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RESUMO

A ordem Thysanoptera compreende pequenos insetos conhecidos como tripes, 0s quais
apresentam diversas historias de vida e habitos, se reproduzem por haplodiploidia, e
alcancaram o status de praga por sua alimentacdo danificar as plantas. Sua sistematica,
taxonomia e relagdes filogenéticas sdo complicadas, devido & pequena variagdo morfoldgica
entre os taxa. Assim, este trabalho teve como objetivo analisar trés espécies da familia
Phlaeothripidae: Gynaikothrips uzeli, Liothrips sp. e Pseudophilothrips gandolfoi através de
citogenética convencional e molecular dando énfase aos processos evolutivos que ocorreram
durante a diferenciacdo cariotipica do grupo, reforcando a importancia da citogenética como
ferramenta para taxonomia da ordem, além de estimar parametros genético populacionais de
G. uzeli. Para tal, foi analisado o nimero dipldide, a morfologia cromossémica, o padrdo de
distribuicdo das regides heterocromaticas, os cromossomos portadores de Ag-RONs e
realizado o mapeamento fisico dos cistrons de rDNA 18S. Além disso, foi estimada a
variabilidade genética e a estrutura populacional de G. uzeli através do marcador RAPD. Os
resultados obtidos com a sonda de rDNA 18S revelaram um par cromossémico portador da
RON nas trés espécies, no entanto, em G. uzeli somente um dos elementos cromossémicos do
13° par foi marcado. Em adicdo, os resultados da anélise citogenética indicam que 0s géneros
Pseudophilothrips e Liothrips apresentam grandes semelhancas em seus complementos
cromossémicos. A Baixa variabilidade genética, observada com o marcador RAPD, para G.
uzeli, é resultado do sistema de determinacdo sexual haplodiploide e de caracteristicas
ecoldgicas. As andlises citogenéticas revelaram diferencas que sdo dificeis de observar no
nivel morfoldgico, demonstrando a importancia desta metodologia para a sistematica e a

taxonomia e no esclarecimento dos complexos padrdes evolutivos apresentado pela ordem.

Palavras-chave: Tripes, Citotaxonomia, Sonda rDNA 18S. Variagdo genética.
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ABSTRACT

The order Thysanoptera comprises small insects known as thrips, which present different life
histories and habits; they reproduce by haplodiploidy, and reached the status of prague by
their feeding damage to plants. Their systematics, taxonomy and phylogenetic relationships
are complicated, due to the small morphological variation among the taxa. Thus, this study
aimed to analyze three species of the family Phlaeothripidae: Gynaikothrips uzeli, Liothrips
sp. and Pseudophilothrips gandolfoi through conventional and molecular cytogenetics giving
emphasis to the evolutionary processes that have occurred during the differentiation karyotype
in the group, reinforcing the importance of cytogenetic studies as a tool for taxonomy of
order, in addition to estimate genetic population parameters of G. uzeli. To that end, we
analyzed the diploid number, the chromosome morphology, the distribution pattern of the
heterochromatic regions, the chromosomes bearing Ag-NORs and performed mapping
physical for cistrons of rDNA 18S. In addition, it was estimated the genetic variability and
population structure of G. uzeli through the RAPD marker. The results obtained with the
probe of 18S rDNA revealed a pair chromosomal bearer of RON in the three species,
however, in G. uzeli only one of the elements of chromosomal 13 pair was marked. In
addition, the results of cytogenetic analysis indicate that the genera Pseudophilothrips and
Liothrips display strong similarities in their chromosomal complements. The low genetic
variability, observed with the RAPD marker for G. uzeli, and result of the system of sexual
determination haplodiploidy and ecological features. The cytogenetic analysis revealed
differences that are difficult to observe the morphological level, demonstrating the importance
of this methodology for systematic and taxonomy and clarification of complex evolutionary

patterns presented in the order.

Keywords: Thrips, Cytotaxonomy, rDNA 18S Probe. Genetic variation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac6es gerais sobre a ordem Thysanoptera

A ordem Thysanoptera compreende aproximadamente 8000 espécies estimadas e
7400 taxonomicamente descritas de pequenos insetos (0,5 a 3,0 mm) de corpo alongado,
comumente chamados de tripes (Figura 01), os quais apresentam diversas historias de vida e
habitos (LEWIS, 1973; MOUND e MARULLO, 1996; MOUND, 2008). Em algumas regides
do Brasil, sdo conhecidos como lacerdinhas, amintinhas, barbudinhos ou azucrinois (BUZZI,
2002). As delicadas e franjadas asas dos tripes proveram o nome cientifico da ordem,
Thysanoptera, derivado do grego “thysanos” que significa franja ¢ “pteros” que significa asa
(LEWIS, 1973).

Os tripes alcancaram o status de pragas devido a danos diretos que causam as plantas
(folhas, flores e frutos), decorrentes de sua alimentacdo resultando na formacédo de galhas e
também pela inoculacdo de virus (MOUND e MARULLO, 1996). Apenas dez das 7400
espécies descritas de tripes sdo reconhecidas como vetoras de tospovirus, 0s quais sdo
transmitidos somente por tripes. Devido ao fato destas espécies transmissoras nao
compreenderem uma linhagem evolutiva comum, provavelmente muitas outras espécies
possam atuar como vetoras (MORITZ et al., 2004; MOUND, 2005). Assim, acredita-se que a
maioria das espécies de tripes tenha perdido a capacidade de transmitir virus, ou a aquisi¢ao
da capacidade de vetor pode ter ocorrido independentemente em varias espécies (MORITZ et
al., 2004). Adicionalmente, os tripes podem ser benéficos, atuando como agentes no controle
bioldgico. Algumas espécies tém sido utilizadas para controlar ervas daninhas, como é o caso
de Liothrips urichi que se alimenta em folhas de Clidemia hirta, no arquipélago de Fije
(LEWIS, 1973). Alguns atuam como predadores de acaros de interesse agricola, ou ainda
como importantes agentes polinizadores. Entretanto, a polinizagdo por tripes ainda é pouco

estudada (MOUND e KIBBY, 1998).
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Figura 01. Ordem Thysanoptera. A) Subordem Terebrantia. B) Subordem Tubulifera.

Redesenhado de Lewis. 1975.

Os insetos que fazem parte da ordem Thysanoptera formam um grupo monofilético
bem definido e facilmente reconhecido pela forma alada do adulto, com asas estreitas de
venacgdo reduzida e pela longa franja de cilios que as margeiam. Entretanto, a presenca de
quatro asas delgadas com uma franja de cilios marginais é uma caracteristica também
encontrada em outros grupos de pequenos insetos, tais como, vespas parasitdides da familia
Trichogramatidae e besouros da familia Ptiliidae. Outras sinapormofias da ordem incluem:
segmentacdo tarsal reduzida, um ou dois articulos, pretarso com garras excepcionalmente
reduzidas, possuindo uma pequena vesicula eversivel (arélio) (GRIMALDI et al., 2004).
Todavia, a caracteristica mais notavel dos thysanopteros é a assimetria das suas pecas bucais,
em que somente a mandibula esquerda estd presente no adulto, j& que a direita ndo se
desenvolve além do embrido, sendo esta a sua mais segura sinapomorfia (MOUND e
MARULLO, 1996; MOUND e MORRIS, 2004).

Tradicionalmente, na ordem Thysanoptera sdo reconhecidas duas subordens:
Terebrantia que apresenta ovipositor; e Tubulifera, caracterizada pela auséncia do ovipositor

(MOUND et al., 1980, MOUND e MORRIS, 2007). Segundo Moritz et al. (2001), a ordem
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abriga nove familias, sendo oito pertencentes a subordem Terebrantia (Uzelothripidae,
Merothripidae,  Aeolothripidae, = Melanthripidae, = Adiheterothripidae,  Fauriellidae,
Heterothripidae e Thripidae) e apenas uma unica familia (Phlaeothripidae) na subordem
Tubulifera.

Os tripes apresentam distribuicdo cosmopolita, com a grande maioria das espécies
encontradas na regido Tropical, muitas na zona Temperada e algumas nas regides Articas
(LEWIS, 1973). O tamanho diminuto e o comportamento criptico, torna dificil detecta-los no
campo ou na vegetacdo. Muitas espécies dispersaram-se de seus habitats naturais e
hospedeiros originais para novos ambientes por meio do comércio internacional de produtos
agricolas, tais como frutas, legumes e plantas ornamentais (BRUNNER et al., 2002).

O desenvolvimento pds-embrionario dos tripes compreende dois estagios larvais e
posteriormente, mais dois ou trés estagios (dependendo da subordem) chamados de pupa, que
ndo se alimentam (Figura 02). Em espécies da familia Phlaeothripidae (subordem Tubulifera)
existem trés estagios de pupa: a pré-pupa, a 1% e a 22 pupa. Em representantes de diversas
familias da subordem Terebrantia, existem somente dois estagios de pupa: a pré-pupa e a pupa
(LEWIS, 1973; MOUND e MARULLO, 1996). Morfologicamente, os estagios larvais
apresentam longas antenas e pernas bem desenvolvidas, enquanto que a pré-pupa apresenta
antenas curtas e a pupa possui antenas dobradas para tras sobre a cabeca e, comumente, brotos
alares sobre o torax (MOUND e MARULLO, 1996).

Embora os thysanopteros sejam classificados como hemimetabolos (BORROR e DE
LONG, 2005), eles ndo apresentam um estagio tipico. Takahashi (1921) denominou o
desenvolvimento pds-embrionario dos tripes de “remetabolia™ visto que as estruturas larvais
tornam a ser reconstruidas no adulto. Segundo Moritz (1995), varios estudos indicam que a

metamorfose dos tripes ndo se ajusta a nenhuma destas categorias, sendo que, Niesch (1987)



Programa de Pos-Graduacao em Biologia Evolutiva 4

optou por colocar os thysanopteros junto com Coccina e todos os endopterigotos em um

grupo chamado holometamorfa.

Larva | Larva Il

Larva | Larva Il Pré pupa

Figura 02. Desenvolvimento larval na ordem Thysanoptera. A) Subordem Terebrantia. B)

Subordem Tubulifera. Redesenhado de Lewis. 1975.

O ciclo de vida completo dura cerca de trés semanas, dependendo da temperatura e
da disponibilidade de alimento, e o adulto vive por aproximadamente mais 20 dias (MOUND
e MARULLO, 1996). Em regides quentes e em estufas, onde as geracdes podem ser
continuas, 12 a 15 geracdes podem ocorrer por ano. Em regides frias, apenas uma ou duas
geragOes sdo possiveis e 0s tripes hibernam como larvas no solo ou como adultos no meio de

pequenas plantas ou sob a casca das arvores (LEWIS, 1973).
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Cerca de 95% das espécies da subordem Terebrantia estdo associadas com plantas,
ao passo que cerca de 60% das espécies de Tubulifera sdo fungivoros (MOUND, 2007).
Contudo, o grupo apresenta ainda espécies predadoras, as quais atacam outras espécies de
tripes, acaros, mosca branca e coccideos (ANANTHAKRISHNAN, 1979); existindo também
espéecies que se alimentam de plantas aquaticas, musgos e samambaias € um caso de
ectoparasitismo registrado (MOUND e MARULLO, 1996; 1ZZO et al., 2002).

As espécies de tripes apresentam ampla diversidade de comportamentos, variando
desde solitario, subsocial até formas eusociais. Seis espécies da subordem Tubulifera que
induzem galhas em Acacia na Australia foram identificadas como eusociais (KUMM, 2002).
Esses tripes ttm uma casta de soldados com morfologia distinta que sdo distinguiveis por
meio dos robustos membros dianteiros, asas reduzidas ou ausentes e comportamento de
autosacrificio exibido na defesa da galha para beneficiar a dispersdo das irmas e irmaos
(CHAPMAN et al., 2000). A inducdo de galhas por tripes é de particular interesse na
avaliacdo da importancia da ecologia e da genética na evolucdo do comportamento social em
espécies haplodiploides (KUMM, 2002).

Semelhantemente ao que ocorre entre 0s insetos da ordem Hymenoptera (abelhas,
vespas e formigas), como também em alguns coledpteros e homdpteros (mosca branca e
afideos), os thysanopteros sdo haplodiploides. Entretanto, esta € a Unica ordem de insetos
além da Hymenoptera, onde todos o0s seus taxa se reproduzem exclusivamente por
partenogénese, na qual fémeas ndo fecundadas produzem ovos que originam machos
haploides (partenogénese arrendtoca). Todavia, hd ainda espécies em que os machos sdo
desconhecidos ou raros, nas quais a reproducdo se da exclusivamente por fémeas néo
fecundadas gerando fémea (partenogénese telitoca) como ocorre, por exemplo, em algumas
populacbes de Heliothrips haemorrhoidalis. Em algumas espécies predominantemente

telitocas, machos podem aparecer em ndmeros considerdveis, 0 que sugere que a



Programa de Pos-Graduacao em Biologia Evolutiva 6

partenogénese arrendtoca pode ocorrer algumas vezes, mesmo em espécies normalmente

telitocas (LEWIS, 1973).

1.2 Taxonomia da ordem Thysanoptera

Para Thysanoptera, os sistemas de classificacdo existentes sdo todos baseados na
morfologia. Eles variam desde tentativas para refletir as possiveis relagcdes evolutivas, nos
quais as classificacoes filogenéticas reconhecem poucas familias, até aqueles que enfatizam as
diferengas estruturais, os sistemas fenéticos, que reconhecem muitos taxa no nivel de familia
(MOUND, 2007). O reconhecimento das espécies com base em dados morfoldgicos, ndo é
valido para todos os taxa devido a pequena variacao fenotipica. Larvas de tripes, por exemplo,
sdo frequentemente confundidas com Collembola, ao passo que os adultos sdo comumente
confundidos com besouros da familia Staphylinidae. Em muitos casos, a identificacdo da
larva de thysanopteros ao nivel de espécie torna-se impossivel sem que o adulto esteja
presente (BRUNNER et al., 2002).

Atualmente, acredita-se que a ordem Thysanoptera faca parte de uma tricotomia nao
resolvida com Hemiptera e Pscodea (Psocoptera + Phthiraptera), porque esses grupos tém
lacinas (o I6bulo apical interno da maxila) alongadas e delgadas (MOUND e MARULLO,
1996; MOUND e MORRIS, 2004). Todavia, Yoshizawa e Saigusa (2001) baseados na
morfologia dos escleritos basais das asas anteriores propuseram que Hemiptera e
Thysanoptera poderiam ser considerados grupos irmdos e que, juntos, eles formariam um
grupo irmdo de Pscodea. Contudo, as diferencas morfoldgicas relacionadas principalmente ao
aparelho bucal entre hemipteros e thysanopteros séo significativas.

Similarmente, a classificacdo dentro da ordem Thysanoptera ndo é clara.
Tradicionalmente, o grupo € dividido em duas subordens: Terebrantia e Tubulifera, as quais

acredita-se que sejam grupos irmdos. Entretanto, ao longo dos anos, muitos autores tém



Programa de Pos-Graduacao em Biologia Evolutiva 7

proposto novas classificacbes (Tabela 01). Bhatti (1994) propGe que Thysanoptera seja
considerada uma superordem, e as subordens Terebrantia e Tubulifera sejam elevadas ao nivel
de ordem, mas essa classificacdo ndo foi aceita por todos os pesquisadores, uma vez gque as
sinapormofias exibidas pelo aparato bucal e pelo tarso sdo boas evidéncias de uma linhagem
evolutiva unica (MOUND e MORRIS, 2004). Por outro lado, Zherikhin (2002) rebaixa a
tradicional ordem Thysanoptera a subordem, Thripina, que juntamente com uma segunda
subordem fossil, a Lophioneurina, formaria a ordem Thripida. Entretanto, os membros
recentemente descritos de Lophioneuridae tém asas muito diferentes das asas dos tripes,
possuindo mais veias e carecendo da franja de cilios. Eles tém garras tarsais unidas e ndo
possuem um aro6lio eversivel e 0 nUmero de segmentos da antena pode chegar a onze ao inveés
de no maximo nove, sendo que, a mandibula direita era provavelmente bem desenvolvida ao

invés de ser vestigial (MOUND e MORRIS, 2004).

Tabela 01 - Diferentes sistemas de classificagdo de Thysanoptera (MOUND e MORRIS,

2004).

Mound et al., 1980 Batthi, 1994 Zherikhin, 2002

Ordem Thripida

Subordem Lophioneurina
Ordem Thysanoptera  Superordem Thysanopteroidea  Subordem Thripina
Subordem Terebrantia Ordem Terebrantia Infraordem Thripomorpha
Subordem Tubulifera  Ordem Tubulifera Infraordem Phloeothripomorpha

Da mesma forma, a relacdo entre as duas subordens também é bastante dificil de ser
determinada utilizando somente dados morfologicos. Mound et al. (1980) propdem duas
hipoteses para a relagéo entre as duas subordens: Na primeira, Terebrantia e Tubulifera seriam
grupos irméos; na Segunda, Tubulifera seria um grupo irmdo da familia Thripidae dentro de

Terebrantia (Figura 03). As duas subordens provéem um contraste interessante, em que as
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familias de Terebrantia exibem uma série mais ou menos progressiva de formas
plesiomorficas e de caracteres derivados, uma vez que nenhum dos membros dentro de uma
unica familia de Tubulifera parece exibir qualquer caracteristica em estado plesiomorfico

(MOUND e MORRIS, 2004).

Uzelothripidae

Merothripidae

Aelothripidae
Adiheterothripidae

Fauriellidae

Heterothripidae

Thripidae

Phlaeothripidae

? Uzelothripidae

Merothripidae

Aelothripidae

Adiheterothripidae

Fauriellidae

Heterothripidae

Thripidae

Phlaeothripidae

- Terebrantia - Tubulifera

Figura 03. Possiveis relacdes filogenéticas das familias pertencentes & ordem Thysanoptera
segundo Mound et al. (1980). A. Terebrantia e Tubulifera como grupos irméos. B. Tubulifera

como um grupo irmdo da familia Thripidae dentro de Terebrantia.
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Uma indicacéo do fragil estado da sistematica dos thysanopteros é grande numero de
géneros monotipicos exibido pelo grupo. Mundialmente, na familia Thripidae, vinte dos trinta
e seis géneros de Panchaetothripinae e 100 dos 200 géneros de Thripinae contém somente
uma espécie. Similarmente, dos 400 géneros de Phlaeothripidae mais de 200 tem apenas uma
especie (MOUND, 2002). A ineficacia de uma classificacdo que inclui muitos géneros
monotipicos é particularmente importante porque reflete a falta de estruturas filogenéticas ao

nivel de subfamilia e género (MOUND e MARULLO, 1996).

1.3 Estudos citogenéticos e variagdo cromossdmica em Thysanoptera

Uma vez que os insetos apresentam grande variagdo no seu conjunto cromossdmico,
as técnicas carioldgicas tém se mostrado extremamente Uteis no estudo da sistematica ao nivel
micro e macroevolutivo em vérias ordens, tais como Hymenoptera, Orthoptera e em varios
géneros de Diptera (BALDANZA et al., 1999). Estudos cariotipicos também vém sendo
aplicados em anélises filogenéticas em insetos, sendo que, 0s primeiros exemplos classicos do
seu uso em estudos de filogenia aparecem por volta de 1930-1950. Em sua maioria, tratavam
de inversbes nos cromossomos politénicos de dipteros (DOBZHANSKY, 1941). Muitas
publicacdes com esse enfoque apareceram nos ultimos anos, principalmente em relacdo ao
grande e taxonomicamente complexo género Chironomus (Diptera: Chironomidae).
(GUNDERINA et al, 2005; KIKNADZE, 2008; KIKNADZE e ISTOMINA, 2010)

Considerando as aplica¢fes das caracteristicas cromossdmicas na taxonomia, 0 seu
uso ainda é bastante limitado, entretanto, ela tem se expandido. Isto é verdade, em particular,
para espécies de insetos economicamente importantes, como aquelas que sdo pragas agricolas
ou florestais, vetoras de doengas e entomdfagas (GOKHMAN e KUZNETSOVA, 2006). Um

bom exemplo de como dados cariotipicos sdo utilizados para diferenciar formas intimamente
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relacionadas, ¢ dado pela taxonomia da ordem Lepidoptera. Por exemplo, 0 género
Agrodiaetus (Lycaenidae), que se acreditava conter cerca de 20 espécies. Agora, compreende
90-100 espécies com numeros dipldides que variam de 20 a 286 cromossomos (KANDUL et
al., 2004; LUKHTANOV et al., 2005). O numero de espécies aumentou devido ao
reconhecimento do status de espécie de alguns taxa que apresentam diferencas estaveis no
numero de cromossomos. O cari6tipo tornou-se de grande importancia neste género, tal que,
para algumas espécies 0s caracteres diagndsticos sdo apenas as caracteristicas de seu cariotipo
(GOKHMAN e KUZNETSOVA, 2006).

Entretanto, o ponto mais importante desta metodologia é seu potencial para reavaliar,
separar e identificar espécies cripticas, uma vez que o cariotipo constitui uma caracteristica
imune as variaces comportamentais ou fisiolégicas (GUERRA, 1988; GOKHMAN e
KUZNETSOVA, 2006). Exemplos demonstrando a importancia de caracteristicas
cromossomicas para diferenciacdo de formas intimamente relacionadas podem ser
encontradas em muitos outros grupos de insetos. A divergéncia a partir de caracteristicas
cromossémicas é conhecida por ter um importante papel na evolu¢do de muitos grupos de
animais (KING, 1993). Uma vez que o cari6tipo espécie especifico normalmente ndo passa
por mudancas ontogenéticas, a analise cromossdmica pode ainda, ser usada para identificacdo
das espécies a partir das fases imaturas.

Estudos citogenéticos em tripes sdo raros, onde destacam-se os trabalhos de Risler e
Kempter (1961) os quais apresentam o ndmero cromossémico de Haplothrips statices e
revisam as informagdes disponiveis até entdo. Adicionalmente, o trabalho de Brito et al.
(2010) descreve o caridtipo de seis thysanopteros, elevando assim, para 17 o numero de
especies com alguma informacdo citogenética. Entretanto, esses dados correspondem a apenas
duas familias, Phlaeothripidae e Thripidae, sendo desconhecido esse tipo de informacdo para

as outras sete familias.
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A caracteristica que mais chama a atencdo do ponto de vista citogenético em
Thysanoptera é que eles possuem Cromossomos monocéntricos em 0posicdo aos
cromossomos holocéntricos dos demais Paraneopteros. De maneira geral, os tripes analisados
até o presente momento apresentam uma grande variacdo no namero diploide e férmula
cariotipica, entre familias, inter e intragenérica (Tabela 02), com nimeros dipldides variando
de 20 até 100 - 106 cromossomos. Uma vez que 0s cariotipos parecem ser espéecie-especificos
e tendo em vista a grande variabilidade cariotipica apresentada pelos thysanopteros, Brito et
al. (2010) propuseram que os dados cromossomicos vém a ser de grande importancia para a
taxonomia deste grupo, uma vez que a variacdo fenotipica é pequena em taxa mais baixos
como género e espécie, e para 0 melhor entendimento da filogenia do grupo.

Os dados cromossémicos descritos no trabalho de Brito et al. (2010) reforcam a
hipdtese filogenética da subordem Tubulifera como linhagem basal dentro de Thysanoptera
como proposto por Mound et al. (1980). Haja vista, que a familia Thripidae, a qual representa
0 taxon mais derivado dentro da ordem, apresenta espécies com ndmero cromossémico mais
alto e cromossomos de pequeno tamanho, sendo o contrario observado na familia
Phlaoethripidae (Tubulifera), que representaria a linhagem basal. Assim, tendo-se em vista 0s
dados cromossdmicos para as espécies analisadas até o presente momento (Tabela 02), pode
se inferir que rearranjos cromossdmicos como fissdo céntrica seguida de inverséo pericéntrica
podem ter sido eventos de grande importancia na evolucdo cariotipica em Thysanoptera.
Esses eventos seriam responsaveis por originar os cariotipos com ndmeros cromossémicos
mais altos e com cromossomos pequenos em Thripidae a partir da familia Phlaeothripidae.
Deste modo, um provavel cenéario é que, durante a evolugdo cariotipica em Thysanoptera,
haveria uma tendéncia ao aumento do nimero e diminui¢cdo no tamanho dos cromossomos.
Esse quadro estaria de acordo com a teoria da interagdo minima proposta por Imai et al.

(1986), como um modelo global de evolucdo cariotipica para os eucariotos, a qual sugere que,
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durante a evolucdo desses organismos, 0 aumento no ndmero cromossdmico atuaria como um

Tabela 02. Dados citogenéticos disponiveis para as espécies de tripes.

Téaxon n Férmula Referéncia

Tubulifera
Phlaeothripidae

Gynaikothrips ficorum n=15 2n=8m+14sm+2a+6t Brito et al. (2010)
Gynaikothrips uzeli n=13 2n=8m+16sm+2a Brito et al. (2010)

15 2n=8m+20sm+2a
Liothrips sp. n=12 2n=12m+8sm+4a Brito et al. (2010)
Haplothrips tritici n=10 - Bournier (1956)
Haplothrips statices n=15 - Risler and Kempter (1961)
Neoheegeri verbasci n=12 - Bournier (1956)

Terebrantia

Thripidae

Aptinothrips rutua n=50/53 - Pussard-Rudulesco (1930)
Frankliniella schultzei n=17 2n=32sm+2a Brito et al. (2010)
Frankliniella insularis n=14 - Brito et al. (2010)
Heliothrips haemorrhoidalis n=16 - Pomeyrol (1929)
Heliothrips haemorrhoidalis n= 26/ 28 - Pussard-Rudulesco (1930)
Heliothrips haemorhroidalis n=21 - Bournier (1956)
Limothrips dentricornis n=19 - Bournier (1956)
Parthenothrips dracaenae n=15 - Pussard-Rudulesco (1930)
Retithrips siriacus n=19 2n=12m+16a+10t Brito et al. (2010)
Selenothrips rubrocinctus n=18 2n=6m+22sm+8a Brito et al. (2010)
Sericothrips staphilinua n=14 - Bournier (1956)
Taeniothrips iconsequene n=18/20 - Pussard-Rudulesco (1930)
Taeniothrips iconsequene n=16 - Pussard-Rudulesco (1930)
Taeniothrips simplex n=10 - Bournier (1956)

mecanismo adaptativo por reduzir o risco de recombinacgdes deletérias no genoma. De acordo
com esta teoria, 0s cariotipos evoluiriam no sentido de minimizar os danos genéticos, devido
a interagOes entre os cromossomos durante o ciclo celular. A fisséo céntrica reduziria esses
danos, por diminuir o tamanho dos cromossomos e consequentemente as interacdes entre 0s

mesmos. A fissdo céntrica levaria ao aumento do nimero de cromossomos e a geracao de
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instabilidade na regido quebrada, que passaria a corresponder a regido telomérica. A
estabilidade seria entdo recuperada pelo crescimento em tandem de heterocromatina nessa
regido, originando cromossomos com um dos seus bragos heterocromaticos. A presenca de
bracos heterocromaticos representaria entdo um estado transitorio no ciclo da alteracdo
cromossémica, pois eles passariam a serem eliminados, por inversdes pericéntricas devido as
associacoes ndo especificas (IMAI et al. 1988). Fusbes céntricas também poderiam acontecer,
SO que em proporcdo menor e teriam também o papel de eliminar heterocromatina (IMAI et

al. 2001).

1.4 Marcadores moleculares e variabilidade genética em tripes

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), até a década de 1960 utilizavam-se apenas
marcadores morfoldgicos em estudos de polimorfismos nas populagdes, ou seja, 0s
marcadores eram baseados nas caracteristicas fenotipicas dos organismos. Como havia um
pequeno nimero de variantes fenotipicas, Futuyma (1992) classificava as popula¢fes como
geneticamente homogéneas.

Este quadro comecou a mudar com o desenvolvimento da técnica de eletroforese
proposta por Smithies (1955) que permitiu a separacdo de moléculas de mesma natureza
quimica, respeitando suas caracteristicas. Associada a técnicas de coloragdo histoquimica, a
eletroforese permitiu a analise de enzimas especificas, demonstrando suas formas moleculares
diversas, podendo, portanto ser aplicada em analises da variabilidade genética de populacGes
em geral (HUNTER e MARKERT, 1957). Porém, Garnery et al. (1992) afirmam que para
alguns organismos, como hymenopteros, esta técnica ndo é a mais apropriada por detectar
pouca variabilidade.

Com o avango da biologia molecular, surgiram novas técnicas para o estudo da

variabilidade genética em populagdes, inicialmente com a técnica de RFLP (do inglés
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“Restriction Fragment Length Polymorphism”) desenvolvida por Grodzicker et al. (1974).
Em seguida, j& na década de 1980, surge a reacdo de polimerase em cadeia (PCR — do inglés
“Polymerase Chain Reaction”), que permitia a amplificacdo de sequéncias de DNA, de modo
facil, rapido e versatil, tornando-se, portanto uma ferramenta poderosa para 0s estudos
genéticomoleculares envolvendo grande numero de individuos de qualquer organismo vivo
(SAIKI et al., 1988; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A partir do desenvolvimento da PCR, varios marcadores moleculares baseados nesta
técnica foram descritos para estudos de estrutura de populacdes, sistematica, variabilidade
genética, melhoramento genético; entre eles o marcador molecular denominado RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA) desenvolvido por Williams et al. (1990), que
descreveu a técnica no contexto da analise mendeliana. Suas aplicacBes incluem desde a
obtencao de “fingerprints” genomicos de individuos, variedades e populagdes; analise da
estrutura e diversidade genética das populacGes e construcbes de mapas genéticos de alta
cobertura gendémica (LANDRY et al., 1993; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O marcador RAPD consiste simplesmente em uma variacdo do protocolo de PCR,
com duas caracteristicas distintas: 0 uso de um s6 primer ao invés de um par de primers; e 0
primer Unico ter sequéncia arbitréria, tornando sua sequéncia alvo desconhecida (WILLIAMS
et al.,, 1990; FERREIRA e GRATTAPAGLIA,1998). Para que haja amplificagdo de um
fragmento no genoma analisado, duas sequéncias de DNA complementares ao primer
arbitrario devem estar adjacentes e em direcdo oposta, permitindo a amplificacdo exponencial
do segmento de DNA pela DNA polimerase. Cada primer arbitrario de 10 pares de bases
dirige a sintese de varios segmentos de DNA simultaneamente em diversos pontos do
genoma, resultando assim em varias bandas no gel (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Segundo Williams et al. (1990) evidéncias experimentais indicam que diferencas de

apenas um par de bases (mutacdes de ponto) sdo suficientes para impedir o anelamento do
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primer a sequéncia de DNA gendmico, e assim impedir a amplificacdo de um segmento.
Ainda segundo este autor, outras fontes de polimorfismo podem incluir delecGes de sitios de
iniciacdo ou inser¢Oes que colocam dois sitios de iniciacdo adjacentes a uma distancia acima
daquela de que a DNA polimerase é capaz de percorrer. O polimorfismo genético detectado
pelos marcadores RAPD, ¢ entdo de natureza binéria, isto é, o segmento amplificado (banda
no gel) esta presente ou ausente.

Marcadores RAPD comportam-se como marcadores genéticos dominantes, ou seja,
ndo é possivel diferenciar um individuo heterozigoto para um determinado loco de um
homozigoto, sendo o portador de genotipo homozigoto dominante (AA) e o portador de
gendtipo heterozigoto (Aa) identificados pela presenca do segmento amplificado e, portanto,
colocados na mesma classe fenotipica; enquanto o portador do genétipo homozigoto recessivo
(aa) € identificado pela auséncia do segmento amplificado no gel. Esta caracteristica acaba
por limitar o uso do RAPD para alguns tipos de analise (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998; PEREZ et al., 1998). Embora identifiquem baixo nimero de alelos por locos (presenca
e auséncia de fragmento amplificado), marcadores RAPD apresentam um bom conteldo
informativo, isto é, amostram o genoma em Vvarios locos a0 mesmo tempo, identificando um
grande nimero de locos polimorficos por reacdo (BOROWSKY, 2001; JAIN et al., 2010).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) as grandes vantagens em utilizar marcadores
RAPD estdo na sua rapidez, baixo custo, simplicidade técnica, por ser altamente acessivel e
por ndo necessitar de conhecimento prévio do genoma a ser analisado. Além disso, esta
técnica pode ser aplicada quando pequenas quantidades de DNA estdo disponiveis
(RABOUAM et al., 1999), permitindo dessa maneira a andlise individual de pequenos
animais como os insetos. Outra importancia a ser considerada ¢ que o RAPD ocorre em
sequéncias repetitivas do genoma revelando altos niveis de polimorfismo genético (HARRY

et al., 1998). Outras limitagbes do RAPD consistem nos fragmentos mostrarem grande
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sensibilidade a pequenas modificagdes nos componentes da reacdo, como o tipo de polimerase
usada, concentracdo do DNA molde e de magnésio, numero de ciclo, temperaturas da
amplificacdo e métodos de extracdo do DNA (PEREZ et al., 1998). Devido a este complexo
de interacdes dos componentes da reacdo de PCR e as diferentes finalidades desta técnica, um
mesmo conjunto de condi¢bes de amplificacdo ndo é adequado para todas as situaches e
principalmente para diferentes espécies, havendo a necessidade de estabelecer condigdes
Otimas para a reacdo (CARVALHO e VIEIRA, 2001).

Embora ocorram estas limitacGes, os marcadores RAPD vem sendo muito usados em
insetos para estudos populacionais, de variabilidade genética, distancia genética, taxonomia e
relacBes filogenéticas (LANDRY et al., 1993; LOU et al.,, 1998; SUAZO et al., 1998;
WALDSCHMIDT et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2004).

Os estudos na ordem Thysanoptera que utilizam de genética molecular como
ferramenta, tem se focado principalmente na confeccdo de chaves para a identificacdo de
espécies que sdo importantes pragas agricolas como € o caso do trabalho de Bruner et al.
(2002). Todavia, Bruner e Frey (2010) analisaram a estrutura populacional de populagdes
nativas de Frankliniella occidentalis a partir de dados de microsatélites e DNA mitocondrial e
verificaram que as populagdes de F. occidentalis ndo apresentavam um padrdo de isolamento
por distancia, mas eram mais assemelhadas com popula¢fes que ocupavam habitas mais
semelhantes ao seu. Assim, a ordem carece de estudos que visem estimar parametros
genéticos populacionais como variabilidade e distancia genética, os quais seriam a base de
comparacdo para uma melhor avaliagio do papel da haplodiploidia na geracdo de

variabilidade genética em insetos haplodiploides.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As relagdes filogenéticas da ordem Thysanoptera sdo complicadas tanto ao nivel de
ordem como ao nivel de familias, além de apresentar uma confusa taxonomia abrigando
muitos géneros com apenas uma espécie. Desta forma, as informagdes obtidas por estudos
citogenéticos e moleculares nos thysanopteros podem ser de grande importancia na
sistematica (citotaxonomia), no melhor entendimento da dindmica evolutiva da estrutura
cariotipica e das relac6es filogenéticas dos tripes, além de contribuir para elucidar aspectos da
ecologia, genética e evolucdo do comportamento social e da geracdo de variabilidade genética
em espécies haplodiploides.

Através do uso de marcadores citogenéticos e moleculares o presente trabalho teve
como objetivo analisar trés especies da familia Phlaeothipidae: Gynaikothrips uzeli
(Zimmerman, 1900), Liothrips sp. (Uzel, 1895) e Pseudophilothrips gandolfoi (Mound et al.,
2010) dando énfase aos processos evolutivos que ocorreram durante a diferenciacdo
cariotipica do grupo. Além disso, analisar a variabilidade genética e a estrutura populacional
de Gynaikothrips uzeli.

As seguintes metas especificas foram estabelecidas:

1 — Caracterizar citogeneticamente a espécies Pseudophilothrips gandolfoi, verificando o
numero dipldide e hapldide e a morfologia cromossémica;

2 — Determinar, os cromossomos portadores de regides organizadoras de nucléolo, através a
impregnacdo pelo ion prata e do mapeamento fisico dos cistrons do gene de rDNA 18S.

3 — Estabelecer o padréo de distribuigdo das regifes heterocromaéticas, através da técnica de
obteng&o de bandas C.

4 — Analisar a variabilidade genética e a estrutura populacional de populagdes de

Gynaikothrips uzeli com o uso do marcador molecular RAPD.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram estudadas trés espécies de thysanopteros pertencentes a subordem Tubulifera,
familia Phlaeothripidae (Tabela 03). Os adultos foram preservados em AGA (10 partes de
alcool etilico 60%: 1 parte de glicerina: 1 parte de acido acético glacial), para identificacéo; e
em alcool etilico para extracdo de DNA. Aqueles cuja identificacdo ndo foi realizada com
precisdo foram enviados a especialista do Laboratorio de Entomologia da Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre - RS. Os

imaturos coletados foram utilizados para as preparacdes citogenéticas.

Tabela 03. Espécies estudadas, local de coleta e coordenadas geograficas dos pontos de

coleta.

Espécies Local de Coleta Latitude Longitude
Itirugl — BA 13°32'1.42"S 40° 9'1.52"0
Jaguaquara - BA 13°31'50.32"S 39°58'1.93"0

Gynaikothrips uzeli (Zimmerman, 1900) Jequié - BA 13°51'43.02"S 40°5'19.76"0

Ponta Grossa - PR

Liothrips sp. (Uzel, 1895) Ponta Grossa - PR

Ponta Grossa — PR

Pseudophilothrips gandolfoi (Mound et al., 2010) Curitiba - PR

25°5'47.74"S

25°5'39.71"S

25°5'39.71"S
25026'27.63"S

50°12'17.18"0

50°3'33.06"0

50°3'33.06"0
49°14'18.61"0

3.2 Métodos

3.2.1 Citogenética convencional

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos mitoticos foi a técnica de secagem

ao ar descrita por Imai et al. (1988) (protocolo anexo 7.1.1). O procedimento utilizado para
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deteccdo das regifes organizadoras de nucléolos e obtencdo do padrdo de distribuicdo das
regides heterocromaticas foram os propostos por Howell e Black (1980) e Sumner (1972),
respectivamente (protocolos anexo 7.1.3 e 7.1.4, respectivamente).

Os cromossomos foram organizados em classes quanto ao tipo morfolégico em
metacéntricos (m), submetacéntrico (sm), acrocéntrico (a) e telocéntrico (t) dependendo da sua
razdo de bracos (LEVAN et al., 1964), e arranjados em tamanho decrescente nos caridtipos

(anexo 7.1.5).

3.2.2 Citogenética molecular

A extracdo de DNA gendmico foi realizada de acordo com Roberts (1998) (anexo 7.2).
As sondas de rDNA 18S foram obtidas através de reacdo em cadeia da polimerase
(Polimerase  Chain  Reaction - PCR) utilizando os primers 18S-F 5’-
TTGTCTCAAAGATTAAGCCA-3> e 185-R 5-GGCACCAGACTTGCCCTCCA-3’
construidos a partir de sequéncias de rDNA 18S de outras espécies de thysanopteros
depositadas no GenBank (acessos: U20415.1, U20396.1, AY630443.1, AY630444.1,
U42721.1). A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi feita em um volume de 50 pl
contendo: 5,0 ul de tampdo 10x (75 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCI); 1,5 mM MgCl;; 8,0
UM de cada dNTP; 2,0 mM de primer; 2 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 40 ng de
DNA. A amplificacdo passou por 1 ciclo de desnaturacdo por 4 minutos, a 94°C, seguidos de
35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 48°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos e um ciclo final
de extensdo por 5 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados através de
eletroforese em gel de agarose a 2% (anexo 7.3) corados com gelred (1:1000).

A hibridizagéo in situ fluorescente (FISH) para localizagdo de sondas de rDNA 18S,
foi realizada de acordo com Pinkel et al. (1986) (anexo 7.4.1). As sondas foram marcadas por

reaces de PCR com o nucleotideo marcado digoxigenina 11-dUTP (Invitrogen) por reacGes
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de PCR em um volume de 50 pl contendo: 5,0 pl de tampéo 10x (75 mM Tris-HCI pH 9,0, 50
mM KCI); 1,5 mM MgCly; 400uM dATP, dGTP e dCTP, 280uM de dTTP, 12uM de
digoxigenina 11-dUTP (Invitrogen); 2,0 mM de primer; 2 U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen) e 40 ng de DNA. A reacdo passou por 1 ciclo de desnaturacdo por 4 minutos, a
94°C, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 48°C por 45 segundos e 72°C por 2
minutos e um ciclo final de extensao por 5 minutos a 72°C. Para o reconhecimento do sinal foi
utilizado antidigoxigenina-rodamina (Roche®).

A analise foi realizada em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX41. As
imagens cromossdmicas foram capturadas com a utilizacdo de com o sistema de captura de
Imagens em tempo real CCD Olympus DP 71. Para a analise com DAPI foi utilizado filtro de

comprimento de onda variando de 360 a 390 nm.

3.2.3 Analise molecular baseada em marcadores RAPDs

Quatorze primers foram utilizados para as analises (OPAV-13, OPAW-19, OPAR-05,
OPY-10, OPAD-14, OPW-09, OPAR-15, OPE-18, OPAV-05, OPW-13, OPAD-06, OPX-10,
OPAX-07, OPAR-16). As reacdes de PCR foram realizadas com 30 ng de DNA, 1,5 ul de
tampdo 10x (75 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCI); 4,0 mM MgCI2; 0,266 mM de cada
nucleotideo; 0,8 mM de primer; 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e agua, perfazendo
um volume de 15 ul. Cada reacgdo passou por 1 ciclo de desnaturacdo por 3 minutos, a 94°C,
seguidos de 45 ciclos de 94°C por 1 minuto, sendo a temperatura de anelamento especifica
para cada primer por 45 segundos, a extensdo dos fragmentos a 72°C por 2 minutos e um
ciclo final de extensdo por 6 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados em gel de
agarose 2% (anexo 7.3), corados com gelred (1:1000) e fotografados sob luz UV.

As analises estatisticas foram feitas a partir de matriz binaria (presenca/auséncia)

empregando-se 0s programas: NTSYS-PC versdao 2.1 (ROHLF, 2000) para a analise de
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agrupamento pelo método UPGMA (SNEATH e SOKAL, 1973), utilizando o coeficiente de
similaridade genética de Jaccard; o programa POPGENE versdo 1.32 (YEH et al., 1999) foi
utilizado para estimar: a frequéncia génica, a diversidade génica de Nei (He) (NEI, 1973), o
indice de Shannon (1) (LEWONTIN, 1972), a distancia e a identidade genética de Nei e 0
percentual de locus polimorfico. A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada de
acordo com Excoffier et al. (1992) com o programa Arlequim 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER,

2010).

3.2.4 Sequenciamento e analise da sequéncia.

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério ACTGene (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automéatico ABI-PRISM
3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied
Biosystems). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol dos
primers separadamente 18S-F 5’-TTGTCTCAAAGATTAAGCCA-3> e 18S-R 5
GGCACCAGACTTGCCCTCCA-3 e 2 uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reacbes de
marcacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) com uma etapa de desnaturacéo inicial a 96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos de
96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Apés marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitacdo com isopropanol e lavagem com etanol 70%. Os produtos
precipitados foram diluidos em 10 pL de formamida, desnaturados a 95 °C por 5 min,
resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de
sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1 (Applied

Biosystems) com os parametros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”;
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BioLIMS Project “3100 Projectl”; Run Module 1 “StdSeq50 POP6 50cm cfv 1007; e
Analysis Module 1 “BC-3100SR_Seq FASTA.saz”.

Posteriormente, a sequéncia nucleotidica obtida foi analisada e editada com o auxilio
do programa BioEdit (HALL, 1999). A montagem da sequéncia consenso do rDNA 18S de
Gynaikothrips uzeli foi feita manualmente no programa BioEdit (HALL, 1999). A sequéncia
nucleotidica foi entdo comparada com aquelas depositadas no banco de sequéncias GenBank.

E alinhadas utilizando o programa ClustalW v. 1.6 (THOMPSON et al., 1994).
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em trés capitulos correspondentes aos artigos

cientificos:

Capitulo |

Mapeamento fisico do cistron de rDNA 18S em trés espécies de phlaeothripideos

(Thysanoptera: Phlaeothripidae) usando hibridagéo in situ fluorescente.

Capitulo Il

Caracterizacdo citogenética convencional e molecular de uma nova espécie de tripes

Pseudophilothrips gandolfoi (Mound et al., 2010) (Thysanoptera: Phlaeothripidae)

associada a aroeira Schinus terebinthifolius.

Capitulo 111

Andlise da estrutura populacional e da diversidade genética em populacbes de

Gynaikothrips uzeli (Zimerman, 1909) (Thysanoptera: Phlaeothripidae) com o uso de

marcadores RAPD.
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CAPITULO |

Mapeamento fisico do cistron de rDNA 18S em trés espécies de phlaeothripideos

(Thysanoptera: Phlaeothripidae) usando hibridacao in situ fluorescente
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Abstract

The Phlaeothripidae family presents a systematic complex and confusing, leaving the
relations among its taxa uncertain. The genes of ribosomal DNA (rDNA) are very important
chromosomal markers used in studies of karyotype evolution is not commonly used in studies
with insects, and these data are lacking for the thrips. In this study, we described a probe for
18S rDNA thysanopterans and determined the number and distribution of 18S rDNA clusters
of three species of the family Phlaeothripidae from the FISH technique. Larvae of three
species were used to obtain mitotic chromosomes. The primers used in amplifications were
constructed from 18S rDNA sequences deposited in GenBank. The genomic DNA of G. uzeli
was extracted and used for amplification and labeling of 18S rDNA probe with digoxigenin
11-dUTP used in FISH. Only one site of 18S rDNA was detected in the three species,
occurring in only one chromosome of the 13th pair in G. uzeli. The presence of only one site
of rDNA and its location in the region of the short arm of a submetacentric pair may represent
the ancestral condition within the lineage Liothrips. The use of cytogenetics and FISH
methodology using rDNA probes can be of great importance to help the systematics and
taxonomy of the group and in the systematic understanding of the confusing and clarification

of complex evolutionary patterns displayed by the family and order.

Key works: Cytogenetics, rDNA 18S Probe, FISH, karyotype evolution.
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Resumo

A familia Phlaeothripidae apresenta uma sistematica complexa e confusa, permanecendo as
relacBes entre seus taxa incertas. Os genes de DNA ribossdmico (rDNA) sdo importantes
marcadores cromossémicos muito empregados em estudos de evolugdo cariotipica sendo
pouco utilizado em estudos com insetos, sendo esses dados sdo inexistentes para o0s tripes.
Neste trabalho, foi descrita uma sonda de rDNA 18S para thysanopteros e determinado o
namero e a distribuicdo dos cistrons de rDNA 18S trés espécies da familia Phlaeothripidae a
partir da técnica de FISH. Larvas das espécies trés espécies foram utilizadas para obtencéo
dos cromossomos mitéticos. Os primers utilizado nas amplificacbes foram construidos a
partir de sequéncias de rDNA 18S depositadas no Genbank. O DNA gendmico de G. uzeli foi
extraido e utilizado para amplificacdo e marcacdo da sonda de rDNA 18S com digoxigenina
11-dUTP utilizada na FISH. Apenas um sitio de rDNA 18S foi detectado nas trés espécies
analisadas, ocorrendo em somente um dos cromossomos do 13° par em G. uzeli. A presenca
de apenas um sitio de rDNA e a sua localizagdo na regido terminal do brago curto de um par
submetacéntricos talvez possa representar a condigdo ancestral dentro da linhagem Liothrips.
O emprego da citogenética e da metodologia de FISH com sondas de rDNA podem ser de
grande importancia para auxiliar a sistematica e a taxonomia do grupo e na compreensdo da
confusa sistemética e no esclarecimento dos complexos padrdes evolutivos apresentado pela

familia e pela ordem.

Palavras-chave: Citogenética, sonda rDNA18S, FISH, evolugéo cariotipica.
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Introducéo

A familia Phlaeothripidae (Uzel, 1895) apresenta cerca de 3.500 espécies descritas
(MOUND e MORRIS, 2007), sendo tradicionalmente considerada como a Unica familia da
subordem Tubulifera, apresentando como principal caracteristica distintiva, a presenca do
décimo segmento abdominal em forma tubular na base do qual esta localizada a abertura do
aparelho genital (MOUND et al., 2010). A familia apresenta uma sistematica complexa e
confusa, de modo que as relagBes entre seus taxa permanecem incertas. Segundo (MOUND e
MARULLO, 1996), a classificacdo dentro de géneros é dificil por causa do complexo padrédo
de variacdo encontrado dentro e entre espécies, de modo que intermediarios e excecdes
podem ser encontrados facilmente. Duas subfamilias sdo reconhecidas, a menor delas
Idolothripinae com 700 espécies e 160 géneros parece ser essencialmente monofilética, ao
passo que a maior, Phlaeothripinae, é presumivelmente parafilética de modo que a relacéo
entre as suas 2880 espécies e seus 370 géneros permanece incerta (MOUND e MORRIS,
2007; MOUND et al., 2010).

Dentro da subfamilia Phlaeothripinae, uma tentativa de inferir suas relacdes
filogenéticas foi proposta por Mound e Marullo (1996), onde trés grupos mal definidos,
baseados em parte na morfologia e na biologia, sdo reconhecidos (MOUND e MORRIS,
2007). A linhagem Phlaeothrips inclui a maioria das espécies de alimentacdo baseada em
hifas de fungos; a linhagem Haplothrips inclui a maior parte dos phlaeothripideos que vivem
em flores, mas ha também espécies predadoras e a linhagem Liothrips que inclui atualmente a
maioria das espécies que se alimentam de folha, um grupo mal definido que inclui centenas de
especies em cerca de 100 géneros (MOUND e MARULLO, 1996). Contudo, a auséncia de

bons marcadores nesse taxa dificulta o estabelecimento de uma filogenia mais precisa.
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A utilizacdo de técnicas de citogenéticas convencional e molecular podem auxiliar na
identificacdo de marcadores cromossémicos ou de diferengas na constituicdo gendmica que
permitam diferenciar espécies. Os genes de DNA ribossomico (rDNA) sdo importantes
marcadores cromossdmicos muito empregados em estudos de evolucdo cariotipica em
diversos grupos de organismos, sendo poucos os trabalhos que utilizam essa ferramenta em
estudos com insetos (MOURA et al., 2003; ROY et al., 2005; BOMBAROVA et al., 2007;
ALMEIDA, et al., 2010; MENDES-NETO et al., 2010; NGUYEN, et al., 2010). O DNA
ribossémico é um dos mais bem caracterizados arranjos de sequéncia repetidas em tandem.
Em eucariotos 0s genes ribossomais estdo organizados em duas familias multigénicas, uma
familia compreende o rDNA 45S e a outra rDNA 5S (CABRERO e CAMACHO, 2008). As
unidades de repeticdo do rDNA 45S (18S, 28S e 5.8S) constituem a regido organizadora de
nucléolos (RONSs). Esses genes sdo altamente conservados entre varios organismos embora as
regibes espacadoras sejam menos conservadas do que os genes entre si (WEIDER et al.
2005).

As RONs podem ser facilmente detectadas por impregnacao pelo nitrato de prata (Ag-
RONSs), uma metodologia descrita por Goodpasture e Bloom (1975), no entanto, a técnica de
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) com sondas rDNA é mais especifica do que a
andlise classica de Ag-RONs uma vez que permite identificar o numero total destes sitios,
independentemente de sua atividade transcricional. Além disso, a técnica tém sido utilizada
para mapear diretamente as sequéncias de rDNA em cromossomos de varios organismos,
incluindo alguns grupos de insetos (MOURA et al., 2003; CABRERO e CAMACHO, 2008;
CHIRINO et al., 2009; ALMEIDA et al., 2010; NGUYEN et al. 2010).

Estudos empregando os genes de RNA ribossémico tém ganhado grande destaque em
uma ampla variedade organismos, principalmente no que diz respeito a caracterizacdo de

especies ou populacdes, analise das relacbes evolutivas e estruturacdo de genomas
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(MARTINS et al., 2004). Diversos trabalhos tétm demonstrado que o nimero e a localizacéo
dos rDNAs sdo importantes marcadores no estudo de evolucdo cromossémica (MOURA et
al., 2003; BOMBAROVA et al., 2007; CABRERO e CAMACHO, 2008; ALMEIDA et al.,
2010; NGUYEN et al. 2010). Entretanto, para thysanopteros esses dados sdo inexistentes.
Assim, neste trabalho descreve-se uma sonda de rDNA 18S e determina-se pela primeira vez
0 numero e distribuicdo dos sitios de rDNA 18S em cromossomos metafasicos de trés
especies da familia Phlaeothripidae (Thysanoptera: Tubulifera) a partir da técnica de

hibridacéo in situ fluorescente dando énfase ao seu uso como marcador citotaxonémico.

Material e Métodos

Locais de coleta

Adultos e larvas das trés espécies de phlaeothripideos, Gynaikothrips uzeli, Liothips
sp. e Pseudophilothrips gandolfoi, foram coletadas de populac¢Ges naturais em duas cidades do
estado do Parana (Tabela 01). Os adultos foram preservados em AGA (alcool etilico 60%,
glicerina, acido acético glacial, 10:1:1), para identificacdo e os imaturos foram utilizados para

as preparacgdes citogenéticas.

Obtencao e descricdo da sonda de rDNA 18S de G. uzeli

O DNA gendmico de G. uzeli foi extraido segundo o protocolo proposto por Roberts
(1998). Os primers utilizado nas amplifica¢fes da regido de rDNA 18S de G. uzeli foram 18S-
F 5-TTGTCTCAAAGATTAAGCCA-3’ ¢ 18S-R 5-GGCACCAGACTTGCCCTCCA-3’

construidos a partir de sequéncias de rDNA 18S de outras espécies de thysanopteros
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depositadas no GenBank (acessos: U20415.1, U20396.1, AY630443.1, AY630444.1,
U42721.1).

A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi feita em um volume de 50 ul contendo:
5,0 pl de tampédo 10x (75 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI); 1,5 mM MgCl,; 8,0 uM de
cada dNTP; 2,0 mM de primer; 2 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 40 ng de DNA. A
amplificacdo passou por 1 ciclo de desnaturacéo por 4 minutos, a 94°C, sequidos de 35 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 48°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos e um ciclo final de
extensdo por 5 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese
em gel de agarose a 2% corados com gelred (1:1000) e fotografado sob luz UV.

O fragmento obtido foi purificado e sequenciado utilizando um sequenciador
automatico (ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer) armado com capilares de 50 cm e polimero
POP6 (Applied Biosystems). A sequéncia encontrada foi submetida ao Blast (Basic Local
Alignment Search Tool) de nucleotideos (ZHANG et al., 2000), no qual as sequéncias
homdlogas de rDNA 18S de outras espécies de thysanopteros foram encontradas e
juntamente com a sequéncia obtida de G. uzeli foram submetidas ao alinhamento de

nucleotideos com o software ClustalW v1.6 (THOMPSON et al., 1994).

Preparacdo cromossémica

As amostras cromossdmicas foram obtidas de 30 individuos de cada uma das trés
especies. As preparacdes cromossomicas foram feitas a partir de ganglios cerebrais de
imaturos (larvas de 2° instar). A regido anterior do corpo da larva (cabeca + 1° segmento
torécico) foram dissecados e imersos em solugdo hipotonica de colchicina (0,5%) por 30
minutos, ao término desse tempo, foram entdo transferidos para laminas de microscopia onde
0 géanglio cerebral foi dissecado e dissociado (IMAI et al., 1988). Essas prepara¢des foram

submetidas a hibridacgéo in situ fluorescente.
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Localizacéo In situ dos cistrons de rDNA 18S

Para a marcacdo das sondas, 20 ng de DNA genomico de G. uzeli foi utilizado como
molde para reacdo de PCR. A amplificacdo e marcacéo das sondas de rDNA 18S foram feitas
em um volume final de 50 pL, contendo: tampdo da enzima Tagq DNA polimerase 1X; 2 mM
MgCl,; 400 uM dATP, dGTP e dCTP, 280 uM de dTTP, 12 uM de digoxigenina 11-dUTP
(Invitrogen), 0.2uM de cada primer e 2 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen).

A FISH foi realizada de acordo com o procedimento descrito por Pinkel et al. (1986),
com pequenas modificagdes. Os cromossomos foram tratados com RNAse (0,4% RNAse /
2xSSC) a 37 °C durante uma hora e com pepsina (0,005% em 10 mM HCI) a 37 °C por 10
min e, em seguida desnaturado em 70% formamida / 2xSSC a 70 °C por 4 min. A solugéo de
hibridacdo foi constituida por 50% formamida, sulfato de dextrano (10%), 2xSSC, e as sondas
desnaturadas (6 ng / pL). Apds hibridar durante a noite a 37 °C, as laminas foram lavadas em
formamida 15% / 0.2xSSC a 42 °C por 20 min, 0.1xSSC a 60 °C por 15 min, Tween 0,5% /
4xSSC a temperatura ambiente por 10 minutos, esta tltima composta por duas lavagens de 5
min. O sinal foi detectado por hibridacdo com antidigoxigenina-rodamina (Roche®). Os
cromossomos foram contra corados com DAPI (4’-6 Diamidino-2-Phenilindole, 50 pg/ml) e
analisados com um microscopio de epifluorescéncia Olympus BX 41. As imagens dos

cromossomos foram capturadas com camera digital em tempo real Olympus DP-71.

Resultados

A amplificacdo realizada com primers especificos para a regido de rDNA 18S de G.

uzeli, gerou um fragmento de aproximadamente 500 pb (Figura 1). A sequéncia consenso

obtida foi composta das bases 27.79 % A, 23.06 % C, 26.84 % G, 22.31% T (Figura 2A.). O
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alinhamento da sequéncia consenso de rDNA 18S com a de outras espécies de thysanopteros
depositadas no GenBank (Figura 2B) revelou similaridade minima de 88% (Tabela 02) e
algumas diferencas.

O ndmero diploide e o cariotipo das espécies G. uzeli e Liothrips sp. foram descritos
anteriormente por Brito et al. (2010) como sendo 2n= 26 e 2n= 24, respectivamente, para as
fémeas. Neste estudo, apenas o citotipo A de G. uzeli foi utilizado, o qual apresenta férmula
cariotipica 2n=8m+16sm+2a. A outra espécie estudada, Liothrips sp., as fémeas possuem
formula cariotipica 2n=12m+8sm+4a. O numero dipldide descrito para P. gandolfoi é de
2n=26 cromossomos para as fémeas e formula cariotipica de 2n=16m+8sm+2a (capitulo 1I).
A utilizacdo da FISH empregando a sonda rDNA 18S revelou a presenca de apenas um par de
cromossomos portadores dos sitios de rDNA nas trés espécies estudadas. Em G. uzeli a
localizagdo dos clusters de rDNA 18S foi determinada em um sitio intersticial no braco curto
do 13° par cromossémico, coincidindo com a regido de constricdo secundaria observada nessa
espécie. Contudo, um heteromorfismo dos sitios de rDNA 18S ¢ apresentado por essa especie
no qual, apenas um elemento cromossdmico do par de homologos, o qual apresenta a
constricdo secundaria de maior tamanho, encontra-se marcado (Figura 3A-B). Nas outras duas
espécies a marcagdo do sitio de rDNA 18S foi observada na regido terminal de um par de
cromossomo submetacéntrico, no brago curto do 9° par cromossémico em Liothrips sp. e no

12° par em P. gandolfoi (Figuras 3C -D e 3E -F, respectivamente).

Discussao

Estudos citogenéticos constituem uma importante abordagem para o entendimento
das relaces filogenéticas da ordem Thysanoptera. Uma vez que, pela comparacdo dos
padrbes de bandamento e a localizacdo e a constituicdo de diferentes marcadores, é possivel

caracterizar varios taxa e desenvolver hipoteses das relacfes evolutivas e modelos de como
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teria ocorrido a evolucdo cromossémica nesta ordem. O numero e a localizagdo das RONs
variam entre espécies relacionadas permitindo que os cromossomos portadores das RONs
possam ser usados como marcadores cromossomicos, fornecendo dados importantes sobre a
evolucédo gendmica tanto no nivel cromossémico como molecular (CHUNG, et al., 2008).

Como citado anteriormente, os genes que compdem as RONs sdo altamente
conservados entre varios organismos embora as regifes espacadoras sejam menos
conservadas. A comparacdo da sequéncia obtida neste estudo com as sequéncias de outras
espécies de thysanopteros obtidas no GenBank, utilizando o programa Blast, resultou na
identificacdo da unidade 18S, a qual foi validada com uma média de 91,9 % de homologia
com sequéncias das espécies analisadas. As diferencas encontradas sdo possivelmente
decorrentes de eventos de transicdes, transversdes e substituicdes de bases, e nas espécies de
outras familias (F. vespiformes: Aeolothripidae e F. tritici: Thripidae) também de eventos de
insercdo e delecdo.

Este estudo apresenta pela primeira vez dados sobre a localizacdo cromossémica de
rDNA 18S em espécies de thysanopteros. De acordo com esses dados preliminares parece
haver uma conservagdo do nimero de sitios de rDNA nas espécies da familia Phlaeothripidae,
uma vez que a localizacdo desses sitios ocorre em apenas um par cromossémico
preferencialmente na regido terminal de duas das trés espécies analisadas. Entre o0s insetos
ocorre um alto grau de polimorfismo dos sitios de rDNA e as RONSs teloméricas
frequentemente sdo observadas (MOURA et al., 2003, CABRERO e CAMACHO, 2008;
NGUYEN et al. 2010).

Os géneros Liothrips e Pseudophilothrips apresentam semelhanca na formula
cariotipica e na localizagdo dos sitios de rDNA 18S, que em ambas as especies estudadas
ocorrem na regido terminal de um par de cromossomo submetacéntrico, refletindo uma maior

proximidade entre eles. Contudo, Mound et al., (2010) acredita que 0 género
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Pseudophilothrips seria apenas uma linhagem discreta de Liothrips que ocorre no novo
mundo, principalmente na América do Sul e que, apesar disso, ndo ha provas de que ele seja
um grupo irmao de Liothrips ou que teria derivado a partir dele. Entretanto, os dados
citogenéticos como numero cromossémico, formula cariotipica e posicdo dos clusters de
rDNA 18S, reforcam a idéia de que estes géneros sdo grupos irmédos ou pelo menos de uma
maior proximidade filogenética entre eles, 0 que é apoiado em parte pela morfologia.

A presenca de apenas um sitio de rDNA e a sua localizacéo na regido terminal de um
par de cromossomos submetacéntricos em Liothrips sp. e em P. gandolfoi talvez represente a
condicdo ancestral dentro da linhagem Liothrips. A marcagdo intersticial apresentada no
cariotipo de G. uzeli poderia entdo, ser decorrente de um evento de inversdo pericéntrica a
partir da condicdo ancestral de um sitio rDNA 45S terminal em um cromossomo
submetacéntrico. Esse quadro estaria de acordo com o que foi proposto por Brito et al. (2010)
que durante a evolucdo cariotipica da ordem Thysanoptera, haveria uma tendéncia ao aumento
do numero e diminuicdo no tamanho dos cromossomos dos taxa mais basais para 0s mais
derivados, proporcionados por rearranjos cromossdmicos do tipo fissdo céntrica seguida de
inversdo pericéntrica. Aqui, este quadro é apoiado pelo fato de o caridtipo de Liothrips sp.
(n=12), apresentar cromossomos de maior tamanho e em menor nimero que G. uzeli (n=13) e
P. gandolfoi (n=13) e apresentar um sitio de rDNA na regido terminal.

O heteromorfismo dos sitios de rDNA apresentado por G. uzeli, com o sinal restrito a
apenas um cromossomo do 13° par de seu cari6tipo, ndo é algo incomum. A deteccdo dos
cistrons de rDNA em apenas um cromossomo tambem foi observada em outros organismos
que apresentam como modo de reproducdo a partenogénese, populacdes do escorpido Tityus
serrulatus (Scorpiones: Buthidae) e em algumas linhagens de afideos (Hemiptera:
Sternorrhyncha) (BLACKMAN e SPENCE, 1996; SCHNEIDER e CELLA, 2010). Contudo,

nesses organismos ocorre partenogénese do tipo telitoca, sendo que em G. uzeli ocorre
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partenogénese do tipo arrendtoca onde ha machos e fémeas nas populacfes, o0 que levaria a
producdo de ovos sem rDNA, que originariam machos, 0s quais seriam inviaveis e impediria
manutencdo deste polimorfismo na populacéo.

Todavia, o heteromorfismo do cluster de rDNA em G. uzeli parece ser resultado de um
sitio de pequeno tamanho com poucas cépias dos genes de rDNA no homologo ndo marcado,
de modo que o sinal da FISH ndo possa ser capturado, ja que a sensibilidade da técnica é
limitada ao tamanho do DNA-alvo (GUERRA, 2004). A variacdo no sinal da FISH ndo é um
fendmeno raro em animais sendo normalmente observado entre cromossomos homologos ou
entre duas cromatides de um mesmo cromossomo (LIBERTINI et al., 2000; CITRINI et al.,
2009). Como o rDNA é composto por sequéncias moderadamente repetitivas e arranjadas em
tandem, a massa e a intensidade do sinal da FISH pode refletir a variacdo do numero de
copias de genes de rDNA naquele local (CERBAH, 1998). A variacdo no numero de copias
dos genes de rDNA entre cromossomos homologos pode ser causada por diversos
mecanismos como crossing over desigual, transposicdo, amplificagdo em tandem e outros
rearranjos envolvendo segmentos homologos levando a modificacdo no nimero de cépias dos
genes entre eles (GOLD et al., 1990).

Talvez em G. uzeli, os clusters de rDNA tenham se concentrado em apenas um
elemento cromossémico do 13° par, sendo transferidos por esses processos e ndo sendo
detectavel pela FISH. Segundo Schneider e Cella (2010), alguns autores tem proposto que a
concentracdo dos sitios de rDNA em apenas um cromossomo de um par de homologos pode
ser de alguma maneira vantajosa para espécies partenogenéticas, uma vez que essa
caracteristica parece ter se originado repetidamente durante a evolucdo de grupos néo
relacionados como heteroptera e escorpides. A capacidade dos clusters de rDNA em mudar o
seu numero e posicao foi descrita pela primeira vez por Schubert (1984) no género Allium.

Posteriormente, Schubert e Wobus (1985) demonstraram que as RONs “saltam” entre alguns
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sitios preferenciais nos cromossomos. Desde entdo, varias evidéncia tem suportado essa
hipétese de RONs moveis (SHISHIDO et al.,, 2000; ROY et al., 2005; DATSON e
MURRAY, 2006; CABRERO e CAMACHO, 2008; NGUYEN et al., 2010). A mobilidade de
rDNA parece ser bastante frequente, devendo existir um mecanismo comum responsavel por
mudangas no nimero e posicao dos clusters rDNA. Varios mecanismos que foram propostos
(CABRERO e CAMACHO, 2008) poderiam explicar esta mobilidade dos cistrons
ribossémico, como, por exemplo, rearranjos estruturais nos cromossomos, recombinacéo
ectdpica entre as regides terminais dos cromossomos e transposicdo do rDNA.

A presenca de um sitio de rDNA 18S nas trés espécies de phlaeothipideos estudadas
pode representar uma sinapomorfia para a linhagem Liothrips, apesar de sua localizacdo em
diferentes pares cromossdémicos. Entretanto, a localizacdo desses sitios de rDNA, situados na
regido terminal em Liothrips sp. e P. gandolfoi e intersticial em G. uzeli, reforcam o cenario
de evolucdo cariotipica proposto para as espécies de thysanopteros, no qual eventos de fissdo
céntrica seguida de inversdo pericéntrica seriam um dos principais eventos que
proporcionariam a evolucdo cariotipica para o grupo. Além disso, a variacdo observada na
localizacdo desses sitios proporcionam uma boa abordagem para estudo citotaxonémicos haja
vista a falta de caracteres precisos para a identificagéo.

As espécies da subfamilia Phlaeothripinae compdem um grupo de thysanopteros em
que os estudos taxonémicos sdo mal baseados e mal fundamentados, onde os taxa s&o
descritos com base em um ou em poucos individuos e a partir de caracteristicas pouco
distintivas, sendo que um complexo padrdo de variacdo € encontrado dentro e entre as
especies, de modo que intermediarios e exceces podem ser facilmente encontrados, o que
acaba tornando a classificacdo dentro dos géneros bastante dificil (MOUND e MARULLO,
1996; MOUND et al., 2010). Exemplos demonstrando a importancia de caracteristicas

cromossdmicas para diferenciacdo de formas intimamente relacionadas podem ser
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encontradas em muitos outros grupos de insetos. E a divergéncia a partir de caracteristicas
cromossémicas € conhecida por ter um importante papel na evolucdo de muitos grupos de
animais (KING, 1993).

Os thysanopteros, em especial na familia Phlaeothripidae, analisados sob o ponto de
vista citogenético até o presente momento apresentam variabilidade no numero e na férmula
cariotipica entre géneros e espécies, revelando a importancia desta abordagem para a
taxonomia da ordem. Da mesma forma, o emprego do rDNA 18S como marcador
citotaxondmico demonstrou ser de grande importancia dada a sua variabilidade entre as
espécies estudadas, revelando diferencas significativas entre espécies de dificil distingéo, a
partir da morfologia, permitindo a identificacdo de diferencas consistentes e a distingdo de
taxa com pouca variagdo como Liothrips sp. e P. gandolfoi. A utilizacdo da técnica de FISH
com sondas de rDNA conjuntamente com outras técnicas de citogenética classica seriam
entdo importantes marcadores, os quais aliados com outros dados de caracteristicas bioldgicas
e moleculares possam vir ajudar no esclarecimento dos complexos padrdes evolutivos

apresentado pela familia e até mesmo pela ordem.
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Tabela 01. Locais de coleta e coordenadas geograficas dos pontos de coleta das espécies

estudadas.

Espécies Local de Coleta Latitude Longitude
Gynaikothrips uzeli (Zimmerman, 1900) Ponta Grossa - PR 25°5'47.74"S 50°12'17.18"0
Liothrips sp. (Uzel, 1895) Ponta Grossa - PR 25°5'39.71"S 50°3'33.06"0
Pseudophilothrips gandolfoi (Mound et al., Ponta Grossa — PR 25°5'39.71"S 50°3'33.06"0
2010) Curitiba - PR 25°26'27.63"S  49°14'18.61"0

Tabela 02. Porcentagem de identidade da sequencia de rDNA 18S de Gynaikothrips uzeli
com outras espécies de thysanopteros depositadas no GenBank (Acessos: U20415.1,

U20396.1, AY630443.1, AY630444.1 e U42721.1).

Espécies 1 2 3 4 5 6

1. G.uzeli - 0.949 0.958 0.973 0.874 0.88
2. H. karnyi - 0.96 0.966 0.874 0.88
3. E. tuberculatus - 0.975 0.877 0.875
4. 1. spectrum - 0.884 0.882
5. F. vespiformis - 0.935

6. F. tritici .
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Figura 01. Gel de agarose 1% evidenciando o produto da amplificacdo da regido parcial do

rDNA 18S de G. uzeli. M marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura 02. A) Sequéncia parcial (529 pb) do gene de rDNA 18S de G. uzeli. B) Alinhamento
da Sequéncia parcial do gene de rDNA 18s de G. uzeli com outras espécies de thysanopteros
obtidas no GenBank (Hoplothrips karnyi acesso: U20415.1, Elaphrothrips tuberculatus
acesso: U20396.1, Idolothrips spectrum acesso: AY630443.1 , Franklinothrips vespiformis
acesso: AY630444.1, Frankliniella tritici acesso: U42721.1) mostrando as regides
conservadas entre as sequéncias analisadas. Os pontos indicam identidade entre as sequéncias

e as letras a auséncia de homologia.
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Figura 03. Metafases mitoticas de fémeas submetidas a FISH com sonda de rDNA 18S

indicando o par portador da RON (Setas) em Gynaikothrips uzeli com 2n=26 (A), Liothrips
sp. com 2n=24 (C) e Pseudophilothrips gandolfoi com 2n= 26 (E). Cariotipos (B), (D) e (F)
organizados a partir das metafases observadas em (A) (C) (E) das respectivas espécies. Barra

=10 um.
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CAPITULO 11

Caracterizacdo citogenética convencional e molecular da uma nova espécie de tripes
Pseudophilothrips gandolfoi (Mound et al., 2010) (Thysanoptera: Phlaeothripidae)

associada a aroeira Schinus terebinthifolius.



Programa de Pds-Graduacgédo em Biologia Evolutiva 43

Abstract

Until recently, Pseudophilothrips ichini was considered a single species widely
distributed in Brazil associated with Schinus terebinthifolius. Morphological and DNA
mitochondrial data separated P. gandolfoi of P. ichini. Among insects, there is great variation
in the chromosome complement and cytogenetic techniques have been useful in systematic
study. Few studies at the level cytogenetic were performed of thrips, and for the family
Phlaeothripidae is known only chromosome numbers of six species. In this work, the
chromosomal characteristics of Pseudophilothrips gandolfoi were studied by conventional
staining, silver nitrate, C-banding and molecular analysis for the cluster of rDNA 18S. The
chromosome number for P. gandolfoi was 2n = 26 for females and n = 13 for males. A single
NOR was located in the region of the short arm of chromosome pair 12 and heterochromatin
concentrated in the pericentromeric region of all chromosomes. FISH using 18S rDNA probes
coincided with the results of Ag-NOR. The same chromosome number found in P. gandolfoi
was also observed in G. uzeli, and its karyotype resembled more of Liothrips sp. which the
genus Pseudophilothrips seems to be a sister group or which would have diverged. However,
further studies employing a larger number of species of two genera, with the other techniques

is needed to be sure about this picture.

Key works: Cytotaxonomy, Thysanoptera, 18S rDNA, FISH, Liothrips leneage
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Resumo

Até recentemente, Pseudophilothrips ichini era tida como uma Unica espécie, de ampla
distribuicdo no Brasil associada a Schinus terebinthifolius, no entanto, dados morfoldgicos e
analise de DNA mitocondrial separaram P. gandolfoi de P. ichini. Entre os insetos ha grande
variacdo do complemento cromossdmico e técnicas citogenéticas tém sido uteis em estudos de
sistematica. Poucos estudos ao nivel citogenético foram realizados em tripes, sendo que para a
familia Phlaeothripidae € conhecido apenas o nimero cromossdémico de seis espécie. Nesse
trabalho, as caracteristicas cromossdmicas de P.gandolfoi foram estudadas por analise
convencional, coloracdo por nitrato de prata, bandamento C e analise molecular para o cluster
do rDNA 18S. O numero cromossdémico encontrado para P. gandolfoi foi de 2n= 26 para as
fémeas e n= 13 para os machos. A RON foi localizada na regido terminal do braco curto do
12° par cromossdmico e a heterocromatina constitutiva concentrou-se na regido
pericentromérica de todos os pares cromossdmicos. A FISH utilizando sondas de rDNA 18S
coincidiu com os resultados da Ag-RON. O mesmo nimero cromossdmico observado em P.
gandolfoi também foi observado em G. uzeli, e sua formula cariotipica se assemelhou mais a
de Liothrips sp., do qual o género Pseudophilothrips parece ser um grupo irmédo ou do qual
teria divergido. Entretanto, maiores estudos empregando um maior nimero de espécies dos

dois géneros e com outras técnicas se faz necessario para que se tenha certeza desse quadro.

Palavras-chave: Citotaxonomia, Thysanoptera; rDNA 18S, FISH, linhagem Liothrips
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Introducéo

A aroeira, Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), é uma planta natural do
leste do Brasil, norte da Argentina, Uruguai e Paraguai, introduzida nos EUA, como planta
ornamental entre 1898 e 1900, tornando se uma das espécies de plantas invasoras mais
dificeis de controle (WILLIAMS et al., 2007; MANRIQUE et al., 2008; MOUND et al.,
2010). Atualmente, esta presente em areas naturais e agricolas nas regides subtropicais do
mundo, incluindo os EUA e Australia. Um programa de controle biologico classico foi
iniciado na década de 1980 contra S. terebinthifolius, onde através de pesquisas exploratorias
realizadas no sudeste do Brasil o tripes, Pseudophilothrips ichini foi identificado como um
potencial agente no controle de S. terebinthifolius (HIGHT et al., 2002; CUDA et al., 2008;
MANRIQUE et al., 2008).

Até recentemente, P. ichini era tida como uma unica espécie de ampla distribuicdo no
Brasil. Entretanto, testes comparativos com diferentes genétipos S. terebinthifolius
conduzidos por Manrique et al. (2008), demostraram que amostras morfologicamente muito
semelhantes desse thysanopteros de diferentes localidades do Brasil apresentavam grande
diferenca na sobrevivéncia e na longevidade do adulto. Esses resultados acabaram por
conduzir a analises empregando dados morfoldgicos e de DNA mitocondrial que revelaram a
existéncia de pelo menos duas espécies muito parecidas sob o nome de P. ichini (MOUND et
al., 2010; MANRIQUE et al., 2008; MOUND et al., 2010).

O género Pseudophilothrips foi descrito por Johansen em 1979, a partir de uma Unica
espéecie P. moundi do México. Posteriormente, mais espécies foram adicionadas ao género e
algumas espécies do género Liothrips foram movidas para este novo género, o qual apresenta
hoje um total de 13 espécies descritas para as Américas. (MOUND et al., 2010). A espécie

Pseudophilothrips gandolfoi foi recentemente separada por Mound et al. (2010) de
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Pseudophilothrips ichini. Contudo, essas espécies sdo muito semelhantes e as caracteristicas
utilizadas em sua distincdo sd@o muito variaveis dificultando a diferenciacdo entre essas
espécies. Segundo esses mesmos autores a caracteristica de maior distin¢do entre essas duas
especies € a coloracdo vermelho brilhante das larvas de P. gandolfoi em oposicdo as larvas de
cor laranja de P. ichini.

Entre os insetos ocorre uma grande variacdo do complemento cromossdmico e
técnicas citogeneéticas tém se mostrado extremamente Uteis no estudo da sistematica, desde
tdxon mais basais até em niveis mais altos como género e familia, em véarias ordens de
insetos, tais como Hymenoptera, Orthoptera e varios géneros de Dipteros (GOKHMAN,
2006). Uma vez que o cariotipo espécie-especifico normalmente ndo passa por mudancas
ontogenéticas, a analise cromossdmica pode ser usada para identificacdo das espécies a partir
das fases imaturas. Entretanto, o ponto mais importante dessa metodologia é seu potencial
para reavaliar, separar e identificar espécies cripticas (GOKHMAN, 2006).

Poucos estudos ao nivel citogenético foram realizados em tripes, sendo conhecido
apenas o numero cromossémico de 17 espécies, 11 da familia Terebrantia e seis da familia
Tubulifera (BRITO et al., 2010; RISLER e KEMPTER, 1961). As espécies da familia
Phlaeothripidae analisadas até agora apresentam ndmeros cromossdémicos variando de n=10
em Haplothrips tritici a n=15 em Gynaikothrips uzeli / Gynaikothrips ficorum, sendo que
nenhuma espécie do género Pseudophilohrips foi analisada até o0 momento.

Assim, nesse trabalho, as caracteristicas cromossémicas de Pseudophilothrips
gandolfoi (MOUND et al., 2010) foram estudadas por analise convencional, por coloracédo
com ion prata, bandamento C e analise molecular para o cluster do rDNA 18S, afim de
caracterizar citogeneticamente esta espécie. Apresentando esses dados como importantes

caracteres para a taxonomia deste grupo de insetos.
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Material e Métodos

Cinguenta espécimes de P. gandolfoi foram coletados em ramos jovens de S.
terebinthifolius (Aroeira) na fazenda escola Capao da Onga da UEPG (25° 5° 36” S, 50° 3'
32" W) e Jardim Boténico de Curitiba (28° 26' 27" S, 49° 14' 18" W) . As metafases mitoticas
foram obtidas pela técnica de secagem ao ar descrita por Imai et al. (1988). As regides
organizadoras de nucléolos (RONSs) foram obtidas a partir da técnica de impregnacdo com o
ion prata (HOWELL e BLACK, 1980) e as regiGes de heterocromatina constitutivas através
da técnica de obtencédo de bandas C descrita por Sumner (1972).

A localizagdo do cistrons ribossdémicos nos cromossomos foi detectado por hibridagéo in
situ fluorescente segundo Pinkel et al. (1986), utilizando sondas de rDNA 18S, obtidas por
PCR a partir do DNA nuclear de Gynaikothrips uzeli, utilizando os primers para rDNA 18S
5>-TTGTCTCAAAGATTAAGCCA-3 e 5-GGCACCAGACTTGCCCTCCA-3', como
descrito por Brito et al. (2011) (Capitulo ). As sondas foram marcadas por reagdes de PCR
com nucleotideo acoplado a digoxigenina 11-dUTP (Invitrogen). Os cromossomos foram
tratados com RNAse (0,4% RNAse / 2xSSC) a 37 °C durante uma hora e com pepsina
(0,005% em 10mM HCI) a 37 °C por 10 min e, em seguida desnaturado em 70% formamida /
2xSSC a 70 °C por 4 min. A solucdo de hibridacdo foi constituida por 50% formamida,
sulfato de dextrano (10%), 2xSSC, e a sonda desnaturada (6 ng / pL). Apds a hibridacédo
durante a noite a 37 °C, as laminas foram lavadas em formamida 15% / 0.2xSSC a 42 °C por
20 min, 0.1xSSC a 60 °C por 15 min, Tween 0,5% / 4xSSC a temperatura ambiente por 10
minutos, esta Ultima composta por duas lavagens de 5 min. Para o reconhecimento do sinal foi
utilizado antidigoxigenina-rodamina (Roche®). Os cromossomos foram contra corados com
DAPI (4’-6 Diamidino-2-Phenilindole, 50 pg/ml) e analisados com um microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX 41. As imagens dos cromossomos foram capturadas com

camera DP 71 em tempo real e software DP controler (Olympus).
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Para a determinacdo do numero diploide, cinco metafases por lamina de um total de
trinta individuos foram analisadas, aquelas com melhor qualidade foram usadas para
cariotipagem. Para a descricdo da morfologia dos cromossomos mitdticos foi adotada a

terminologia de Levan et al. (1964).

Resultados

O numero cromossdmico observado para Pseudophilothrips gandolfoi foi de 2n= 26
para as fémeas e n= 13 para 0os machos. O cari6tipo desta espécie &€ composto por oito pares
de cromossomos metacéntricos, quatro pares de cromossomos submetacéntricos e um par de
cromossomos acrocéntricos (Figura 01). A caracterizacdo das regiGes organizadoras de
nucléolo (RONSs) pelo ion prata revelou a presenca de um sitio de Ag-RONs localizado na
regido terminal do braco curto do 12° par cromossémico (Figura 01). A técnica de
bandamento C revelou a presenca de heterocromatina constitutiva localizada na regido
pericentromérica de todos os pares cromossdémicos. Adicionalmente, o 13° par cromossémico
apresentou o braco curto totalmente heterocromatico (Figura 02).

A FISH utilizando sondas de rDNA 18S revelou a presenca de apenas um sitio
localizado na regido terminal do bragco curto do 12° par cromossdmico (Figura 03),

coincidindo padrdo obtido pela impregnacao pelo ion prata.

Discussao

Entre os thysanopteros é observada apenas uma pequena diferenga morfologica que

possa ser utilizada seguramente para descrever o0s taxa, pois um complicado padrdo de

variacao é encontrado entre e dentro das especies, de modo que intermediarios e exce¢des sdo
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facilmente encontrados, dificultando o estabelecimento de identificagbes mais precisas.
Todavia, a variabilidade apresentada pelo grupo em seu complemento cromossémico faz com
que os estudos citogenéticos constituam uma importante ferramenta para a taxonomia
(citotaxonomia) da ordem (BRITO et al. 2010). A tabela 01 apresenta as informacoes
disponiveis para a linhagem Liothrips, da familia Phlaeothripidae, ja estudada do ponto de
vista citogenético. Entretanto, ndo foi possivel fazer uma comparacdo mais aprofundada entre
os dados obtidos neste trabalho com aqueles descritos para essa familia, devido a falta de
detalhes sobre a estrutura cromossdmica de algumas espécies, conhecendo se apenas seu
ndmero cromossémico.

O numero cromossdmico encontrado para P. gandolfoi se assemelha ao que foi
encontrado para outras espécies desta familia que variam de 2n= 20 a 2n= 30 cromossomaos,
dentro do cenario previsto por Brito et al. (2010) com cromossomos grandes e em pequeno
namero. O numero cromossdmico de P. gandolfoi € igual ao observado para G. uzeli, citétipo
A (BRITO et al., 2010), com ambas apresentando 2n=26 cromossomos, porém com férmulas
cariotipicas distintas, com P. gandolfoi (2n=16m+8sm+2a) apresentando o dobro de
cromossomos metacéntricos e metade do nimero de submetacéntricos descritos para G. uzeli
(2n=8m+16sm+2a). Todavia, a formula cariotipica de P. gandolfoi assemelha se mais a de
Liothrips sp. (2n=12m+8sm+4a) (BRITO et al., 2010), apesar de apresentarem ndmeros
cromossomicos diferentes 2n= 24 e 2n=26, respectivamente, sendo distinta desta pela
presenca de dois pares de metacéntricos a mais pela auséncia de um par de acrocéntricos. A
presenca de um sitio de rDNA 18S em P. gandolfoi se assemelha ao observado para outras
especies desta familia (Capitulo I). Todavia, a localizacdo desse sitio na regido terminal do
braco curto de um cromossomo submetacéntrico é semelhante ao que é observado para
Liothrips sp. a qual também apresenta 0 mesmo padrao de localizacéo. Estas diferencas entre

0s cariotipos de P. gandolfoi com as demais espécies desta familia, demonstra a importancia
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da analise citogenética para taxonomia deste grupo de insetos, uma vez que este apresenta
pequena variagdo morfologica, mas grande variabilidade em seus cariotipos.

Os dados citogenéticos, como férmula cariotipica e localizacdo do sitio de rDNA 18S
parecem refletir uma maior proximidade filogenética entre o género Pseudophilothrips e
Liothrips, o que é em parte apoiado pelos dados morfoldgicos. De fato, muitas espécies do
género Pseudophilothrips eram anteriormente classificadas como pertencentes ao género
Liothrips. O género Pseudophilothrips foi descrito a partir de uma Unica espécie, sendo que a
caracteristica usada para definir Pseudophilothrips foi a presenca de quatro longas cerdas
postoreoculares na cabeca, em contraste com as normalmente duas cerdas encontradas entre
os phlaeothripideos (MOUND et al., 2010). Mas os géneros nao foram adequadamente
separados, sendo que Mound e Marullo (1996) apresentam quatro caracteristicas para
distinguir esses géneros. Entretanto, essas caracteristicas ndo sdo satisfatorias e assim o
género Pseudophilothrips parece ndo ter sido claramente distinto de Liothrips.

Entretanto, apesar de suas semelhancas deve se ressaltar que essas espécies fazem
parte de um grupo de thysanopteros em que estudos taxondmicos séo particularmente mal
baseados, com muitas espécies conhecidas a partir de um ou poucos espécimes, sem dados da
planta hospedeira, e para os quais a classificacdo genérica é igualmente mal baseada
(MOUND et al., 2010). Segundo Mound e Marullo (1996), as caracteristicas utilizadas na
distincdo de género ou taxa superiores nesta familia sdo perdas de apomorfias, quando uma
estrutura em particular ndo esta desenvolvida, e esses estados de caracteres podem ter
evoluido independentemente em diferentes grupos, mesmo naqueles ndo relacionados. Assim,
a aparente falta de sinapormofias no que se refere a dados morfolégicos dificulta o
estabelecimento de caracteristicas distintivas entre esses taxa e a semelhanca morfoldgica

entre as espécies desses géneros podem ser reflexo de historias evolutivas independentes.
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Segundo Mound et al. (2010), o género Pseudophilothrips parece representar apenas
uma linhagem discreta de Liothrips do novo mundo, principalmente da America do Sul e, que
apesar, disso ndo ha provas de que ele seja um grupo-irmao de Liothrips ou que teria derivado
a partir dele. Contudo, os dados citogenéticos, nimero cromossémico, formula cariotipica e
posicdo dos clusters de rDNA 18S, apoiam esse cenario de que estes géneros sdo grupos
irmaos ou pelo menos de uma maior proximidade filogenética entre esses géneros. Entretanto,
maiores estudos empregando um maior nimero de espécies dos dois géneros e com outras
técnicas se faz necessario para que se tenha certeza desse quadro.

Apesar de P. gandolfoi apresentar mesmo nimero cromossémico que outra espécie
dessa familia, a estrutura cromossdmica delas difere bastante e a comparacdo com outras
espécies estudadas com técnicas convencionais (Tabela 01) mostram que as diferencas na
estrutura cromossdémica tanto em namero como em morfologia entre essas espécies denotam
diferenca que normalmente ndo sdo observaveis em nivel morfolégico ou sdo dificeis de
detectar, como ocorre com espécies do género Liothrips. Com o emprego de técnicas de
bandamento cromossdémico, conhecidas por produzir marcadores importantes ao longo dos
Cromossomos 0s quais permitem o reconhecimento de cromossomos individuais dentro de um
cariotipo e a identificacdo de regides especificas entre cromossomos individuais, é possivel
que uma grade diversidade de marcadores possa ser encontrada, acessada e utilizada como
aliada na sistemética e na taxonomia da familia, permitido reavaliar, separar e identificar
espécies intimamente relacionadas, algo bastante dificil neste grupo empregando somente

dados morfoldgicos.
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Tabela 01. Dados cariotipicos para as espécies da familia Phlaeothripidae estudadas

citogeneticamente até o presente momento, descritos na literatura.

Taxon n Formula Referéncia
Tubulifera
Phlaeothripidae
Gynaikothrips ficorum n=15 2n=8m+14sm+2a+6t Brito (2010)
Gynaikothrips uzeli n=13 2n=8m+16sm+2a Brito (2010)

15 2n=8m+20sm+2a

Liothrips sp. n=12 2n=12m+8sm+4a Brito (2010)
Haplothrips tritici n=10 Bournier (1956)
Haplothrips statices n=15 Risler e Kempter (1961)
Neoheegeri verbasci n=12 Bournier (1956)
Pseudophilothrips gandolfoi n=13 2n=16m+8sm+2a Presente estudo
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Figura 01. Cari6tipo de P. gandolfoi submetido a coloragdo convencional, mostrando 2n= 26
em fémea (A) e n= 13 em macho (B). Em destaque, 0os cromossomos impregnados com o ion

prata evidenciando o par 12 portador da RON. Barra = 10 um.
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Figura 02. Cariotipo de fémea de P. gandolfoi com 2n= 26 submetidos a técnica de obtencéo

de bandas C, mostrando as regifes heterocromaticas na regido pericentromérica de todos 0s

cromossomos e no braco curto dos elementos cromossémicos do par 13. Barra = 10 um.

Figura 03. Metafase mitotica de P. gandolfoi com 2n= 26 cromossomos, submetida a técnica
de FISH utilizando sonda de rDNA 18S (Vermelho), evidenciando a RON (Seta) (A). Em (B)
cariotipo obtido a partir da mesma célula vista em (A) indicando o par 12 como portador da

RON. Barra = 10 um.
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CAPITULO 111

Analise da estrutura populacional e da diversidade genética em populacdes de
Gynaikothrips uzeli (Zimerman, 1909) (Thysanoptera: Phlaeothripidae) com o uso de

marcadores RAPD.
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Abstract

Thrips are tiny insects (0.5 to 3.0 mm) that exhibit different life histories and habits, and sex
determination of the type haplodiploidy. It was observed that haplodiploidy species present, in
general, low genetic diversity. However, in insects haplodiploidy most of these studies
focuses on the order Hymenoptera are rare in other insects haplodiploidy. Thus, in this study
the RAPD molecular marker was used to estimate the structure and level of genetic variability
between and within populations of Gynaikothrips uzeli (Thysanoptera: Phlaeothripidae). Six
populations, three in the state of Parana and three in the state of Bahia, were studied. As in
other insect species haplodiploidy, low levels of genetic diversity were found in G. uzeli.
They would be the results of the system of sex determination haplodiploidy that would
generate low levels of genetic diversity and ecological characteristics of this species, such as
low dispersal ability and way of life as gall. Individuals were grouped homogeneously in their
populations collected in cluster analysis where two groups were formed, in which populations
were grouped with those from environments similar to yours. The populations were highly
structured and most of the genetic variation occurred among populations than within

populations.

Key works: Heterozygosity, Haplodiploidy, Thrips, RAPD
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Resumo

Os tripes sdo pequenos insetos (0,5 a 3,0 mm) que apresentam diversas histérias de vida e
habitos e determinacdo sexual do tipo haplodiploide. Foi observado que espécies
haplodiploides apresentam, em geral, baixa diversidade genética. Todavia, em insetos
haplodiploides a maioria desses estudos concentra-se na ordem Hymenoptera, sendo raros em
outros insetos haplodiploides. Deste modo, nesse trabalho o marcador molecular RAPD foi
utilizado para estimar a estrutura e o nivel de variabilidade genética inter e intrapopulacional
de Gynaikothrips uzeli (Thysanoptera: Phlaeothripidae). Seis populacées, trés no estado do
Parana e trés no estado da Bahia foram estudadas. Assim como em outras espécies de insetos
haplodiploides, baixos niveis de diversidade genética foram observados em G. uzeli. Eles
seriam resultados do sistema de determinacao sexual haplodiploide que geraria baixos niveis
de diversidade genética e das caracteristicas ecoldgicas desta espécie, como a baixa
capacidade de dispersdo e 0 modo de vida como inseto galhador. Os individuos agruparam-se
de forma homogénea nas respectivas populacdes de coleta pela anélise de agrupamento com a
formagéo de dois grupos predominantes, sendo que populac¢des oriundas de ambientes mais
semelhantes agruparam-se entre si e vice-versa. As populacdes se mostraram altamente
estruturadas e a maior parte da variacdo genética ocorreu entre as popula¢fes do que dentro

das populagdes.

Palavras-chave: Heterozigosidade, Haplodiploides, tripes, RAPD
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Introducéo

A ordem Thysanoptera ¢ formada por 7400 espécies taxonomicamente descritas e
aproximadamente 8000 espécies estimadas de pequenos insetos (0,5 a 3,0 mm), geralmente
conhecidos como tripes, que apresentam diversas historias de vida e habitos e uma ampla
diversidade de comportamentos, variando do solitario, subsocial até formas eusociais
(TERRY, 1997; MOUND, 2005). Duas subordens séo reconhecidas: Terebrantia e Tubulifera,
caracterizadas pela presenca e auséncia do ovipositor respectivamente, abrigando nove
familias (KUMM, 2002; MOUND, 2007). Alcancaram o status de praga por sua alimentacdo
danificar as plantas, levar a tor¢do das folhas, flores e frutos e pela infeccdo de virus nas
plantas (MOUND e MARULLO, 1996; MOUND e KIBBY, 1998).

Similarmente ao que ocorre entre os insetos da ordem Hymenoptera (abelhas, vespas e
formigas), mas também em alguns coledpteros e homopteros (mosca branca e afideos), os
thysanopteros séo haplodiploides e reproduzem-se exclusivamente por partenogénese
(CRESPI, 1993; KUMM e MORITZ, 2008).

As primeiras pesquisas objetivando estimar a variabilidade genética em espécies
haplodiploides focaram-se na variagdo aloenzimatica, entretanto ndo tiveram muito sucesso
devido a falta de variagdo observada (SNYDER, 1974; METCALF et al., 1975; PAMILO et
al., 1975). Neste sentido, uma variedade de hipdteses, baseadas primariamente na genética
evolutiva, foram utilizadas para tentar explicar essa aparente falta de variacdo genética. A
mais proeminente delas refere-se ao tamanho efetivo da populacdo, que para espécies
haplodiploides é esperado ser trés quartos daquele das espécies diploides onde ha uma razéao
sexual semelhante, resultando proporcionalmente em baixa heterozigosidade nos

haplodiploides (HEDRICK e PARKER, 1997).
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Nas ultimas décadas, técnicas moleculares tém contribuido significativamente para o
entendimento da genética de populacGes (BERTORELLE et al., 1999; SUNNUCKS, 2000),
uma vez que um grande nimero de marcadores de DNA foram desenvolvidos e se tornaram
amplamente disponiveis para o estudo da variacdo genética (LOXDALE e LUSHAI, 1998;
BAYAR et al., 2002). Os marcadores de DNA tém a vantagem de cobrir completamente o
genoma e permitir, portanto, um maior conhecimento da diversidade genética em muitos loci.
Na genética de populagdes, a técnica RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) é
uma ferramenta de DNA muito Gtil (JAIN et al., 2010). Além de ser uma técnica rapida e
simples, o RAPD tem sido aplicado em diversos estudos que incluem a obtencdo de
impressdes digitais gendmicas (fingerprintings) de individuos, variedades e populacdes;
construcdo de mapas genéticos de alta cobertura e a localizacdo de genes de interesse
econdémico (WELSH e MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990; JAIN et al., 2010).

A metodologia de RAPD também vem sendo aplicada com sucesso em muitas
espécies de insetos em estudos para avaliar a variabilidade genética inter e intrapopulacional,
a fim de diferenciar populagdes geograficas ou geneticamente isoladas bem como para
verificar a existéncia de populacdes que tenham se diferenciado através da divergéncia
genética por selecdo em diferentes condi¢cbes ambientais ou como resultado da deriva genética
(FUCHS et al., 1998; BAUMANN et al.,, 2003; BORASHI e DEL LAMA, 2004;
CALLEJAS, 2005). Todavia, no caso dos insetos haplodiploides a maioria desses estudos
concentra-se na ordem Hymenoptera, sendo poucos os estudos utilizando o marcador em
outras espécies.

Em tripes, estudos sobre a variabilidade genética e a estrutura populacional séo
incipientes. Assim, neste trabalho o marcador molecular RAPD foi utilizado para estimar a

variabilidade genética e a estrutura populacional em diferentes populacdes de Gynaikothrips
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uzeli (Thysanoptera: Phlaeothripidae) relacionando o papel do sistema sexual haplodipldide

na geracgdo de variabilidade genética.

Material e Métodos

Foram coletados espécimes representantes de seis populacbes de G. uzeli, trés no
estado do Parand, sendo duas na cidade de Ponta Grossa (PG1 - 25°5'47.74" S / 50°12'17.18"
O; PG2 - 25°6'4.19" S / 50°12'6.48” O) e uma em Curitiba (Ctb - 25°26'55.61" S /
49°13'57.98" O); e trés no estado da Bahia sendo uma populacdo em cada cidade: Itirugu (Iti -
13°32'1.42" S/ 40° 9'1.52" O), Jequié (Jeq - 13°51'42.98" S / 40° 5'17.67" O) e Jaguaquara
(Jag - 13°31'50.32" S / 39°58'1.93" O) (Figura 01). A extracdao de DNA foi realizada segundo
0 protocolo descrito por Roberts (1998).

Um total de 30 primers RAPD foram testados para a amplificacdo de fragmentos de
DNA. Com base no padrdo de amplificacdo obtido e na repetibilidade, 14 primers foram
selecionados para as analises, considerando o nimero e a resolucdo dos fragmentos
produzidos. As sequéncias e as caracteristicas de cada primer estdo apresentadas na tabela 01.

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em termociclador Biocycler Gradient
System (Biosystens®). Cada reac&o constituiu de um volume de 15 pL contendo: 1,5 pL de
tampéo 10x (75 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI); 4,0 mM MgCl,; 0,266 mM de cada
nucleotideo; 0,8 mM de primer; 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 30 ng de DNA. A
reacdo de PCR foi composta de 1 ciclo de desnaturagdo por 3 minutos, a 94°C, seguidos de 45
ciclos de 94°C por 1 minuto, sendo a temperatura de anelamento especifica de cada primer
por 45 segundos, a extensdo dos fragmentos a 72°C por 2 minutos e um ciclo final de
extensdo por 6 minutos a 72°C. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese

em gel de agarose 2% (p/v) por aproximadamente 5 h a 50 V, e corados com Gelred
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(Biotium) na diluicdo 1:1000. Os fragmentos de DNA foram visualizados em luz ultra-violeta
e fotografados no fotodocumentador Biolmaging systems (DNR-Uniscience).

Os fragmentos RAPD foram codificados de acordo com a presenca (1) ou auséncia (0)
de fragmentos amplificados. O programa NTSYS-PC versdo 2.1 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System) (ROHLF, 2000) foi utilizado para gerar a analise de
agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetical
Average) (SNEATH e SOKAL, 1973). Para estas analises empregou-se o coeficiente de
similaridade genética de Jaccard.

Admitindo-se equilibrio de Hard-Weinberg, o programa POPGENE versédo 1.32 (YEH
et al., 1999) foi utilizado para estimar: frequéncia génica, diversidade génica de Nei (He)
(NEI, 1973), indice de Shannon (LEWONTIN, 1972) distancia e identidade genética de Nei e
o percentual de locus polimorfico. A analise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada
para verificar a estruturacdo genética entre e dentro das populacdes, sendo realizada de acordo
com Excoffier et al. (1992) com o auxilio do programa Arlequim 3.5 (EXCOFFIER et al.,

2010). A significancia da estruturacao foi testada com 1000 permutagoes.

Resultados

As reacOes de amplificacdo utilizando os 14 primers RAPD selecionados produziram
152 fragmentos, com tamanho variando de 1500 a 100 pares de bases. O nimero médio de
bandas por primer foi de 11,2. Os primers OPW — 09 e OPE — 18 foram 0s que produziram o
maior nimero de bandas (16), enquanto o menor (quatro) foi obtido com o primer OPAV-13
(Tabela 01). A Figura 02 mostra o padréo de amplificacdo obtido com o primer OPAV-3 para
9 individuos oriundos das 6 populacGes de G. uzeli.

Dentre os 152 locos observados, 136 foram polimorficos e 16 foram monomorficos,

resultando num polimorfismo médio de 89.47%. A anélise de diversidade génica de Nei e 0
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indice de Shannon mostraram valores de 0.30 e 0.45, respectivamente. As distancias genéticas
e a identidade de Nei par a par para as populacdes estudadas foram pequenas, sendo que as
populacdes de Ponta Grossa 1 e Itirucu foram as que apresentaram a menor distancia (0.086),
enquanto a maior distancia (0.377) foi observada entre as populacbes de Jaguaquara e Ponta
Grossa 2 (Tabela 02).

O dendograma obtido pelo método UPGMA agrupou os individuos de forma
homogénea em suas respectivas populagdes originais de coleta (Figura 02). O coeficiente de
similaridade genética entre as populac6es variou de 0,66 a 0,97. Considerando um coeficiente
de similaridade de 67%, a analise de agrupamento revelou a formacdo de 2 grupos distintos,
um menor incluindo duas populacdes da Bahia (Jequié e Jaguaquara) e 0 outro maior
contendo as populacdes do Parana (Ponta Grossa 1 e 2, e Curitiba) e a populacéo de Itirucu
(BA).

A AMOVA realizada com dois niveis hierarquicos revelou que as populacfes estdo
altamente estruturadas e que a maior parte da variacdo genética nas populacfes estudadas

ocorreu entre as populagdes do que dentro das populacGes (Tabela 03).

Discussao

Semelhantemente ao que ocorre com outras espécies de insetos haplodiploides, baixos
niveis de diversidade genética foram observados para G. uzeli, empregando-se 0 marcador
RAPD. Esses baixos niveis podem ser resultados do sistema de determinacdo sexual
haplodiploide bem como das caracteristicas ecologicas desta espécie, como a baixa
capacidade de dispersdo e 0 modo de vida como inseto galhador.

O sistema de determinacdo sexual haplodiploide produz poucos locos polimérficos
devido a selecdo contra genes recessivos nos machos, ja que todos os locos hemizigoticos

estdo expostos a selecéo e sdo rapidamente removidos da populacdo (HARTL, 1971; KERR,



Programa de Pds-Graduacgédo em Biologia Evolutiva 64

1976; HEDRICK e PARKER, 1997). A haplodiploidia leva a diminui¢do do tamanho efetivo
da populacdo, o qual em espécies com esse tipo de sistema corresponde a % do valor do
tamanho populacional de espécies diploides, onde ocorre uma razdo sexual semelhante,
resultando proporcionalmente em baixa heterozigosidade (HEDRICK e PARKER, 1997).
Além disto, séo relatados aumento na taxa de fixacdo de alelos e uma dificuldade na producéo
de polimorfismos estaveis.

Entretanto, algumas espécies de insetos haplodiploides, como os himenopteros da
subordem Symphyta (ROSENMEIER e PACKER, 1993; BOATO e BATTISTI, 1996;
BORASCHI e DEL LAMA, 2004) apresentam niveis de heterozigosidade semelhantes
aqueles de insetos diploides, sugerindo que a haplodiploidia por si s6 ndo parece ser o0 Unico
mecanismo responsavel pela restricdo dos niveis de variabilidade genética intrapopulacional
(BORASCHI e DEL LAMA, 2004). Todavia, Crespi (1991) encontrou para quatro espécies
de tripes, utilizando dados isoenzimaticos, valores de heterozigosidade similares aos de outros
insetos haplodiploides, confirmando o papel da haplodiploidia como um fator chave na
geracgdo dos baixos niveis de variabilidade genética nas espécies que apresentam esse sistema
de determinacéo sexual.

A alta similaridade genética detectada entre as populacfes estudadas poderia estar
associada ao pequeno tempo decorrente desde a introducdo da espécie no pais, menos de 100
anos, que ocorreu conjuntamente com sua planta hospedeira, Ficus benjamina, introduzida no
pais a partir de 1920 e aos efeitos da deriva genética que pode ter reduzido o pool génico
original da populagéo introduzida. Estes fatores conjuntamente com a haplodiploidia, o habito
galhador e a baixa capacidade de dispersdo, podem ser a causa da baixa variabilidade genética
observada nesta espécie. Uma vez que, ap6s a introducdo de G. uzeli e a perda de
variabilidade pela deriva genética, pode ndo ter decorrido tempo suficiente para que as

populacdes divergissem significativamente, fazendo com que as mesmas, embora em regifes
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geograficas distintas, como ocorre entre as de Itirucu e Ponta Grossa-1 (1.662 km) tenham
alta similaridade entre si.

Os tripes sdo péssimos voadores, sendo que a sua dispersdo € feita, em geral, pelo
vento. Muitas espécies dispersaram-se de seus habitats naturais para novos ambientes por
meio do comércio internacional de produtos agricolas, tais como frutas, legumes e plantas
ornamentais (BRUNNER et al., 2002). A dispersdo por uma distancia limitada leva as
populacdes a se estruturarem em um padrdo de isolamento por distancia, como se tem
demonstrado em diversos estudos genéticos com varios organismos (BRUNNER e FREY,
2010). Assim, era esperado que as populacdes de G. uzeli apresentassem o padrdo de
isolamento por distancia, no qual as populacGes mais proximas geograficamente deveriam ser
mais semelhantes do que aquelas mais distantes.

Entretanto, observamos que as populagdes de G. uzeli sdo mais similares aquelas que
ocupam habitats mais semelhantes ao seu ambiente quente/seco ou frio/imido (Tabela 4),
como ocorre com os dois grupos formados pela analise de agrupamento. Brunner e Frey
(2010) observaram um padrdo similar ao analisar a estrutura populacional de Frankliniella
occidentalis a partir de marcadores microssatélite e DNA mitocondrial. Essa situagdo poderia
ser reflexo da adaptacéo dessas populagGes a condi¢cbes ambientais similares. No entanto, para
o presente estudo, o marcador RAPD ndo permitiu fazer esta inferéncia, ja que o valor
adaptativo das regiGes do DNA que sdo amplificadas é desconhecido (WALDSCHMIDT, et
al., 2000).

A baixa diversidade genética em G. uzeli poderia também ser resultado de seu modo
de vida como galhador. Segundo a hipétese de variagdo de nicho descrita por Van Valen
(1965), que tenta explicar a variagdo nos niveis de polimorfismo através da amplitude de
nicho explorado pelas espécies, ha uma tendéncia ao aumento da heterozigosidade frente as

variacOes ambientais e um declinio em direcdo a ambientes mais estaveis. Uma vez que, as
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galhas, assim como as col6nias dos insetos sociais da ordem Hymenoptera, proporcionam um
microambiente relativamente estavel, baixos niveis de diversidade genética poderiam ser
esperados para esta especie.

A AMOVA em dois niveis hierarquicos (entre e dentro das popula¢des) mostrou que a
diversidade genética total € resultante das diferencas entre as populacdes (Tabela 03). Embora
as populac@es estudadas apresentem alta similaridade, os resultados da AMOVA revelaram
que elas estdo altamente estruturadas. Esses dados de alta estruturacdo podem ser explicados
com base no sistema haplodiploidia e pela baixa capacidade de dispersdo da espécie.

Um dos fatores que determinam a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro
das populacdes é o fluxo génico. A maior porcentagem da variabilidade genética dentro das
localidades esta possivelmente relacionada com uma taxa de fluxo génico bastante restrita ou
mesmo ausente entre os individuos das diferentes populacGes analisadas, levando a um alto
indice de endogamia dentro das localidades e a concentracdo do pouco polimorfismo gerado
pelo sistema haplodipléide e a consequente diferenciacdo das populacdes.

Estudos posteriores com outros thysanopteros e outros insetos haplodiploides,
associando dados moleculares, ecoldgicos e comportamentais, podem ajudar a elucidar o
papel evolutivo do sistema de determinacdo sexual haplodiploide na geracdo de variabilidade
genética e da sua manutencdo em espécies com esse sistema, além de, proporcionar um

melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na dispersao e diferenciacdo das espécies.
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Tabela 01. Relagéo dos primers RAPD analisados mostrando sua sequéncia, temperatura de

anelamento e nimero de bandas geradas.

Primer Sequéncia Temperatura °C N° de Bandas
OPAV - 13 5'- CTGACTTCCC - 3 33,5 4
OPAW - 19 5'- GGACACAGAG - 3' 33,5 13
OPAR -5 5 - CATACCTGCC - 3' 33,5 9
OPW - 13 5'- CACAGCGACA - 3' 36,5 10
OPAD - 14 5 - GAACGAGGGT - 3 36,5 12
OPY - 10 5' - CAAACGTGGG - 3 39,8 14
OPAX - 10 5'- CCAGGCTGAC - 3' 39,8 10
OPW - 09 5'- GTGACCGAGT - 3' 41,5 16
OPAYV - 03 5 -TGTAGCCGTG - 3' 415 11
OPAD - 06 5'- AAGTGCACGG - 3' 415 11
OPE - 18 5'- CGACTGCAGA -3 44,6 16
OPAR - 15 5 -ACACTCTGCC -3 44.6 15
OPAX - 07 5'-ACGCGACAGA - 3 44,6 10
OPAR - 16 5 - CCTTGCGCCT - 3 44,6 6

Tabela 02. Identidade genética (acima da diagonal) e distancia genética de Nei (abaixo da

diagonal).

Jequié Jaguaquara Itiirugu  Ponta Grossa 1 Curitiba Ponta Grossa 2
Jequié — 0.874 0.833 0.817 0.815 0.746
Jaguaquara 0.133 — 0.831 0.817 0.758 0.686
litirucu 0.182 0.185 — 0.918 0.861 0.769
Ponta Grossa 1 0.202 0.202 0.086 — 0.846 0.789
Curitiba 0.204 0.278 0.150 0.167 — 0.862

Ponta Grossa 2 0.293 0.377 0.262 0.237 0.149 —
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Tabela 03. Analise da variancia molecular para as seis populacdes de Gynaikothrips uzeli

estudadas, considerando dois niveis hierarquicos. GL: graus de liberdade; SQ: soma de

quadrados; QM quadrado médio; Estimativa: estimativa dos componentes da variancia.

Variacdo  Valor de

Fontes de Variacao GL SQ Estimativa %) P
Entre Populagdes 5 650.796 13.28879 55.72 <0,0001
Dentro das Populagdes 48 506.889 10.56019 44.28 <0,0001
Total 53 1.157.685 2.384,897

Indice de fixacdo ®st: 0.56

Tabela 04. Caracteristicas climéaticas dos locais de coleta das populacdes de G. uzeli

(adaptado de IBGE, 2004.)

Clima Temperatura Média °C Umidade
Tropical
Jequié Quente Acima de 18° em todos os 6 meses de seca
q meses Semi-arido
Jaquaguara Quente Acima de 18° em todos os 6 meses de seca
guaq meses Semi-arido
4 a 5 meses de seca
. Mesotérmico o o Semi-Umido
Itirucu brando Entre 10° e 15
Temperado
o o o Super Umido
Ponta Grossa 1 Mesotérmico brando Entre 10° e 15 Sem seca
.. P o o Super Umido
Curitiba Mesotérmico brando Entre 10° e 15 Sem seca
Ponta Grossa 2 Mesotérmico brando Entre 10°e 15 ° Super imido

Sem seca
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A) B)

Itirugu
(X )
Jaguaquara
Jequié

Figura 01. A) Mapa geografico brasileiro destacando os estados de coletas das populagdes
estudadas de G. uzeli. B) Detalhe do estado da Bahia mostrando as cidades de coleta. C)
Detalhe do estado do Parana indicando os pontos de coleta.
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Figura 02. Gel de agarose 2% mostrando o padrdo de amplificagdo a partir da técnica de
RAPD para as seis populagdes de G. uzeli com o primer OPAV-3. (M) Marcador de peso
molecular 100 pb.
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Figura 03. Dendograma construido a partir da analise de similaridade genética obtido pelo
método UPGMA empregando o coeficiente de similaridade de Jaccard. Jeq= Jequié; Jag=

Jaguaquara; Iti= Itirucu; PG1= Ponta Grossa 1; Ctb= Curitiba; PG2= Ponta Grossa 2.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho trés espécies de thysanopteros da familia Phlaeothripidae:
Gynaikothrips uzeli, Liothrips sp. e Pseudophilothrips gandolfoi foram analisadas com
ferramentas citogenéticas. Adicionalmente, G. uzeli foi analisado com o marcador molecular
RAPD, para estudar a estrutura populacional e a variabilidade genética.

A analise citogenética tem revelado diferengas, quanto ao nimero cromossémico,
formula cariotipica e posicdo dos sitios de rDNA, entre as diferentes espécies de
thysanopteros analisadas. Demonstrando que mesmo espécies que apresentam grande
semelhanca morfologia e sdo de dificil distincdo, apresentam diferencas significativas em seus
cariotipos, confirmando a viabilidade desta técnica em revelar marcadores cromossémicos, 0s
quais sdo de grande importancia para a sistematica (citotaxonomia) da ordem, haja vista a
pequena variacdo morfolégica em taxons mais baixos como familia, género e espécie. Em
adicéo, esses dados sdo de grande valia para o melhor entendimento dos complexos padrdes
evolutivos e para o esclarecimento das conturbadas relac6es filogenéticas do grupo, tanto ao
nivel de ordem, subordem e familias, uma vez que tais relacbes sdo dificeis de serem
compreendidas somente com dados morfoldgicos.

O menor nimero de cromossomos encontrados nos phlaeothripideos e o maior
tamanho de seus cromossomos, em relacdo ao que € observado para a familia Thripidae,
considerada como a mais derivada da ordem, além da posicdo dos sitios de rDNA, indicam
que as alteracdes cromossémicas, tais como fissdes céntricas e inversdes pericéntricas devem
ter tido importante papel nos eventos de especiacdo deste insetos. Todavia, esses dados
tendem a apoiar a hipotese de filogenia proposta por Mound et al. (1980) para as duas

subordens, na qual Terebrantia e Tubulifera séo consideradas como grupos irmé&os.
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A variabilidade cromossémica observada entre 0s thysanopteros parece,
provavelmente, ser reflexo dos diversos estilos de vida e comportamentos exibidos pela
ordem, no entanto, a analise da diversidade e estrutura genética de G. uzeli, revelou baixa
diversidade genética para esta espécie, similarmente como ocorre em outros insetos
haplodiploides. Isso poderia ser resultado do sistema de determinacdo sexual e das
caracteristicas ecologicas da espécie. Contudo, estes dados servem como uma base inicial de
comparacdo para a melhor compreensdo do papel da haplodiploidia na geracdo de

variabilidade genética nas espécies com esse sistema de determinacao sexual.
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7 ANEXOS

7.1 - Citogenética Convencional

7.1.1 — Obtencado de metafases mitdticas (Segundo Imai et al., 1988)

A andlise citogenética foi feita a partir do ganglio cerebral de imaturos (larvas de 2° instar),

consistindo nas seguintes etapas:

1. Em um estereomicroscopio, dissecar em solucdo hipotdnica de colchicina 0,05% (0,025g de
colchicina em 50 ml de solugdo de citrato de sodio 1%), a regido anterior do corpo das larvas
(cabeca + 1° segmento do torax).

2. Em seguida, o material é imerso em solug&o de hipotdnica de colchicina (0,05%), por 30 minutos.

3. Fixar o material, por meio da utilizacao de trés fixadores, da seguinte forma:

a. Ainda com a lamina inclinada pingar varias gotas do fixador | (3 partes de etanol: 3 partes de
acido acético: 4 partes de agua) sobre o material e por toda a lamina, retirando o excesso com papel
de filtro. Com a lamina na horizontal, aplicar mais duas gotas do fixador I. Em seguida dissecar o
ganglio cerebral e dissocia-lo rapidamente com o auxilio de estiletes de dissecacao.

b. Antes que o fixador | seque, pingar sobre 0 mesmo, duas gotas de fixador Il (1 parte de etanol: 1
parte de acido acético), removendo com o papel filtro o fixador | que é empurrado para as bordas
da lamina, pelo fixador I1.

c. Logo que o fixador Il tenha ocupado toda a superficie da lamina e parcialmente evaporado,
aplicar duas gotas de fixador 111 (acido acético 100%), removendo com o papel de filtro, o fixador
Il que é empurrado para as bordas da lamina.

d. Deixar a lamina secar.

7.1.2 - Método de coloracéo convencional Giemsa

Para analisar o nimero e morfologia dos cromossomos, apds 24 horas as laminas foram
coradas com solucdo do corante Giemsa, diluido em tampéo fosfato pH 6,8 (KH,PO, + Na,HPO,) a

10% durante aproximadamente 10 minutos e em seguida foram lavadas em agua corrente e secas ao ar.

7.1.3 — Coloragdo das regides organizadoras de nucléolos Ag-RONs (Howell e Black,
1980)
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1. Em laminas previamente preparadas para a obtencdo de cromossomos mit6ticos pingar uma gota
da solucéo coloidal reveladora (1g de gelatina dissolvida em 50 ml de &gua destilada acrescida de
0,5 ml de &cido férmico).

2. Em seguida, adicionar duas gotas da solugéo de nitrato de prata (1g de AgNO3 dissolvida em 2
ml de &gua destilada) e cobrir com uma laminula.

3. Colocar o conjunto lamina/laminula em estufa & 60°C até que a mistura das solucdes alcance uma
coloragdo marrom-dourada.

4. Lavar em agua corrente para remover o excesso de nitrato de prata e a laminula.

5. Se necessario, corar com Giemsa diluido a 1% em tampao fosfato pH 6,8 por 30 segundos.

7.1.4 — Técnicas de obtencdo de bandas C - (Sumner, 1972)

Decorridos trés ou quatro dias ap6s a preparacdo, as laminas sdo submetidas ao seguinte
tratamento:

Hidrolise em solucdo de HCI 0,2N, por 13 minutos a 42 °C;
Lavagem em agua destilada por aproximadamente 30 segundos;
Imers&o em solucdo de hidroxido de bario (Ba(OH)2) 5% a 42 °C por um minuto;

Lavagem em 4gua destilada;

g &~ oD

Imers&o em solugéo salina - 2 X SSC (15,53 g de NaCl + 8,82 g de Citrato Trissodico + Agua
deionizada), pH 7,0 a 60 °C por 30 minutos;

S

Lavagem em 4gua destilada;

7. Coloragdo com Giemsa, por 15 minutos a temperatura ambiente.

7.1.5 — Identificacdo cromossémica

A identificacdo cromossémica foi realizada com base no critério da razdo de bragos (RB),
proposta por LEVAN et al., (1964) e classificados como metacéntricos (m) (RB= 1,00 a 1,49);
submetacéntricos (sm) (RB= 1,50 a 3,99); acrocéntricos (a) (RB= 3,00 a 7,00) e telocéntricos (t)
(RB>7,00). As metafases foram capturadas por camara CCD Olympus DP71 com resolucdo de 13mp

acoplada a um Microscépio Olympus BX 41 com o programa ImageProPlus 5.0.
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7.2 — Extracdo de DNA — (ROBERTS, 1998).

Prepara o Tampao 100 fly para um volume final de 15 ml seguindo a formulacéo:

Tris0,1 M 25mldeTris2 M
NaCl0,1M 16,7 ml de NaCl3 M
EDTA0,05M 5,0 ml de EDTA0,5M
Sacarose 0,2 M 34,239

SDS 0,5 % (p/v) 0,25¢

Agua destilada 40,8 ml

pH 9,2

Guardar o tampé&o de extracdo em temperatura ambiente.

1. Colocar 50 pl de tampéo 100fly em um tubo tipo Eppendorrf de 1,5 ml e colocar um tripes no
fundo do tubo;

Lavar o pistilo com 50 pl de tampé&o 100fly;

Incubar a 70°C por 15 minutos;

Colocar em gelo;

Adicionar 15 pl de acetato de potéassio 8M e vortexar;

Incubar em gelo por 15 minutos;

Centrifugar a 15.000 RPMs por 30 minutos;

Transferir o sobrenadante (aprox. 90 pl) para um novo tubo;

© 0 N o g &~ D

Adicionar 2,5 volumes (225 pul) de etanol 100% a temperatura ambiente e 0,1 volumes de (31,5
ul) de acetato de sddio 3M (4 °C) (0,1 volume de sobrenadante + etanol), vortexar;

10. Colocar por 1 hora a — 80 °C (precipitacdo do DNA);

11. Centrifugar a 15.000 RPMs por 40 minutos;

12. Descartar o sobrenadante;

13. Lavar o pellet com 100 pl de etanol 70%;

14. Centrifugar a 15.000 RPMs por 15 minutos;

15. Descartar o sobrenadante;

16. Secar o pellet por 10 minutos a 45 °C ou até que todo o alcool tenha evaporado. colocar o tubo
aberto;

17. Ressuspender em 20 ul de agua MiliQ autoclavada, colocar por 10 minutos a 45 °C;

7.3 — Preparacdo de géis de agarose 1% e 2% para eletroforese e visualizacdo do DNA

1. Pesar 1 ou 2 gramas de agarose e colocar num Erlermeyer de 250 ml;
2. Diluir a agarose em 100 ml de tampdo TBE uma vez, aquecendo a solucdo em forno microondas e

cuidando para que ndo permanegam blocos ndo dissolvidos no frasco;
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3. Esperar a solucdo esfriar a temperatura ambiente e em seguida coloca-la na cuba de eletroforese
na presenca de um pente para formar pocos para aplicacdo das amostras;

4. Aguardar a polimerizacéo do gel;

5. Retirar cuidadosamente o pente para ndo estragar 0s pocos e adicionar o tampdo TBE uma vez na
cuba até cobrir os eletrodos;

6. Injetar o DNA nos pocos junto com o tampéo de aplicagdo mais Gelred na diluigdo 1:1000;

7. Inserir os eletrodos nas posi¢bes indicadas da cuba, ligar a fonte na corrente elétrica
programando-a para 70 Volts;

8. Deixar o DNA migrar no gel por 5 horas;

9. Retirar o gel do tampédo TBE, colocando-o sobre o transiluminador;

10. Ligar a luz ultravioleta, visualizar as bandas rapidamente para evitar degradacdo e fotografar o

gel.

7.4- Citogenética Molecular

7.4.1 — Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) (PINKEL et al., 1986).

I — Obtencdo e marcacéo da sonda

Para a identificagdo das regides de DNAr 18S foi utilizada a sonda obtida a partir do DNA
gendmico da espécie Gynaikothrips uzeli (Zimmermann, 1900) utilizando os primers 18S-F 5’-
TTGTCTCAAAGATTAAGCCA-3’ e 18S-R 5-GGCACCAGACTTGCCCTCCA-3, construidos a
partir de sequéncias de rDNA 18S de outras espécies de thysanopteros depositadas no GenBank sob
acesso: U20415.1, U20396.1, AY630443.1, AY630444.1, U42721.1. A amplificacdo e a maracdo da
sonda através de reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction — PCR) em um volume
de 50 pl contendo: 5,0 pl de tampédo 10x (75 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCI); 1,5 mM MgCly;
400uM dATP, dGTP e dCTP, 280uM de dTTP, 120uM de dUTP 11-digoxigenin (Invitrogen); 2,0
mM de primer; 2 U de Tag DNA polimerase e 40 ng de DNA. A amplificagdo passou por 1 ciclo de
desnaturacdo por 4 minutos, a 94°C, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 48°C por 45
segundos e 72°C por 2 minutos e um ciclo final de extensdo por 5 minutos a 72°C. A sonda foram
marcadas por reagcdes de PCR com o nucleotideo marcado digoxigenina 11-dUTP (Invitrogen), para o

reconhecimento do sinal foi utilizado antidigoxigenina - rodamina (Roche®).
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Il - Tamanho dos fragmentos em gel

1.

Misturar 5 pl do produto da reacdo PCR com 3 ul de azul de bromofenol mais 3 pl Gelred na

diluicdo 1:1000 e aplicar em gel de agarose 1%;

2.

Realizar a eletroforese por 20 a 30 minutos a 70 V e checar o tamanho dos fragmentos;

111 — Hibridacao fluorescente in situ (FSH)

10.
11.
12.
13.

Lavar as ldaminas em tampdo PBS uma vez durante 5 minutos em temperatura ambiente sob
agitacao.

Desidratar o material em série alcoolica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada (secar).

Incubar as laminas em 100 pl de RNAse (0,4% RNAse/ 2xSSC) a 37°C por 1 hora em camara
Umida com agua milli-Q.

Lavar trés vezes por 5 minutos em 2xSSC.

Lavar durante 5 minutos em PBS uma vez.

Fixar em paraformaldeido 4% em PBS uma vez, 50 mM MgClI, durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Lavar em PBS uma vez por 5 minutos sob agitagéo.

Desidratar as laminas em série alcodlica 70%, 85%, 100% por 5 minutos cada.

Desnaturar a solucdo de hibridacdo a 100°C por um periodo de 10 minutos e passa-la
imediatamente ao gelo;

Desnaturar 0o DNA cromossémico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5 minutos.
Desidratar o material em série alcodlica 70%, 85% e 100% durante 5 minutos cada.

Preparar cAmara mida a 37°C.

Montar cada Id&mina com 40 pl de solucdo de hibridizagdo, cobrir com laminula e deixar

overnight a 37°C.

IV — Lavagens

14.

15.
16.

17.
18.

Lavar duas vezes em formamida 15%/ 0,2xSSC pH 7.0 a 42°C durante 10 minutos cada sob
agitacéo.

Lavar as laminas trés vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada sob agitacao.

Lavar durante 5 minutos em solucdo de Tween 0,5%/ 4xSSC, & temperatura ambiente sob
agitacéo.

Incubar as Iaminas em tampéao 5% NFDM/ 4xSSC por 15 minutos.

Lavar duas vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura ambiente sob agitag&o.
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19. Incubar as laminas com 90 pl de FITC (0,8 pl FITC/ 800 pul NFDM) durante 30 minutos em
camara Umida e escura, a temperatura ambiente.

20. Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura ambiente sob agitacao.

21. Incubar com 90 pl de anti-avidina (8 pl anti-avidina/ 792 pl de NFDM) durante 30 minutos em
camara Umida e escura, a temperatura ambiente.

22. Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4x SSC, a temperatura ambiente sob agitacao.

23. Incubar as laminas com 90 pl de FITC (0,8ul FITC/800ul NFDM) durante 30 minutos em camara
Umida e escura, a temperatura ambiente.

24. Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4x SSC, a temperatura ambiente sob agitacéo.

25. Incubar com 90 pl de anti-avidina (8 pl anti-avidina/ 792 ul de NFDM) durante 30 minutos em
cdmara Umida e escura, a temperatura ambiente.

26. Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura ambiente sob agitacéo.

27. Incubar as laminas com 90 pl de FITC (0,8 ul FITC/800 ul NFDM) durante 30 minutos em
cdmara Umida e escura, a temperatura ambiente.

28. Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura ambiente sob agitag&o.

29. Desidratar em série alcodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar ao ar.

V — Montagem da lamina

30. Misturar 200 pl de antifading maisl pl de DAPI - 4’-6 diamidino - 2 - phenilindole (50 pg/ml).

Colocar 25 pl da solugdo e cobrir com laminula.



