelidae (NIE et al., 2018), Melyridae (YUAN et al.,
2021) e Dactylispa (ZHANG et al., 2021).

O genoma mitocondrial pode ajudar a resolver os problemas filogenéticos
encontrados na subfamilia Alticinae, estes que possuem ampla discusséo acerca do
seu agrupamento taxonémico, das quais diversas metodologias foram empregadas
para tentar elucidar suas relag@es filogenéticas. Eles foram agrupados em diversos
niveis taxondémicos, considerados como familia (Alticidae) (BECHYNE; SPRINGVOLA
DE BECHYNE, 1966), ramo de Galerucinae (CROWSON, 1960), como grupo
parafilético, sendo monofilético apenas se incluido junto a Galerucinae (CROWSON,;
CROWSON, 1996), ramo derivado dentro de Galerucinae, como tribo (Alticini)
(HADDAD; MCKENNA 2016; LINGAFELTER; KONSTANTINOV 1999) e como grupo
irmao de Galerucinae, atribuindo o status de subfamilia (FARRELL,1998; FARRELL;
SEQUEIRA, 2004; GE et al., 2012; GOMEZ-ZURITA et al., 2008, NIE et al., 2018; NIE
et al., 2020, SEENO; WILCOX, 1982; SUZUKI, 1985). Devido a indefinicao do grupo,
sera utilizado a nomenclatura Alticinae, como subfamilia.

Além da problematica filogenética dos Alticinae, algumas espécies séo dificeis
de serem identificadas, um grupo que é dificil realizar a identificacdo a nivel de espécie
€ 0 género Omophoita. Eles possuem cerca de 89 espécies, e destas, mais de 70
espécies ocorrem no Brasil (BECHYNE, 1955a; BECHYNE, 1959; SEKERKA et al.,
2021). E um grupo que possui grande dificuldade para descricédo e identificacdo das

espécies, por possuirem mimetismo com algumas espécies do género Alagoasa
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(Coleoptera; Chrysomelidae) (BEGOSSI; BENSON 1988) e do préprio género,
Omophoita (WOLSKI et al., 2020).

Buscando genoma mitocondrial de Omophoita nos bancos de dados, foi
verificado até o momento, apenas um genoma completo disponivel no
GenBank/NCBI, ndo estando identificado a nivel de espécie, demonstrando assim,
uma lacuna de conhecimento acerca da composi¢cdo do Mitogenoma de Omophoita.
As informacdes obtidas a partir do Mitogenoma, poderia auxiliar na melhor
identificacdo das espécies do grupo e no esclarecimento das andlises filogenéticas.
Assim, o presente trabalho, teve como objetivo realizar a descricdo do genoma
mitocondrial da espécie Omophoita octoguttata (Fabricius, 1775), afim de contribuir
com a caracterizagdo da espécie, aumentando os dados, que auxiliardo na
identificacdo e estabelecimento das relagcdes evolutivas. Complementando os dados
existentes da espécie, que sao citogenéticos (ALMEIDA; CAMPANER e CELLA, 2009;
VIRKKI, 1970, 1971), sequéncias nucleolares (ALMEIDA et al., 2010) e morfologia da
espécie (BEGHA, SANTOS E PRADO, 2020), para a taxonomia e estudos evolutivos.

MATERIAL E METODOS
Amostra e extracado de DNA

Os exemplares de O. octoguttata (dois exemplares) foram coletados
manualmente na regido de Itaiacoca — PR — Brasil (25°07'10” S e 49°56’24” W),
fixados em alcool 95% e armazenados no Laboratorio de Genética e Evolucdo
(LabGev) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). As espécies foram
coletadas com a autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis, Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade —
ICMBio MMA / IBAMA / SISBIO, numero 15402 e o acesso cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado com o codigo ABE8B7D, no Ministério do Meio Ambiente. O DNA foi
extraido utilizando o protocolo de Bruford et al. (1980), com algumas modificacdes, a

cabeca, pronoto e fémur foram macerados antes de adicionar o tampéao de extracao.
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Sequenciamento do genoma, montagem e anotacao

O genoma completo foi sequenciado pela empresa BGI genomics, utilizando
baixa cobertura, com a plataforma DNBseq sob comprimento de leitura 150 pb, as
sequéncias foram limpas e os adaptadores removidos (CHEN et al., 2018). As
sequéncias foram analisadas com o FastQC, pré-processadas utilizando Trimmomatic
(BOLGER; LOHSE e USABEL, 2014). O genoma mitocondrial de O. octoguttata foi
montado utilizando o get organelle (JIN et al., 2020) e como mitogenoma referéncia
foram utilizadas as seguintes espécies com seus respectivos codigos de acesso:
Omophoita sp. (MG021084), Oedionychus cinctus (MF979909), Altica viridicyanea
(NC_048472), Agasicles hygrophila (NC_028332), Altica cirsicola (NC_042876),
obtidas do Genbank. O genoma foi anotado no servidor MITOS2 (DONATH et al.,
2019) seqguindo os parametros Referéncia: RefSeq 63 Metazoa, codigo genético: 5
invertebrados. Os tRNAs foram identificados nos servidores MITOS2 (DONATH et al.,
2019), ARWEN (LASLETT; CANBACK, 2008) e tRNAscan-SE 2.0 (CHAN; LOWE,
2019), seguindo os parametros padrao.

O valor skew - AT/GC foi calculado de acordo com Perna e Kocher (1995):
Viés AT = [A-T] / [A+T] e viés GC = [G-C] / [G+C]. As andlises de composi¢cdo e RSCU
foram realizadas manualmente no programa MEGA 11 (TAMURA, STECHER e
KUMAR, 2021) e o mapa do genoma foi ilustrado utilizando CG view (GRANT;
STOTHARD, 2008). Para identificar os elementos repetidos in tandem foi utilizado o
programa Tandem Repeats Finder (TRDB) (BENSON, 1999), utilizando os
parametros basicos.

Andlise filogenética

A anadlise filogenética foi realizada com o genoma de 70 espécies
pertencentes a 3 subfamilias, Alticinae (52 espécies), Galerucinae (14 espécies) e
Chrysomelinae como grupo externo (4 espécies) (Dados suplementares - 1). Todos
0S mitogenomas, exceto os sequenciados no presente trabalho foram obtidos do
GenBank. A arvore foi montada seguindo o trabalho de Yuan et al. (2021) utilizando o
Phylosuit v 1.2.2 (ZHANG et al., 2020). As arvores filogenéticas foram produzidas

utilizando os 13 PCGs. Para realizar o alinhamento dos PCGs, foi utilizado o MAFFT
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v 7.313, otimizando com MACSE, os gaps intergénicos e sitios ambiguos foram
removidos utilizando Gblocks e apds isso, as sequéncias foram concatenadas, para
encontrar o melhor esquema de parti¢céo foi utilizado ModelFinder, todas as analises
foram realizadas em Phylosuit v 1.2.2 (ZHANG et al., 2020).

As arvores filogenéticas foram construidas baseadas em Maximum Likelihood
(ML) e Inferéncia Bayesiana (Bl). As analises ML foram realizadas utilizando o 1Q-
TREE v 1.6.8 (NEUYEN et al., 2015) e a Bl utilizando MrBayes v 3.2.6 (RONQUIST;
HUELSENBECK, 2012). A andlise filogenética baseada em ML foi realizada com
bootstrap ultra rapido (UFBOOT) utilizando o melhor modelo GTR+I+G com 1.000
replicatas. A analise filogenética utilizando Bl foi realizada com o melhor modelo
GTR+I+G com 2 milhdes de geracdo MCMC e 2 corridas paralelas e 25% dos dados
iniciais foram descartados como Burn-in, todas as analises acima foram realizadas em
Phylosuit v 1.2.2 (ZHANG et al., 2020).

RESULTADOS

O sequenciamento resultou em uma biblioteca genémica de 1,2 Gb, com
reads de 150 pb e 36% de conteudo GC para ambos os espécimes. O comprimento
do mitogenoma obtido foi 16.549 pb e 16.398 pb para os individuos 1 e 2,
respectivamente (Figura 5.7). O mitogenoma de O. octoguttata consistiu em uma
molécula de DNA fita dupla e circular, contendo 13 genes codificadores de proteinas
(PCGs), 22 RNAs transportadores (tRNA), dois RNAs ribossémicos (rRNA), duas
regides OH e uma grande regido controle (Figura 5.7) A verificagdo da sequéncia no
GenBank, para confirmacdo da espécie, resultou em 100% de similaridade com a
sequéncia depositada para o género. Contudo, esse é 0 primeiro mitogenoma de
Omophoita descrito a nivel de espécie depositado no GenBank.

A porcentagem AT no mitogenoma completo, alguns PCGs, rRNAS e regiao
controle de O. octoguttata diferiu entre os individuos (Tabela 5.2). Foram encontrados
3 tipos de codons de iniciacdo (ATA, ATG e ATT) e trés tipos de codons de parada
(TAG, TAA e TA). O comprimento das regides do mitogenoma de O. octoguttata foi
semelhante entre os individuos, do qual ocorreu apenas a diferenca entre 0 RNA
ribossomal da subunidade menor (rRNA-S), com 472 e 473 pb, regido OH_0, com 325
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e 322 pb e aregido controle, com 2.007 e 1.855 pb no individuo 1 e 2, respectivamente
(Tabela 5.3).

A maioria dos 22 tRNAs encontrados no mitogenoma de O. octoguttata
apresentou estruturas secundarias putativas tipica de trevo. Apenas os tRNAs Phe,
Gly, Asn e Thr ndo possuiram bracos TWC, e Ser-S1 ndo apresentou braco di-
hidrouridina, ndo possuindo conformacéo de trevo. Alguns tRNAs apresentaram
ligacdo incorreta entre os pares de base, sendo encontradas as seguintes ligacoes
incorretas: Ligacdo U-U, no braco AC do tRNA Leu-L1, ligacdo U-U no braco AA de
tRNA Leu-L2, ligacdo C-A no braco di-hidrouridina no tRNA Thr e ligacdo AG no braco
AA do tRNA Trp (Figura 5.8).

No genoma mitocondrial foram encontrados o rRNA 12S (rRNA-S),
correspondente a subunidade menor do ribossomo, com 742/743 pb, e o rRNA 16S
(rRNA-L), correspondente a subunidade maior do ribossomo, com 1.220 pb, para
ambos. Os rRNAs possuem composicdo nucleotidica e skew-AT/GC muito
semelhante entre os individuos (tabela 5.2). O rRNA-S foi localizado entre a regido
controle e o tRNA Val, o rRNA-L foi localizado entre o tRNA Val e o NAD1 para ambos.
Esta comparacédo demonstra que os rRNAs sédo conservados.

A regido controle obtida do mitogenoma de O. octoguttata possui a diferenca
de 152 pb entre os individuos, sendo a regido controle do individuo 1 com 2.007 pb e
a do individuo 2 com 1.855 pb. O estudo dessa regido no programa Tandem Repeat
Finder (TRF), resultou 3 regides com repeticao in tandem (tabela 5.4), as repeticdes
apresentaram 0 mesmo numero de pares de bases e a mesma quantidade de
repeticdes para as repeticdes 1 e 2 para ambos os individuos, apenas a repeticdo 3
que apresentou 23 repeticdes no individuo 1, e 20 repeticdes no individuo 2 (Tabela
5.4).

A analise filogenética utilizando o método de ML e Bl resultaram em topologias
semelhantes. Os individuos de O. octoguttata do presente trabalho foram agrupados
em ambas analises em conjunto com a espécie do mesmo género. As arvores
filogenéticas de ML e BI geraram trés grandes agrupamentos, na base da filogenia o
grupo externo (BP: 100 e PP: 1), e dois grandes grupos, os Alticinae e Galerucinae,
0s colocando como grupos irmaos (BP: 100 e PP: 1). O agrupamento no clado dos
Alticinae, foco do presente trabalho, as espécies foram agrupadas em conjunto com

suas respectivas tribos, com o grupo dos Alticini e a espécie Agasicles hydrophila na
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base do ramo (BP: 82 e PP: 1), e os grupos internos com BP variando de 30 a 100 e
PP variando de 0,5 a 1. As tribos Alticini (BP:100 e PP: 1), Longitarsini (BP: 100 e
PP1), Psyliodini (BP: 100 e PP: 1), Chaectocnenini (BP:100 e PP: 1) e Oedionychini
(BP: 61 e PP: 0,87) foram agrupadas e individualizadas, considerando como grupos
monofiléticos. A tribo Aphtonini ndo foi recuperada monofileticamente, pois suas
espécies foram separadas em dois grupos, o grupo 1(BP: 100 e PP: 1) de Aphtonini
mostrou relacdo como grupo irmao de Longitarsini, e grupo 2 (BP: 95 e PP: 1),
agrupado como grupo irmao de Chaectocnenini. Algumas espécies foram agrupadas
em um grupo que nao corresponde apenas a um género e uma tribo, do qual foi

denominado de “grupo X”, este ramo possui BP: 36 e PP: 0,5.

DISCUSSAO

O comprimento dos mitogenomas montados de O. octoguttata estdo de
acordo com o tamanho do genoma mitocondrial para insetos de 15 kb a 20 kb
(BOORE, 1999) e dentro da variacdo do tamanho do mitogenoma para as espécies
préximas (14.561 pb (Psylliodes chlorophana -NC_053362) (GAO, WANG e ZU, 2020)
e 17.363 (Altica fragariae - MH477593)).

A sequéncia de genes no mitogenoma obtida para os dois individuos de O.
octoguttata foi semelhante a organizacdo do genoma mitocondrial de Coleoptera
(CAMERON, 2014), considerada ancestral para insetos. As excecdes foram as duas
regides OH mapeadas (Figura 5.7), que diferiram do genoma predito ancestral, pois
estas regides ndo haviam sido descritas no mitogenoma ancestral. A variacao
nucleotidica de O. octoguttata esta de acordo com a variagcdo encontrada na ordem
Coleoptera, variando de 65% (SHEFFIELD et al., 2009) a 81% (YUAN et al., 2020),
possuindo viés em relacdo a porcentagem AT no genoma.

A composicdo nucleotidica entre os mitogenomas foi muito semelhante
(Tabela 5.2), demonstrando que 0s genes sdo conservados na espécie. A relacao AT
encontrada na regido com os PCGs em O. octoguttata esta de acordo com a média
para a ordem Coleoptera (75%) (SHEFFIELD et al, 2009). Os codons de inicio
encontrados em O. octoguttata esta de acordo para a maioria das descricdes, porém,
para Sheffield et al. (2008) o coédon de inicio do gene Citocromo oxidase | (COXI)

representa uma caracteristica sinapomarfica para o grupo Polyphaga. O que difere do
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gene COXI encontrado em O. octoguttata, pois possui codon de inicio ATN, este que
ja foi também encontrado em outros grupos de Polyphaga, como: Agrilus mali (SUN
et al., 2020) e Monolepta occfucis (WANG et al., 2019). Os outros PCGs seguiram a
descricdo de SHEFFIELD et al. (2008).

Os cbdons de parada encontrados em O. octoguttata sdo similares aos
obtidos por Sheffield et al. (2008), Nie et al. (2019) e Yang et al. (2018). O cédon de
parada incompleto € comum em insetos (SHEFFIELD et al, 2008; YAO; YANG e DAI,
2017), resultante do processo de poliadelinagdo e clivagem de transcricdo
policistrénica, podendo servir para diminuicdo da sobreposicdo génica ou
espacamento génico (OJALA, MONTOYA e ATTARDI, 1981; YUAN et al., 2020). A
andlise do uso de codons sinénimos relativos (RSCU) (Figura 5.9) foi semelhante
entre os PCGs, havendo pouca variagdo. Cédons com NNA/NNU possuiram maior
proporcao, como encontrados em outros besouros (SUN et al., 2020; YUAN et al.,
2021; WEI et al., 2019), indicando a relacdo do conteudo AT com a proporcdo dos
codons, relacionado ao AT-skew, sele¢éo ideal de tRNA e eficiéncia de reparo do DNA
(MA et al., 2015).

Os tRNAs possuem a estrutura tipica encontrada na maioria das espécies, do
qual a variacdo do numero de pb esta de acordo com o encontrado por Sheffield et al.
(2008). Os tRNAs demonstraram que a maioria possui viés AT e a minoria com Viés
GC (Tabela 5.2).

O anticédon UCU (tRNA Ser — S1) é considerado por Sheffield et al. (2008)
uma caracteristica sinapomarfica para o grupo Polyphaga. Este cédon foi encontrado
também em O. octoguttata, que demonstra que estd espécie possui caracteristica
sinapomorfica da sua subordem.

A regido controle do mitogenoma também conhecida como regido A+T ou
regido D-loop € considerada importante para inicio da replicagdo e duplicagdo
(INOHIRA; HARA; MATSUURO, 1997). Esta possui tamanho variavel dentre os
coleopteros, podendo chegar a 4.468 pb em Coccinella septempunctata (KIMA,
WANG e KIM, 2012). A regiao controle de O. octoguttata corresponde a regido entre
o0 rRNA-S e o0 tRNA lle, esta regido teve variacdo entre os mitogenomas. No individo
1, o comprimento foi de 2.007 pb e, no individuo 2, 1.855 pb. A composigédo
nucleotidica foi semelhante entre os mitogenomas (tabela 5.3), porém, possui

variacdo intraespecifica, como relatado para outras espécies (INOHIRA; HARA,;
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MATSUURO, 1997, ZHANG; HEWITT, 1997). A regido controle de O. octoguttata teve
AT% menor (69,7 e 71,3 para individuo 1 e 2, respectivamente), em relacdo a maioria
dos coleopteros, que possuem até 90% AT (ZHANG; HEWITT, 1997; YUAN et al.,
2021), no entanto, nem todos possuem %AT acima de 70% (SUN et al., 2020).

A repeticdo in tandem encontrada na regido controle em algumas espécies,
inclusive em Coleoptera, pode gerar diferencas no tamanho do genoma mitocondrial,
devido a insercdes, delecbes e copias (INOHIRA, HARA; MATSUURA, 1997; YAO;
WANG et al., 2019; YANG e DAI, 2017, ZHANG; HEWITT, 1997). Foram encontradas
no genoma mitocondrial de O. octoguttata, trés regides repetidas (Tabela 5.4), da qual
a regido com 51 pb foi analisada no Blast do banco de dados Genbank (plataforma
NCBI) encontrou semelhan¢a com a regido A+T de Omophoita sp (MG021084). As
regioes repetidas encontradas sao idénticas, exceto a repeticéo trés, que repete 23x
e 20x no individuo 1 e 2 respectivamente. Ocorreu também a mudanca de um
nucleotideo na repeticdo da regido controle.

Apés a andlise, foram encontradas diferencas no tamanho da regido controle
dos individuos (152 pb), sendo essa diferenca relacionada a repeticdo trés do
individuo 1, que repete trés vezes a mais, suprindo esta diferenca entre o0s

mitogenomas.

Andlises filogenéticas

Os genes mitocondriais tém sido muito utilizados para construir e analisar
relacdes filogenéticas, se mostrando marcadores poderosos para definicdo de grupos
(NIE et al., 2020). As andlises com genes mitocondriais demonstraram maior sinal
filogenético para classificacdo a nivel de familia a subtribo, em relagcdo a genes
nucleares, porém, quando realizado analises com diversos dados, estes sendo
sequencias nucleolares, mitocondriais e morfolégicos, tem demonstrado possuir maior
confiabilidade (NIE et al.,, 2018). Muitos autores utilizam também as relacbes
filogenéticas como meio de validagdo dos dados da montagem do genoma
mitocondrial (CHEN et al., 2018; WANG et al., 2019), para verificar se 0 genoma
montado é da espécie identificada e associar sua posic¢ao filogenética.

A analise utilizando o método ML e Bl realizado com os 13 PCGs mostraram

semelhancas no agrupamento para a maioria dos grupos (Figura 5.10 e 5.11). Os
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mitogenomas de O. octoguttata montado no presente trabalho e o mitogenoma de
Omophoita sp. foram agrupados em conjunto, demonstrando que o genoma montado
no presente € diferente da sequéncia da Unica espécie depositada no GenBank. Foi
recuperado em ambas andlises (ML e BI) trés grandes agrupamentos monofiléticos,
0 grupo externo, com espécies de Chrysomelinae, o clado dos Alticinae e o clado dos
Galerucinae. A arvore filogenética demonstra que os grupos Alticinae e Galerucinae
sdo grupos irmdos monofiléticos (BP: 100 e PP: 1), como demonstrado em estudos
anteriores (FARREL, 1998; FERREL; SEQUEIRA, 2004; GOMEZ-ZURITA; HUNT e
VOGLER, 2008, NIE et al., 2018, NIE et al., 2020). Trabalhos anteriores utilizando
genoma mitocondrial para analisar a relacdo entre Alticinae a Galerucinae (NIE et al.,
2018; NIE et al., 2020) utilizaram menor niumero amostral, com isso, este trabalho
utilizando maior grupo amostral (52 espécies de Alticinae e 14 espécies de
Galerucinae), reforca a monofilia entre os clados.

Os clados recuperados de Alticinae mostraram grande grau de confianca,
pode-se agrupar a maioria dos clados com suas respectivas tribos, com valores de
booststrap altos (Figura 5.10 e 5.11), poucas espécies ndo foram agrupadas em tribos.
As tribos recuperadas monofileticamente foram: Alticini, Longitarsini, Oedionychini,
Chaectonenini, Psyliodini. A tribo Aphtonini foi recuperada sendo um grupo polifilético,
do qual o género Aphtona foi agrupado como grupo irméo de Longitarsini e o género
Phylotreta como grupo irm&o de chaechtonenini. Nie et al. (2018) recuperaram o
género Aphtona como grupo irmao de Longitarsini, como demonstrado neste estudo,
porém, o género Phylotreta foi agrupado em conjunto com o género Crepdoptera, isto
demonstra que este grupo pode haver relacdes filogenéticas incertas.

Apenas um agrupamento de Alticinae apresentou diversos géneros
diferentes, o grupo X, que pode ter ocorrido a juncdo destes clados em conjunto
devido ao baixo numero de espécies amostrados, demonstrando pelo valor de
bootstrap a baixa confianca na relacdo entre alguns clados. A andlise filogenética
utilizando o genoma mitocondrial se mostrou confiavel para realizar analise a nivel de
género, pois 0s géneros de Alticinae foram agrupados corretamente com altos valores
de bootstrap.

Ambos os métodos de ML e Bl agruparam os géneros e tribos das espécies
em conjunto, a principal diferenca entre os métodos foi o clado Oedionychini, em BI
ele é agrupado em dentro do enraizando o clado Longitarsini, porém em ML ele é
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agrupado enraizando todos os clados de Alticinae. Esta principal diferenca pode estar
relacionada ao numero amostral, pois este grupo possui apenas 3 individuos
agrupados, e valor de bootstrap baixo.

O aumento do numero de espécies com genoma mitocondrial sequenciado de
diversos géneros e com espécies do mesmo género, pode resultar em analises
filogenéticas mais resolutivas, pois como mostrado neste trabalho, a analise de Bl e
ML utilizando os 13 PCGs séo resolutivos em relacdo ao agrupamento a nivel de
género.

Podemos concluir que 0 genoma mitocondrial de O. octoguttata esta de
acordo com a ordem Coleoptera. Nao possui grande variacdo quanto a composi¢ao
nucleotidica e na organizacdo das regides do mitogenoma. Ocorre pequena diferenca
intraespecifica, que foi visualizado comparando o mitogenoma dos dois individuos
sequenciados e descritos no presente trabalho, esta variacdo esta principalmente na
regido controle, que possui repeticdes in tandem. A andlise de relacéo filogenética
utilizando o genoma mitocondrial recuperou a monofilia entre Alticinae e Galerucinae,
podendo considerar como grupos irmaos, com alto bootstrap.

A descricdo do genoma mitocondrial no presente trabalho podera dar maior
suporte para pesquisas futuras, visto que apenas 3 individuos do género Omophoita
possuem agora 0 genoma mitocondrial sequenciado, sendo um ndmero
extremamente baixo para a diversidade do género. Ainda h& a necessidade de mais
descricdes dos genomas mitocondriais para o género, subfamilia e ordem, para que
se possa realizar inferéncias filogenéticas, comparacdes entre espécie e estudos de
biodiversidade com maior acuracia. O presente trabalho também poderéa futuramente
dar maior suporte na identificacdo dos individuos da espécie O. octoguttata, pois as
pesquisas agora poderdo usufruir de dados morfolégicos, citologicos, de genes
nucleolares previamente descrito na literatura e agora, com analises de genoma
mitocondrial, diminuindo assim a taxa de identificacdo incorreta da espécie. Assim
com primers utilizando como referéncia o genoma mitocondrial de O. octoguttata
podera ser montado, para poder realizar analises em diversas espécies do grupo sem

precisar realizar a montagem do genoma mitocondrial.
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Tabela 5.2 Composicdo nucleotidica e Skew AT/GC do genoma mitocondrial de Omophoita
octoguttata.

Individuo 1 Individuo 2

Regido A+T% | G+C% | AT Skew | GC skew | A+T% | G+C% [ AT Skew [ GC skew
Genomatotal | 77,5 | 22,5 | -0,035 0,262 77,8 | 22,2 | -0,036 0,261
rRNA-S (12S) | 84,9 | 151 | -0,051 0,377 84,9 | 151 | -0,053 0,377
rRNA-L (16S) | 81,8 | 18,3 | -0,073 0,377 81,7 | 183 | -0,075 0,388
NAD1 783 | 216 | -0,249 0,315 785 | 214 | -0,251 0,318
CytB 73,9 | 26,1 | -0,055 -0,218 | 739 | 26,1 | -0,055 -0,218
NADG6 85 15 -0,031 -0,320 | 84,8 | 152 | -0,028 -0,329
NADA4L 851 | 148 | -0,250 0,527 851 | 148 | -0,250 0,527
NAD4 799 | 20,2 | -0,227 0,356 79,8 | 20,2 | -0,226 0,356
NAD5 79,8 | 20,2 | -0,165 0,327 79,8 | 20,1 | -0,165 0,323
NAD3 82,8 | 17,2 | -0,106 -0,116 | 82,8 | 17,2 | -0,073 -0,074
COXIll 71,9 28 -0,076 -0,079 | 729 | 27,2 | -0,088 -0,316
atp6 76,3 | 23,7 | -0,088 -0,316 | 76,3 | 23,7 | -0,088 -0,316
atp8 91,5 8,5 -0,071 -0,388 | 90,8 9,2 -0,079 -0,283
COXIl 74,2 | 258 | -0,038 -0,140 | 74,6 | 253 | -0,032 -0,162
COXI 70,2 | 29,9 | -0,077 -0,090 | 70,2 | 29,8 | -0,080 -0,087
NAD2 80 20 -0,085 -0,210 | 80,2 | 19,9 | -0,089 -0,196
13 PCGs 77,3 | 22,7 | -0,125 0,004 774 | 22,6 | -0,124 0,009
22 tRNAs 814 | 18,6 0,029 0,129 814 | 18,6 0,029 0,129
Regido controle| 69,7 | 30,3 0,047 0,380 713 | 28,7 0,049 0,394




Tabela 5.3. Resumo da anotacdo do genoma mitocondrial de Omophoita octoguttata.
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Inicio/parada

Gene Localizacéo Fita| Tamanho | Intergénica . Anticédon
codon
Individuo 1 Individuo 2
rRNA - S (125) 91 - 832 112 - 854 H 742/743 -3
Valina (Val) 830 - 896 852 -918 H 67 69 TAC
rRNA - L (16S) 966 -2185 988 - 2207 H 1220 -13
Leucina-L1
(Leu) 2173 - 2237 2195 - 2259 H 65 25 TAG
NAD1 2263 - 3189 2285 -3211 H 927 17 ATAITAG
Serina-S2 (Ser) | 3207 - 3273 3229 - 3295 L 67 -2 TGA
CytB 3272 -4411 3294 - 4433 L 1140 -1 ATG/TAG
NAD6 4411 - 4905 4433 - 4927 L 495 2 ATT/TAA
Prolina (Prol) | 4908 -4973 | 4930-4995 | H 66 0 TGG
Treonina (Thr) [ 4974 - 5039 4996 - 5061 L 66 2 TGT
NADA4L 5042 - 5323 5064 - 5345 H 282 -7 ATG/TAA
NAD4 5317 -6648 | 5339-6670 | H 1332 -1 ATG/TAA
Histidina (His) | 6648 - 6711 6670 - 6733 H 64 0 GTG
NAD5 6712 -8430 6734 - 8452 H 1719 -20 ATT/TAG
Fenilanina H 63 P
(Phe) 8411 -8473 | 8433 -8495 GAA
Glutamato (Glu) 8472 -8534 | 8494 - 8556 L 63 0 TTC
Serina-S1 (Ser) 8535-8601 | 8557 -8623 L 67 0 TCT
Aspargina L 65 1
(Asn) 8602 - 8666 | 8624 - 8688 GTT
Arginina (Arg) | 8666 - 8728 8688 - 8750 L 63 -1 TCG
Alanina (Ala) 8728-8791 | 8750-8813 | L 64 -2 TGC
NAD3 8790 - 9143 8812 - 9165 L 354 0 ATT/TAG
Glicina (Gly) 9144 -9207 | 9166-9229 | L 64 -1 TCC
COXIll 9207 -9994 | 9229-10016 | L 788 -1 ATG/TA
atp6 9994 - 10668 |10016-10690| L 675 -7 ATG/TAA
atp8 10662 - 1081410684 - 10836 L 153 0 ATT-TAA
Aspartico (Asp) 10815-10881[10837 - 10903 L 67 1 GTC
Lisina (Lys) [10881-10951[{10903-10973| L 71 -20 11T
COXII 10932-11609)10954-11631| L 678 21 ATAITAA
Leucina-L2 L 65 5
(Leu) 11631 -11695(11653-11717 TAA
COXI 11691 -13238(11713-13260| L 1548 -8 ATT/TAA
Tirosina (Tyr) |13231-13294(13253-13316| H 64 0 GTA
Cisteina (Cys) | 13295 -13355|13317-13377| H 61 -8 GCA
Triptofano
(Trp) 13348 1341213370 - 13434| - 65 2 TeA
NAD2 13411-14412]113433-14434| L 1002 -27 ATT/TAA
OH 1 14386-14444 | 14408 - 14466| H 59 -23
Metionina (Met) 14422 - 1449014444 - 14512 L 69 1 CAT
Glutamina (GIN)| 1 4400 - 14558 | 14512 - 14580 7 | ©° o e
Isoleucina (lle) | 14568 - 14632|14590 - 14654 | L 65 348/347 GAT
OH_ 0 14981-15305 | 15002 - 15323 | H | 325/322 | 1334/347
Regido
controle 14633 - 90 14655-111 H |2007/1855
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Tabela 5.4 Sequéncias repetidas de Omophoita octoguttata, em vermelho as os pares de bases

diferente entre os individuos.

Individuo Sequéncia

Individuo 1- repeticdo -1 TATATAATAATATA
Individuo 1 - repeticdo - 2 TATTATAATAAAATAATATTAA

GTTAAAAGTTGAGATCGATTGGGGAA
. . TAGGTCGCTACTGTCAGAAACCGTT
Individuo 1 - repeticéo - 3

Individuo 2 - repeticao - 1 TATATAATAATATA
TATTATAATAAAATAATATTAA
Individuo 2 - repeticao - 2
GTTAAAAGTTGAGATTGATTGGGGAA
Individuo 2 - repeticdo - 3 TAGGTCGCTACTGGCAGAAACCGTT
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Figure 5.8 Estruturas secundarias putativas dos RNAs transportadores de Omophoita octoguttata.
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Figure 5.9 Uso de codons sindnimos relativos (RSCU) do mitogenoma de Omophoita octoguttata. A.

Individuo 1, B. Individuo 2.



 AIF 56002

76

- —_—
= Alticini
"} Aphtonini (G1)
- Longitarsini
}- Oedionychini g
£
b Grupo X §
<
- Chaectocnenini
v Perwpoa
e NG e ],. Aphtonini (G2)
- Psyloidini
— g
' = iawe:: JCP& .E
L{* 1 m-"':'-%ﬂuw_|mw_mo g
o Rt ey =
{_os ir ~ — _cu-a:__m-o% 1 g

Figura 5.10 Andlise filogenética utilizando inferéncia Bayesiana dos 13 PCGs de Alticinae + Galerucinae, com Chrysomelinae como grupo externo. Com valores
de probabilidades posteriores em cada ramo.



77

== Alticini

Eu Pygootuia NC 23X0
—-I w0 '—{m—lj ,w:g;c
ww ; { I Niicn,_gritieh |

"} Aphtonini (G1)

_ Longitarsini

[ Grupo X

[ Chaectocnenini

Aphtonini (G2)

bd 84
kS
m::f l’nd.nu

Lo L

s » S—— PIM W
w L
» oroundens K5
- , zm”'_anu_mw
0 OB
o b o4 % errere)

L Psyloidini

Py Mg KRS

S 1)
Y 3, 2,

Bamoprvia_aor s _rOCM000

¥ Oedionychini

m_ 1
.-o_“nﬁ_mr}mmw

Chrysabea_aoruprosa NC 062915

Figura 5.11 Analise filogenética utilizando maximum likelihood dos 13 PCGs de Alticinae + Galerucinae, com Chrysomelinae como grupo externo. Com valores

de bootstrap em cada ramo.

I

Alticinae

Galerucinae



78

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Fundacgdo Araucéaria de Apoio ao Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico do Parana — NAPI-Bioinformatica (nUmero 033/2021) e ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolédgico pelo Financiamento
deste projeto.

REFERENCIAS

As referéncias citadas neste artigo foram depositadas no final da dissertacao.



79

6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste trabalho, pode-se realizar a primeira comparagcdo entre
gendmas e pintura cromossémica de Coleoptera, além de ser a primeira analise
comparativa entre o conjunto de satDNA entre macho e fémea, e a primeira descri¢ao
completa do genoma mitocondrial de Omophoita octoguttata, realizando com estes
dados inferéncias filogenéticas do grupo.

A partir dos dados obtidos neste trabalho no capitulo |, pode-se inferir um
pouco sobre os processos evolutivos dos cromossomos sexuais de Omophoita. Os
dados demonstraram que 0 grupo possui baixo grau de similaridade molecular entre
as espécies, exceto para os DNAs repetitivos, que € demonstrado em estudos
anteriores que possuem alta similaridade e grande quantidade destas sequéncias. Os
resultados da pintura cromossémica e CGH entre macho e fémea, demonstrou que 0s
cromossomos sexuais ainda néo estdo diferenciados, pois compartiiham muitas
sequéncias iguais entre eles. A semelhangca entre 0S cromossomos sexuais pode
demonstrar que estes cromomossos sexuais surgiram recentemente, além do mais,
estes cromossomos sexuais por serem recentes, possuem grande quantidade de DNA
repetitivo compartilhado entre eles, fazendo com que estas sequéncias repetitivas
tenham tido papel importante durante o processo evolutivo e surgimento dos mesmo.

Os resultados obtidos pela andlise do conjunto de satDNA de Omophoita
octoguttata, demonstrou que a espécie possui grande quantidade destas sequéncias,
estas sendo compartilhadas entre o macho e fémea. Porém, foi identificado
sequéncias enriquecidas no genoma do macho principalmente, estas que podem ser
especificas dos cromossomos sexuais, porém, as analises de especificidade poderéao
ser realizadas apenas ap6és a realizacdo da hibridacédo in situ. A partir dos dados do
satelitoma, pode-se inferir também sobre a evolucdo dos satDNA na espécie, pois foi
identificado sequéncias pequenas inseridas em satélites maiores.

Por ultimo, a descricdo do genoma mitocondrial demonstrou que esta
sequéncia pode ser utilizada para diversas finalidades, incluindo para analises
filogeneticas como realizadas neste trabalho, onde recuperou a monofilia da
subfamilia Alticinae como grupo irmao de Galerucinae.

Apesar destes resultados inétidos e importantes, ainda sdo necessarios mais

estudos, quanto a evolugcdo dos cromossomos sexuais em Oedionychina, visto que
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Sdo 0 Unico grupo de insetos que apresentam CromossSOomos sexuais gigantes,
podendo assim serem considerados um modelo para estudar a evolucdo dos
cromossomos sexuais. E necessario a realizacdo da hibridacdo in situ dos DNA
satélites na espécie, para identificar a localizacdo, a dispersdo e mapear satélites
especificos dos cromossomos sexuais. Além de ser importante a realizacdo da
hibridacdo em outras espécies, para poder identificar o compartiihamento destes
satélites com outros taxons e assim poder reaizar mais inferéncias sobre a evolugéo
dos mesmaos.

E necessario também mais descricbes do genoma mitocondrial, ndo apens
em Alticinae, mas em todos 0s outros grupos, pois a partir dos dados gerados pode-

se realizar diversas pesquisas, estas sendo filogenéticas, ecoldgicas e comparativas.
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APENDICE A - ESPECIES E SEUS NUMEROS DE ACESSO DO GENOMA

MITOCONDRIAL NO GENBANK/NCBI

FILOGENETICAS.

UTILIZADAS PARA AS ANALISES

Subfamilia Espécie Cddigo genbank/NCBI
Alticinae Agasicles hygrophila NC_028332
Alticinae Altica cirsicola NC_042876
Alticinae Altica ericeti KX943460
Alticinae Altica fragariae MH477593
Alticinae Altica viridicyanea NC_048472
Alticinae Aphthona albertinae KX943467
Alticinae Aphthona euphorbiae KX943409
Alticinae Aphthona lutescens KX943361
Alticinae Apteropeda orbiculata KX943507
Alticinae Apteropeda ovulum KX943422
Alticinae Batophila aerata KX943466
Alticinae Chaetocnema arida KX943445
Alticinae Chaetocnema depressa KX943408
Alticinae Chaetocnema obesa KX943442
Alticinae Chaetocnema paganettii KX943482
Alticinae Chaetocnema scheffleri KX943431
Alticinae Chaetocnema tibialis KX943476
Alticinae Crepidodera plutus KX087265
Alticinae Dibolia rugulosa KX087282
Alticinae Longitarsus aeneus KX943357
Alticinae Longitarsus atricillus KX943363
Alticinae Longitarsus cerinthes KX943478
Alticinae Longitarsus curtus KX943501
Alticinae Longitarsus dorsalis KX943359
Alticinae Longitarsus luridus KX943364
Alticinae Longitarsus melanocephalus KX943469
Alticinae Longitarsus niger KX943504
Alticinae Longitarsus nigrocillus KX943464
Alticinae Longitarsus rutilus KX943491
Alticinae Longitarsus tabidus KX943424
Alticinae Macrohaltica subplicata NC_041169
Alticinae Mantura chrysanthemi KX943486
Alticinae Neocrepidodera brevicollis KX943440
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Alticinae Omophoita octoguttata - ind. 1 Neste trabalho
Alticinae Omophoita octoguttata - ind. 2 Neste trabalho
Alticinae Omophoita sp MG021084.1
Alticinae Orestia punctipennis KX943441
Alticinae Phyllotreta hemipoda KX943496
Alticinae Phyllotreta parallela KX943456
Alticinae Phyllotreta striolata NC_045901
Alticinae Phyllotreta tetrastigma KX943497
Alticinae Psylliodes chlorophana NC_053362
Alticinae Psylliodes chrysocephalus KX943483
Alticinae Psylliodes circumdatus KX943454
Alticinae Psylliodes cupreatus KX943439
Alticinae Psylliodes cupreus KX943425
Alticinae Psylliodes hispanus KX943503
Alticinae Psylliodes laevicollis KX943451
Alticinae Psylliodes punctifron MT890591
Alticinae Psylliodes thlaspis KX943362
Alticinae Sphaeroderma testaceum KX943444
Alticinae Syphrea sp. MG021085
Galerucinae Apophylia sp MG021082
Galerucinae Aulacophora lewisii NC_039712
Galerucinae Diabrotica barberi NC_022935
Galerucinae Diabrotica virgifera virgifera KF658070
Galerucinae Diorhabda carinata NC_042945
Galerucinae Galeruca interrupta KX943479
Galerucinae Galeruca luctuosa KX943508
Galerucinae Galeruca macchoi KX943494
Galerucinae Galeruca sp KY039101
Galerucinae Monolepta occifluvis MK409736
Galerucinae Monolepta quadriguttata NC 039711
Galerucinae Paleosepharia posticata NC 033532
Galerucinae Phyllobrotica quadrimaculata KX087334
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ANEXO A - PREPARACAO DOS TESTICULOS SEGUINDO ALMEIDA, ZACARO E
CELLA (2000), COM MODIFICACOES.

1- Colocar éter etilico em um pote com algodéo;

2- Colocar solucao fisiologica na placa de petri;

3- Colocar o besouro no éter até ele “desmaiar”;

4- Colocar o alfinete entre o pronoto e o térax, com outro alfinete abrir as asas e
fixa-las;

5- Soltar o tecido do abddémen.

6- Retirar o testiculo.

7- Colocar o testiculo em solucao hipoténica com agua da torneira por 15 minutos;
8- Transferir para o fixador Carnoy | (metanol-acido acético na propor¢ao 3:1),
deixar 1 minuto, trocar e deixar por 30 minutos;

9- Guardar na geladeira em um microtubo contendo fixador Carnoy I.
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ANEXO B - PROTOCOLO PARA PREPARACAO CITOLOGICAS E COLORACAO
COM GIEMSA 3%.

Acidificacao de lamina:

1- Lavar as laminas com algod&o e detergente para retirar o 6leo;

100

2- Colocar Sulfocromica 50% na cubeta de vidro junto com as laminas e deixar
overnight;

3- Tirar a sulfocrémica e lavar por 20 minutos em agua corrente;

4- Colocar as laminas em alcool 70% e manter na geladeira até usar.

Preparacédo de lamina:

1- Colocar o 4cido acético 70% na lamina acidificada;
2- Colocar o testiculo no acido acético e esperar clarear;
3- Macerar na lamina e secar na chapa.

Coloracao Giemsa 3%

1- 47 mL de agua destilada;

2- 1,5 mL de corante Giemsa;

3- 1,5 mL de tampéo;

4- Deixar por 12 minutos;

5- Lavar em agua corrente;

6- Secar ao ar.
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ANEXO C - Hibridacao in situ fluorescente (FISH) — Pintura cromossémica

descrita por YANO et al., 2017.

Pré tratamento:
1. Desidrate a lamina em série alcodlica (70%, 90% e 100%) para 2 minutos cada.
(RT);
2. Segue ao ar e incube as laminas a 60 °C por 1 hora;
3. Adicione 100 ul de RNAase (10 ug MI) nas laminas, cubra com uma laminula e

incube a 37 °C por 1 hora em camera umida;

Solucdo RNAse
- 5 ul RNAse 10mg/ml

975 pl 2xSSC

4. Remova a laminula e incube em um frasco contendo 1x PBS por 5 minutos em
um agitador a temperatura ambiente;
5. Adicione 100 ul de uma solugéo de pepsina 0, 005% nas laminas, cubra com

uma lamina e mantenha a 37 °C por 10 minutos;

Solucéo pepsina
- 99 mL de H20
- 1 mL de HCI 1M
- 50 pl de pepsina 10%
6. Remova a Laminula e incube as Laminas em um frasco contendo 1X PBS,
mantenha em temperatura ambiente por 5 minutos;
7. Incube as laminas por 10 minutos a temperatura ambiente em um frasco
contendo 100 ml de solucéo de pos-fixagao.
8. Jogue a solucdo de pos fixacdo, adicione 1X PBS na mesma cubeta e incube
as laminas por 5 minutos a temperatura ambiente;
9. Desidrate as laminas em uma série alcodlica (70%, 90% e 100%) 2 minutos

cada, e seque ao ar;
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Hibridac&o in situ

1.

4.

Incube as laminas em uma solucdo de formamida a 75 °C por 3 minutos (para
besouros 3 minutos e 50 segundos) para desnaturacdo cromossomica;
Transfira as laminas para um frasco cheio de etanol 70% frio (imediatamente)
(Este alcool 70% deve ser jogado); para conservar as o DNA alvo como fita
simples, prossiga com a série alcodlica (90% e 100%) 2 minutos cada e seque
ao ar,

Desnature a mistura de hibridacdo (contendo 20ul do hibrido de tamp&o de
concentracdo e 100 ng da sonda marcada) em um termo ciclador a 85 °C por
10 minutos (esta etapa pode ser realizada enquanto a série anterior estiver
sendo realizada);

Adicione 20 ul da mistura de hibridagéo as laminas, cubra com uma laminula e
incube por 37 °C por 14 horas em uma camera Umida escura (papel molhado
com 2x SSC); (NOTA 5)

Nota. Foi utilizado em besouro 30 ug/Lamina de competidor, do qual em conjunto com

o mix de hibridacao foi colocado a temperatura de 100°C por 10 minutos e deixado

para competicio entre as sequéncias por 1 hora. E recomendado teste com diferentes

concentraces de competidor.

SEGUNDO DIA

Remova a laminula e lave em 1X SSC em uma temperatura variando de 42 °C
a 65 °C dependendo da sonda aplicada (veja nota 6);

Coloque as laminas em um frasco contendo 100 ml de 4x SSCTween (100ml
de 20Xss + 400ML DE H20d + 250ul de tween puro) e mantenha por 5 minutos
em um agitador a temperatura ambiente. As etapas 7-10 sdo necessarios se
as sondas foram marcadas indiretamente, caso nao, pode ir direto para a etapa
11;

Incube as laminas em 3% NFDM/4x SSC por 10 minutos a temperatura
ambiente;

Adicione 100 ul da solucdo de detecgdo 1 (ou 2-4) a cada lamina, cubra com
uma laminula e incube por 1 hora a 37 °C em camera umida escura;

Remova a Laminula e lave 3 vezes por 5 minutos em 4X SSCT sob agitacao;
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10.Lave as laminas em 1x PBS e desidrate em série alcoolica (70, 90, 100%) por

2 minutos em temperatura ambiente;

11.Adicione 17 ul de meio de montagem Vectashield com DAPI e cubra com uma

laminula e pressione levemente. As laminas estao prontas para analise. Podem

ser mantidas em 4 °C.

Notas:

1.

Lembre-se de descartar a solu¢do de formamida como perigosas residuos, pois
€ um teratégeno.

Lembre-se de descartar a solucédo de paraformaldeido como risco desperdicio
ardente.

Em geral, o espermatozdide comercial de salmdo pode funcionar muito bem
como um bloqueador de DNA; no entanto, em alguns casos, nao é suficiente
para bloquear a hibridizacdo de sequéncias de repeticdo de alta cdpia. Assim,
uma boa alternativa é usar Cotl-DNA isolado diretamente das espécies
estudadas.

Um experimento bem-sucedido depende de alta qualidade sondas e placas
metafasicas. Se as preparacbes cromossdmicas contém excesso de
citoplasma, alguns ajustes na etapa de pré-tratamento de manutencéo
precisam ser realizados. Assim, a fim de remover ou reduzir o background, o
tempo de pepsina e / ou RNase A o pré-tratamento deve ser aumentado. O
sucesso do pré-tratamento pode ser verificado por inspecdo de microscopio, e
um etapa de pré-tratamento opcional pode ser realizada, se necessario. Mais
distante, fundo também pode ser o resultado de pdés-insuficiente lavagens de
hibridizacdo que s&o resolvidas aumentando a lavagem temperatura ou a
concentracéo da solucdo de lavagem.

Em experimentos de WCP, uma etapa de pré-hibridizacao de 15-30 min em 37
C pode ser realizada a fim de evitar hibridismo inespecifico. Em experimentos
de pintura de cromossomo inteiro (WCP), a quantidade de competidor (DNA de
esperma de salméo ou Cotl-DNA) é essencial para obter um padréo de
hibridizacdo bem-sucedido. Em ordem para reduzir as hibridizagbes néo

especificas, a concentracdo de Cotl-DNA pode ser aumentada (de 1 a 5 ug

uI).
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Para sondas de DNA repetitivas, uma temperatura de 42 C é suficiente para
lavar as laminas, enquanto para as sondas WCP a temperatura ideal

temperatura € cerca de 62-65 C.

SOLUCOES

Tratamento da lamina:

1.

PBS 1 (solucdo salina tamponada com fosfato - Cat. No: L1825, Biochrom,

Alemanha; armazenar em temperatura ambiente %2 RT).

2. Solucéo estoque de pepsina (Cat. No: P-7012, Sigma, EUA).

Solucéo de trabalho de pepsina (0,005%): 99 plde H 2 O, 10 ul de HCl e 2,5 pl
de pepsina (20 mg ml 1).

Solucéo pés-fixacdo (100 ml, 1% paraformaldeido) (ver Nota 2): misturar 50 ml
de paraformaldeido a 2% (por exemplo, Merck, Alemanha) com 45 ml de 1 PBS

e 5 ml de MgCl 2 1M (fazer fresco como requeridos).

(Solucéao paraformaldeido 2%: Adicionar 2g de paraformaldeido a 100ml de 4gua

destilada).

5.
6.

RNase A (Cat. No: R4642, Sigma, EUA).
Solucéo de trabalho RNase (10 uygml 1): 1,5 yiRNase A(10mgml1)e 1,5 mi
2 SSC.

Procedimento FISH:

1.
2.

Avidin-FITC (Cat. No: A2901, Sigma, EUA).

Fluoresceina anti-digoxigenina (Cat. No: 11207741910, Roche Diagnostics,
Suica).

Rodamina anti-digoxigenina (Cat. No: 11207750910, Roche Tampao de
desnaturacao: 70% (v / v) formamida desionizada (ver Nota 1), 20% (v / v) de
agua bidestilada filtrada, 10% (v / v) 20 SSC; faca fresco conforme necessario.
Solucéo de detecgdo 1: 994 ul de 3% NFDM / 4 SSC, 2 pl de solucéo de
trabalho avidina-FITC (1 mg ml 1) e 5 ul de antidigoxigenina rodamina (200 ug
mi1).

Solucéo de deteccgédo 2: 995 pl de 3% NFDM / 4 SSC, 10 ul de estreptavidina-
Cy3, e 5 ul de anti-digoxigenina fluoresceina (200 ug mi 1).

Solucédo de deteccédo 3: 995 pl de 3% NFDM / 4 SSC, 10 ul de estreptavidina-
Cy5 e 5 pl de fluoresceina anti-digoxigenina (200 ug ml 1).
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7. Solucéo de deteccao 4: 995 pl de 3% NFDM / 4 SSC, 10 pl de estreptavidina-
Cy5 e 5 pl de anti-digoxigenina rodamina (200 ug mi 1).

8. Solugao de formamida: 2 SSC / formamida 50% desionizada, pH 7.0 (ver Nota
1).

9. Tampao de hibridizacao: dissolver 2 g de sulfato de dextrano sédico em 10 ml
de 50% formamida / 2 SSC / tampéao fosfato 50 mM por 1 h a 70 C. Aliquotar e
armazenar a 20 C.

10.NFDM ¥ Leite em p6 desnatado (Cat. No: 9999, Cell Tecnologia de
Sinalizacéo, EUA).

11.NFDM3% / 4 SSC: 40 ml 20 SSC, 160 ml ddH 2 0 e 5 g de NFDM. Prepare a
solugcéo em agitacdo constante para dissolver o NFDM.

12.PBS 1 (solugédo salina tamponada com fosfato - Cat. No: L1825, Biochrom,
Alemanha; armazenar na RT).

13. Tampao de fosfato: preparar Na 2 HPO 4 0,5 M e 0,5 M NaH 2 PO 4 , misture
essas duas solucdes (1: 1) para obter pH 7,0, e em seguida, aliquotar e
armazenar a 20 ° C.

14.SSC 20 Y4 citrato de sodio salino (Cat. No: 15557-036; Invitrogen, EUA;
armazenar na RT); configurar 1 e 2 SSC antes de usar.

15. Streptavidin-Cy5 (Cat. No: 25800881, GE Healthcare Life Ciéncias, EUA).

16. Streptavidin-Cy3 (Cat. No: S6402, Sigma, EUA).

17.Tween 20 ¥ monolaurato de polioxietileno sorbitano (Cat. No: 10670-1000,
Sigma, Alemanha, armazenamento em RT).

18.Meio de montagem Vectashield com DAPI FR / 10 ml (Cat. N°: H-1200, Vector,
EUA).

19.Tampao de lavagem (4 SCCT): 4 SSC, Tween 20 a 0,05%; faco fresco

conforme necessario.
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ANEXO D - MONTAGEM DO GENOMA MITOCONDRIAL

A montagem do genoma mitocondrial de Omophoita octoguttata macho e
fémea foi realizado no servidor da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
Seguindo os seguintes passos: (I) verificacdo da qualidade das sequencias brutas
provindas do sequenciamento, (ll) retirada das sequencias com baixa qualidade, (lII)
verificagcdo novamente da qualidade das sequéncias resultantes do passo (Il), (IV)
montagem do genoma mitocondrial, (V) anotacdo e curadoria do genoma

mitocondrial.

Etapa I: Apés o sequenciamento do genoma por NGS, os arquivos foram
baixados utilizando o software FilleZilla, apds isto, foi submetido ao servidor da UEPG.
A primeira etapa consistiu em realizar a verificacdo da qualidade das reads provindas
do sequenciamento, para isto, foi utilizado o FASTqgc. ApoOs a analise e verificacdo que
as sequencias estavam com qualidade boa, foi realizado a etapa (ll).

Etapa Il: Esta etapa é realizada para filtrar as sequéncias com baixa qualidade
do sequenciamento bruto. Para realizar esta filtragem foi realizado a pipeline do

Trimmomatic, para utilizar necessita realizar a seguinte linha de comando:

java -jar trimmomatic-0.39.jar PE -phred33 V350016532 |04 B5GFIShoduRAAAA-
581 1.fq.gz V350016532 L04 B5GFIShoduRAAAA-581 2.fq.gz

clean.u.l.fi.ﬁz - clean.u.2.fq.gz

Amarelo: Biblioteca 1 bruta do sequenciamento

Azul claro: Biblioteca 2 bruta do sequenciamento

Vermelho: Nome da biblioteca pareada e limpa da sequéncia 1

Cinza: Nome da biblioteca ndo pareada da sequéncia 1

Lilas: Nome da biblioteca pareada e limpa da sequéncia 2

Azul escuro: Nome da biblioteca ndo pareada da sequéncia 2

Vermelho escuro: pardmetros para verificagdo da qualidade das sequéncias, pode ser

alterado conforme necessario.
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Etapa Ill: Apos a retirada das reads com baixa qualidade, é realizado novamente
a verificagdo da qualidade das reads restantes, para isso, utiliza o comando do
FASTqc.

Etapa IV: ApOs a verificacdo das reads, retiradas das reads com baixa qualidade
e verificagdo novamente da qualidade é realizado a montagem da sequéncia do
genoma mitocondrial, para isto, € utilizado a pipeline do get organelle, seguindo a
seguinte linha de comando:

get_organelle_from_reads.py -1 /home/mara/Mitogenome/F1/ClCaliiNoI0Z -2

/home/mara/Mitogenome/EliCieamzioiez - BiCHaeHasE -- animalmt -o
omophoita_octoguttata_mitogenoma -R 20

Amarelo: local onde o arquivo zip das bibliotecas estdo armazenadas, consegue esta
localizagao na interface.

Verde: Bibliotecas 1 e 2 usadas para montar o genoma mitocondrial, neste caso foram
as bibliotecas limpas que foram arquivos de saida do trimmomatic.

Vermelho: o nome do arquivo que precisa estar na mesma pasta que foi feita com a
sequéncia do genoma mitocondrial de espécies proximas.

Azul claro: comando do banco de dados para animal, se for utilizar sequencias de
plantas, fungos, etc. procurar para o grupo.

Roxo: Nome da pasta que quer mandar o resultado da sequéncia, ndo precisa fazer

uma nova pasta no servidor, com este comando ele mesmo faz a pasta.

Observacgdes: durante a realizacdo deste comando, pode ser que o genoma
mitocondrial ndo saia como um resultado completo, ou seja, circular, para isso,
verifigue ao término da andlise se o resultado no prompt esta demonstrando DNA

circular ou incompleto (scaffolds).

ETAPA V: Apls a etapa |V, tera como resultado um arquivo .fasta, esta sera a
sequéncia do genoma mitocondrial da espécie desejada. Apos isto, inicia 0 processo
de curadoria. Para a anotacédo do genoma foi utilizado o servidor MITOS2 (DONATH
et al.,, 2019) seguindo os parametros Referéncia: RefSeq 63 Metazoa, cddigo
genético: 5 invertebrados. Para identificacdo dos tRNAs foram utilizados os servidores
MITOS2 (DONATH et al., 2019), ARWEN (LASLETT; CANBACK, 2008), seguindo os
parametros padréo e tRNAscan-SE 2.0 (CHAN; LOWE, 2019). Para verificar o valor
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de viés AT/GC, foi calculado de acordo com PERNA e KOCHER, 1995): Viés AT = [A-
T] / [A+T] e viés GC = [G-C] / [G+C]. As andlises de composicdo e RSCU foram
realizadas manualmente em MEGA 11 (TAMURA, STECHER e KUMAR, 2021), o
mapa do genoma foi ilustrado utilizando CG view (GRANT; STOTHARD, 2008). Para
identificar elementos repetidos em tandem foi utilizado o programa Tandem repeat
finder (TRDB) (BENSON, 1999) utilizando os parametros basicos.
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