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RESUMO 
 
 

Anticarsia gemmatalis (Hübner, 1818) e Chrysodeixis includens (Walker, 1858) são  espécies 
de lepidópteros, causadores de grandes danos nas lavouras de soja no Brasil. Estima-se que de 
37% da safra perdida,apro ximadamente 13% seja devido ao ataque desses insetos. Apesar 
dessa importância, os estudos sobre a organização cromossômica dessas espécies são 
inexistentes recentemente, A. gemmatalis, que pertencia a família Noctuidae juntamente com 
C. includens, foi alocada na família Erebidae. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi 
analisar por meio de marcadores genéticos convencionais e moleculares, exemplares de 
ambas espécies. Adicionalmente, foi realizada uma análise do gene citocromo oxidase 
subunidade I (COI) de A. gemmatalis, afim de avaliar a sua nova classificação taxonômica. 
Foi observado um 2n = 62, com sistema sexual ZZ/ZW e cromossomos holocinéticos para as 
duas espécies. Houve uma homogeneidade no número de sítios do DNAr 18S para ambas. 
Entretanto, variações na distribuição da heterocromatina foram observadas. A heterocromatina 
é constituída de sequências repetitivas, comumente formada por elementos transponíveis. 
Além de proteger o genoma de eventos mutagênicos, a heterocromatina também é portadora 
de sequências altamente importantes na organização de estruturas cromossômicas como os 
centrômeros e os telômeros. A análise de um único marcador molecular, o COI de A. 
gemmatalis, permitiu concluir que não há diferenças consistentes entre as populações 
analisadas referentes somente ao gene mitocondrial. As análises citogenéticas permitiram 
separar as espécies em relação a heterocromatina, identificadas tanto no bandamento-C 
quanto nos fluorocromos base-específicos, corroborando o posicionamento de A. gemmatalis, 
da família Noctuidae para Erebidae, sugerindo novas características, não mais somente 
morfológicas ou relacionada à genes mitocondriais e nucleares mas também citogenéticas 
referente a espécies classificadas como Erebidae e Noctuidae. 
 
Palavras-chave: Lepidoptera. Erebidae. Noctuidae. FISH. COI. Citotaxonomia. 
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ABSTRACT 
 
 

Anticarsia gemmatalis (Hübner, 1818) and Chrysodeixis includens (Walker, 1858) are 
lepidopteran species, which cause great damage to soybean crops in Brazil. It is estimated that 
of 37% of the crop lost, approximately 13% is due to insect attack. Despite the importance, 
studies on chromosome organization are non-existent species, A. gemmatalis, which belonged 
to the family Noctuidae together with C. includens, was allocated in the Erebidae family. 
Therefore, the objective of this work was analyzed by means of conventional and molecular 
genetic markers, exemplars of both species. In addition, an analysis of the gene cytochrome 
oxidase I subunit I (COI) of A. gemmatalis was carried out, in order to evaluate its new 
taxonomic classification. It was observed a 2n = 62, with ZZ / ZW sexual system and 
holokinetic chromosomes for both species. There was a non-homogeneity of 18S rDNA sites 
for both. However, variations in heterochromatin distribution were observed. A 
heterochromatin is made up of repetitive sequences, commonly consisting of transposable 
elements. In addition to protecting the genome from mutagenic events, a heterochromatin also 
carries highly important sequences in the organization of chromosomal structures such as the 
centromere and the telomeres. An analysis of a single molecular marker, the COI of A. 
gemmatalis, has led to the conclusion that there are no consistent populations analyzed for the 
mitochondrial gene. As cytogenetic analyzes allowed to separate as species in relation to 
heterochromatin, identified both without C-bandage and in the base-specific fluorochromes, 
corroborating the positioning of A. gemmatalis, from the family Noctuidae to Erebidae, 
suggesting new characteristics, no longer only morphological or related to mitochondrial and 
nuclear genes but also cytogenetic for species classified as Erebidae and Noctuidae. 
 
Keywords: Lepidoptera. Erebidae. Noctuidae. FISH. COI. Cytotaxonomy. 
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1. INTRODUÇÃO

A soja,  Glycine  max,  pertencente  a  família  Fabaceae,  é  uma  planta  herbácea,  de

fecundação  autógama,  cuja  estatura  varia  com  as  condições  do  ambiente  e  da  cultivar,

apresentando-se entre  60 a  110 cm de  altura,  o  que  em lavouras  comerciais  facilita  a  colheita

mecânica e evita o acamamento (NEPOMUCENO; FARIAS; NEUMAIER, 2008). 

De acordo com Sediyama (2009),  a  soja possui  altos valores nutricionais,  utilizadas

tanto no consumo animal, através do farelo de soja, quanto para o consumo humano, através de óleo

e proteína (FISCHER, 2014). Devido à sua importância econômica, a soja é destaque mundial entre

investidores e agricultores e dados do Departamento de Agricultura Americano (USDA) estimam

que a safra do Brasil em 2018 aumente de 2 milhões de toneladas para 110 milhões, reflexo das

estimativas  de  maior  rendimento  por  aumento  de  área  produzida.  No  Brasil,  a  estimativa  de

rendimento para a safra de 2017/2018, se confirmada, será a segunda melhor produtividade do país,

maior do que uma produtividade de 3.364 kg/ha (CONAB, 2018). 

A soja é a principal cultura das lavouras no Brasil e, devido à sua rentabilidade, tem

ocupado lugar de outras culturas, avançando principalmente sobre áreas de pastagens que têm sido

convertidas para o cultivo de grãos e pelos altos investimentos por parte dos produtores (CONAB,

2017). Em âmbito nacional, o maior produtor de soja brasileiro é o estado do Mato Grosso, seguido

do Paraná e do Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2016).

Todos os estágios de desenvolvimento, desde a germinação à colheita e da raíz às folhas

da soja, estão sujeitos ao ataque de insetos (HOFFMANN-CAMPO et al.,  2000; DEGRANDE;

VIVAN, 2012). 

Buscando  sanar  as  “pragas  da  lavoura”  (insetos,  fungos  ou  erva-daninha),  muitos

agricultores  recorrem  ao  uso  de  agrotóxicos,  muitas  vezes  manejando-os  de  forma  indevida,

causando contaminação agrotóxica do solo, do meio ambiente, da lavoura, dos trabalhadores e da

população do entorno (TRAVISI et  al.,  2006; PIGNATI;  OLIVEIRA; DA SILVA, 2014).  Essas

contaminações  alimentares,  ocupacionais  e  ambientais  podem  gerar  danos  irreversíveis  por

alterações dos ecossistemas, intoxicações agudas e crônicas e degradações do solo e dos sistemas

hídricos (FISHER, 2014).

Um inseto só pode ser considerado praga quando atinge um índice de dano econômico

para uma determinada cultura, cujo prejuízo pode ser em quantidade ou qualidade, dependendo da

espécie,  do  tamanho  populacional  da  praga,  da  fase  de  desenvolvimento,  da  estrutura  vegetal
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atacada e da duração do ataque, implicando na redução da produtividade e na elevação dos custos

das produções (PANIZZI et al., 1977; ROSSETTO; SANTIAGO, 2008; CORRÊA-FERREIRA et

al., 2010).

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) é uma estratégia que evita que insetos e outros

organismos fitófagos causem danos às cultivares objetivando resultados econômicos e ecológicos

aceitáveis, e dessa forma, buscam o controle biológico, natural ou aplicado, e o uso do controle

químico seletivamente (SALVADORI; PEREIRA, 2006). Conhecer as pragas que são importantes

nos  danos  causados,  suas  relações  com  as  plantas  hospedeiras  e  integrar  táticas  de  controles

disponíveis (métodos biológicos, químicos, entre outros) são de extrema importância no combate às

pragas (SALVADORI; PEREIRA, 2006;  VALICENTE; MOURÃO, 2008) A citogenômica através

da associação entre marcadores cromossômicos e metodologias de análise de diversidade biológica

e filogenética é uma ferramenta importante na busca de respostas sobre características evolutivas,

taxonômicas e estruturais tanto para o conhecimento da praga quanto da planta hospedeira.

Apesar da importância econômica e ecológicas,  não existem estudos citogenéticos e

escassos são os trabalhos de biologia molecular relativos às principais pragas da soja,  Anticarsia

gemmatalis  e  Chrysodeixis includens.  A associação de resultados obtidos no presente estudo por

análises com os dados já existentes na literatura pode,  além de contribuir  para o conhecimento

citogenético dos organismos elucidados, contribuir  para uma questão citotaxonômica referente a

mudanças taxonômicas das espécies estudadas.

2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS GERAIS TAXONÔMICOS E BIOLÓGICOS

A ordem Lepidoptera  (Linnaeus,  1758),  do grego  lepidon  = escamas,  ptera =  asas,

refere-se aos insetos que apresentam asas cobertas por escamas, representada pelas borboletas e

mariposas  (GALLO et  al,  2002).  É composta  por  aproximadamente  15  mil  gêneros  e  157 mil

espécies (ZHANG, 2011). A classificação descrita por Kristensen, Scoble e Karsholt (2007) dispõe

a superfamília Noctuoidea como a maior da ordem Lepidoptera, com metade das espécies descritas,

o que perfaz um total de 70 mil espécies em 7.200 gêneros (DUARTE et al., 2012). 

Os  lepidópteros  possuem  uma  grande  importância  econômica,  uma  vez  que  são

fitófagos quando em estágios larvais, o que faz muitos desses insetos pragas de grandes culturas,

alimentando-se  de  tecidos,  grãos  armazenados  ou  farinhas.  Dentre  os  lepidópteros,
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aproximadamente 6000 espécies que  possuem importância econômica,  estima-se que 25% estão

classificadas  na  superfamília  Noctuoidea  (KITCHING,  1984).  Os  adultos  também  são  muito

procurados por colecionadores e servem como modelos para arte e design. Também vale salientar

que a seda natural provém de um membro desta ordem (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011).

São  insetos  holometábolos,  ou  seja,  sofrem  metamorfose  completa  durante  seu

desenvolvimento e  passam pela fase de  ovo,  lagarta,  pré-pupa,  pupa e  adulta.  Além disso,  são

ovíparos (COSTA LIMA, 1950). Dos ovos saem as larvas, popularmente nomeadas de lagartas, que

após transformações, atingem o completo desenvolvimento e realizam a primeira metamorfose na

qual resulta a pupa,  seguida da segunda metamorfose,  do qual surge o inseto adulto ou imago,

borboleta ou mariposa. (COSTA LIMA, 1950).

Morfologicamente, os lepidópteros adultos são identificados de acordo com suas asas,

antenas, peças bucais, ocelos, pernas, genitálias masculina e feminina, abdômen e frequentemente,

são  caracterizadas  pelo  seu  tamanho  e  por  suas  cores  (TRIPLEHORN;  JOHNSON,  2011).

Apresentam caracteres sexuais secundários que diferenciam os sexos, como o tamanho (a fêmea é

maior que o macho), coloração (machos possuem cores mais vistosas), antenas mais ornamentadas

nos  machos.  São  observáveis  também  policromismo,  ou  seja,  variações  de  colorações  entre

espécimes da mesma espécie e do mesmo sexo (GALLO et al. 2002).

Classificações  morfológicas  realizadas  por  Kitching  (1984)  associadas  com  dados

moleculares  (sequências  de  genes  mitocondriais  e  nucleares)  obtidos  por  Zahiri  et  al.  (2011)

segmentou  a  super  família  em seis  clados:  Oenosandridae,  Notodontidae,  Erebidae,  Euteliidae,

Nolidae e Noctuidae.  A venação das asas é uma característica que classifica a superfamília em

quatro segmentos, sendo que um deles agrupa tanto a família Erebidae quanto a Noctuidae (Zahiri

et al., 2012), o que dificulta a distinção das espécies. A. gemmatalis e C. includens. Anteriormente

eram classificadas como sendo da mesma família, a Noctuidae, até que estudos de Zahiri  et al.

(2012) confirmaram que  A. gemmatalis  possuia muito mais similaridade (BS≥86) com espécies

pertencentes à subfamília Eulepidotinae da família Erebidae do que à subfamília Catocalinae da

família Noctuidae, remanejando-a ao novo grupo. Enquanto isso, C. includens continua pertencente

à subfamília Plusiinae da família Noctuidae (Moscardi et al., 2012). As definições das classificações

de Noctuoidea ainda não estão bem elucidadas,  embora muitos trabalhos indiquem que estudos

estão  sendo encaminhados  para  o  caminho correto  (Mitchell  et  al.,  2006;  Regier  et  al.,  2009;

Mutanen  et al., 2010; Zahiri  et al., 2011; Zahiri  et al., 2012). Dessa forma, a citogenética é uma

ferramenta extremamente importante no auxílio na tomada de decisão de mudanças da classificação

sistemática de diferentes organismos, bem como o desenvolvimento de estudos citotaxonômicos

envolvendo a evolução.
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2.2.1 Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens

Várias espécies de insetos se alimentam de folhas de soja, destacando-se entre eles, as

lagartas,  que  levam  à  redução  da  área  foliar  fotossinteticamente  ativa  que  comprometem  a

produtividade e ocasionam danos significativos à lavoura (MOSCARDI et al,  2012).

Anticarsia  gemmatalis  (Hübner,  1818),  popularmente  conhecida  como  “lagarta-da-

soja”,  é  uma espécie  de ocorrência  tropical  e  subtropical,  desde as  regiões  Norte  e  Central  da

Argentina até o Sudeste e Estados do Golfo do México nos Estados Unidos (PANIZZI et al., 1977;

HERZOG; TODD, 1980),  sendo considerada  a  principal  praga  desfolhadora  da  soja  nos  EUA,

México,  Colômbia,  Venezuela,  Brasil  e  Argentina  (HOFFMANN-CAMPO  et  al.,  2000;

MOSCARDI et al., 2012). Porém, a dinâmica populacional e bioecologia deste lepidóptero podem

variar de acordo com as diferenças observadas na temperatura e nutrição dos insetos (MILANO,

2008).

O seu ciclo de vida tem uma duração média de 47 dias (ovo= 3 dias; lagarta= 15 dias;

pupa= 9 dias; adulto= 20 dias) (DEGRANDE; VIVAN, 2012). A maior proporção de acasalamento

ocorre entre 20 ºC e 30 ºC e a atividade de vôo inicia-se por volta das 22 h até o amanhecer. Os

ovos são colocados isoladamente ou de forma agrupada nas folhas ou hastes das plantas. Durante

sua vida adulta, uma lagarta-da-soja pode depositar até 400 ovos. Uma fêmea em condições de

campo pode depositar uma média de 73,5 ± 5,0 ovos (MAGRINI; BOTELHO, SILVEIRA NETO,

1999; MOSCARDI et al., 2012). Após 2,2 a 3,9 dias (depende da temperatura), as lagartas eclodem

(FUGI; LOURENÇÃO; PARRA, 2005; MILANO, 2008). 

As lagartas podem ter de cinco a sete ínstares, sendo seis ínstares o mais comum. Essa

variação  depende  da  temperatura,  da  planta  hospedeira  e  da  qualidade  do  alimento,  como

anteriormente retratado por Milano (2008). Entre o quarto e o sexto ínstar que a lagarta possui

maior capacidade desfolhadora e quando não manejadas da forma correta, podem ocasionar perda

de até 100% da área foliar, com perdas das nervuras e do pecíolo (HOFFMANN-CAMPO et al.,

2000; BUENO et al., 2011; DEGRANDE; VIVAN, 2012).

Quando pequena (até 1 cm) , a lagarta apresenta uma coloração verde e quatro pares de

pernas abdominais, sendo dois vestigiais e mais um par anal (Figura 1a). Nessa fase, é muitas vezes

confundida  com  a  lagarta-falsa-medideira,  uma  vez  que  se  locomove  como  medindo  palmos

(HOFFMANN-CAMPO et al.,  2000). Quando maiores que 1,5 cm, podem apresentar coloração

verde ou escura (Figura 1b, c) com três linhas longitudinais brancas no dorso e quatro pares de

propernas  abdominais,  além de  um par  anal  (MOSCARDI et  al.,  2012;  SOSA-GÓMEZ et  al.,

2014).  Após a conclusão dos seis  ínstares,  a lagarta  da soja se transforma em pupa (coloração

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

4



17

marrom) e se concentram no solo, das quais surgem as mariposas que se acasalam na primeira noite

após a emergência, iniciando a ovoposição 3 a 4 dias depois com pico no 5º dia de vida do adulto

(MAGRINI;  BOTELHO,  SILVEIRA  NETO,  1999).  O  inseto  adulto  apresenta  asas  com

envergaduras de 30 a 38 mm e coloração variável  no dorso (podendo variar  de cinza claro ao

marrom escuro).  Apresentam ainda,  uma linha diagonal que une o primeiro par de asas,  o que

caracteriza o inseto  (Figura  1d) (HERZOG; TODD, 1980; SOSA-GÓMEZ et al., 2014). 

Chrysodeixis  includens  (Walker,  1858)  (Lepidoptera:  Noctuidae),  sinônimo  de

Pseudoplusia  includens,  lagarta  conhecida  popularmente  como  falsa-medideira  também  são

desfolhadoras da cultura da soja, associada à A. gemmatalis (DEGRANDE; VIVAN, 2012).

O  nome  de  falsa-medideira  está  relacionado  aos  movimentos  realizados  para  seu

deslocamento,  pois  a  lagarta  arquea o corpo como se tivesse “medindo palmos”,  uma vez que

possui apenas dois pares de falsas pernas abdominais anteriores e três pares abdominais anteriores

(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). 

O seu ciclo de vida tem uma duração média de 46 dias (ovo= 5 dias; lagarta= 20 dias;

pupa= 7 dias; adulto= 14 dias). As lagartas apresentam coloração verde claro com uma série de

linhas  brancas  longitudinais  e  pontuações  pretas  espalhadas  sobre o dorso,  podendo atingir  até

45mm de comprimento em seu último estádio larval (Figura 1e) (SOSA-GÓMEZ et al., 2014). A

fase de pupa apresenta uma coloração que varia de marrom ao verde e sua transformação ocorre no

interior de um abrigo produzido pela própria lagarta, o que se assemelha a uma teia, em geral, na

face ventral das folhas (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; BARRIONUEVO et al., 2012; SOSA-

GÓMEZ et al., 2014).

As mariposas podem medir até 35mm de envergadura e apresentar asas dispostas na

forma de uma quilha quando em repouso, de cor marrom acinzentada, com brilho cúpreo e duas

manchas prateadas na parte central do primeiro par de cada asa (SOSA-GÓMEZ et al., 2014). As

asas posteriores também são marrons (Figura 1f). O acasalamento ocorre em período noturno e a

oviposição  ocorre  individualmente,  a  maioria  na  face  inferior  das  folhas.  A fêmea  é  capaz  de

depositar mais de 600 ovos durante seu período de vida (DEGRANDE; VIVAN, 2012).

O desfolhamento ocasionado por estas lagartas apresenta um aspecto rendilhado, uma

vez  que  consomem  as  folhas,  mas  não  as  nervuras  e  os  pecíolos  das  plantas  (Figura  1g)

(HOFFMANN-CAMPO et al.,  2000). Contribui, dessa forma, para a redução da área foliar que

pode ser de 80cm² a 200cm² durante a fase larval (DEGRANDE; VIVAN, 2012). Tipicamente, esta

espécie  é  favorecida  por  condições  de  seca  e  lavouras  biologicamente  desequilibradas,  com

ausência  de  inimigos  naturais,  como  fungos  entomapatogênicos,  são  mais  atacadas  pela  praga

(DEGRANDE; VIVAN, 2012).
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2.2. ASPECTOS CITOGENÉTICOS DA ORDEM LEPIDOPTERA

Os mecanismos de transmissão de caracteres através das gerações eram desconhecidas

até sua constatação por volta do século XX pela visualização do comportamento dos cromossomos

durante a divisão celular (SUTTON, 1903; BOVERI, 1904). A evidência da Teoria Cromossômica

da Herança deu início a uma nova área de conhecimento que agrega a citologia e a genética: a

citogenética  (FERGUSON-SMITH,  2015).  Estudos  citogenéticos  auxiliam  as  classificações

taxonômicas,  mecanismos  envolvidos  na  determinação  cromossômica  sexual,  organização

cromossômica nuclear bem como comportamento dos cromossomos holocinéticos durante a divisão

celular (SNUSTAD; SIMMONS, 2013). 

A união da citogenética e da biologia molecular proporcionou desenvolvimento na área

da biotecnologia e da engenharia genética, descobertas no campo da agricultura, da taxonomia e da

medicina veterinária e humana (SACCHET, 1999; SNUSTAD; SIMMONS, 2013).

Cromossomos de lepidópteros são pequenos, numerosos e possuem uniformidade em

relação  ao  formato  e  ao  tamanho  (ROBINSON,  1971),  o  que  dificulta  o  desenvolvimento  de

trabalhos na identificação de cromossomos por bandamentos (C, G, Q, R) e detecção das Regiões

Organizadoras de Nucléolos (RONs) por meio da impregnação com nitrato de prata (SHARMA;

SOBTI, 2002; HEIDEMANN, 2009). Porém, dados citogenéticos descritos para a ordem revelam

que o número cromossômico da maioria dos gêneros varia de n=29 a n=31 (ROBINSON, 1971). O

número modal  n=31, sugere que esse seja o número ancestral cariotípico da ordem Lepidoptera

(LUKHTANOV,  2000;  NGUYEN  et  al.,  2010)  embora  sua  ordem  irmã,  Trichoptera  seja

caracterizada por n=30 (SUOMALAINEN, 1969).

Além disso, apresentam cromossomos holocêntricos, caracterizados por possuirem as

proteínas  formadoras  do  cinetocoro  dispersas  ao  longo  das  cromátides,  o  que  faz  com que  a

associação  dos  microtúbulos  não  sejam  concentrados  somente  em  uma  região  como  nos

cromossomos monocêntricos mas sim de forma dispersa, o que caracteriza esse tipo de cromossomo

(GUERRA et al., 2010; HIPP; ESCUDERO, 2013). Essa característica propicia fissões, fusões e

translocações entre os cromossomos (como um mecanismo de reparo genético no intuito de manter

os  cromossomos  viáveis),  o  que  pode  justificar  a  grande  variedade  cariotípica  da  ordem

(WRENSCH; KETHLEY; NORTON, 1994).

Devido  ao  tamanho  reduzido  de  seus  cromossomos,  preparações  citológicas  de

lepidópteros  requerem  pré-tratamentos  para  hipotonização  das  células,  aumento  do  volume

citoplasmático  e  espaçamento  entre  os  cromossomos  para  melhor  visualização  dos  resultados

obtidos ao microscópio. Também passam por tratamentos enzimáticos para a redução de citoplasma
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que muitas vezes pode interferir no resultado, encobrindo parcial ou totalmente as fases das divisões

celulares (GOODPASTURE, 1976).

Outra  característica  da  ordem  Lepidoptera  está  relacionado  com  o  mecanismo  de

determinação  sexual  cromossômica,  no  qual  a  fêmea heterogamética  representada  pelo  sistema

cromossômico sexual Z0/ZZ e ZW/ZZ é associada a uma meiose aquiasmática, ou seja, ausência de

crossing over e formação de quiasmas na prófase I da meiose dos oócitos (TRAUT; SAHARA;

MAREC, 2007; ŠÍCHOVÁ et al.2016).

Como não existem estudos de RONs por meio da impregnação com nitrato de prata em

lepidópteros  pela  dificuldade  de  sua  obtenção,  um  meio  alternativo  é  seguido  na  obtenção  e

visualização das regiões portadoras do DNAr, através da utilização de abordagens modernas, como

a FISH (Hibridização Fluorescente in situ) (ROY et al., 2005; NGUYEN et al., 2010). Estudos que

implicam na identificação de DNAr 18S indicam que há uma variação do número de RONs, porém

em muitas espécies o número se mantém conservado, apresentando duas marcações intersticiais ou

subteloméricas (NGUYEN et al., 2010). 

2.3. HETEROCROMATINA

Descrito  pela  primeira  vez  em  1928  por  Heitz  como  uma  cromatina  que  não  se

descondensa no final da telófase mas se mantém condensado até mesmo durante a intérfase. Em

1966,  Brown  classificou  a  heterocromatina  em  facultativa  e  constitutiva.  Na  heterocromatina

facultativa, a cromatina condensada está presente em somente em um par de cromossomos e dessa

forma, tem a mesma composição de DNA da cromatina de seu homólogo com eucromatina. Já na

constitutiva, além ocorrer no mesmo locus  em ambos homólogos, tende a ter sua composição de

bases diferentes da eucromatina (SUMNER, 2003).

A  heterocromatina  constitutiva  pode  ser  formada  por  DNA  satélite,  sequências

altamente ou moderamente repetitivas,  ricas em A/T ou G/C que vão de 2 pb a milhares.  Essa

replicação também tem o objetivo de produzir múltiplas cópias da sequência sem efeitos deletérios.

Também  é  comum  encontrar  elementos  transponíveis  em  sua  composição  (SUMNER,  2003).

Anteriormente,  considerava-se a  heterocromatina  como inativa,  porém hoje  conhecemos  muitas

funções  de  proteção  do  genoma.  Além  de  proteger  o  genoma  de  eventos  potencialmente

mutagênicos,  a  formação  de  heterocromatina  sugere  que  sejam  sequências  cruciais  para  a

organização  funcional  de  estruturas  cromossômicas  importantes,  tais  como  os  telômeros  e  os

centrômeros (GREWAL; JIA, 2007).
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2.4. MARCADORES MOLECULARES: COI

O uso  de  ferramentas  moleculares  permite  o  sequenciamento  e  a  caracterização  de

populações.  Um marcador molecular muito empregado para esse tipo de estudo é o que utiliza

sequências de genes de DNA mitocondrial  (DNAmt).  Esse marcador  é  muito utilizado desde a

década  de  70  para  estudos  que  envolvem  estrutura  populacional,  relações  filogenéticas  e  o

entendimento  de  aspectos  biológicos  e  evolutivos  dos  mais  variados  organismos  (ARIAS;

FRANCISCO; SILVESTRE, 2003; HEBERT et al., 2004). 

Diversos  são  os  fatores  que  levaram  pesquisadores  a  escolher  estudar  o  genoma

mitocondrial, entre eles podemos citar o seu tamanho pequeno e compacto com raras sequências

espaçadoras, sequências repetitivas, pseudogenes e íntrons (ARIAS; FRANCISCO; SILVESTRE,

2003). Seus genes são pouco numerosos, totalizando 37 genes no total, o conteúdo gênico é bastante

conservado,  bem  como  sua  organização  no  genoma.  Há  ausência  de  recombinações  (salvo

exceções) e a taxa evolutiva (à partir de substituições de bases) é muito alta quando comparada ao

genoma nuclear. Apresenta herança exclusivamente materna e é independente do genoma nuclear,

pois não segue a segregação mendeliana (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

O gene citocromo c  oxidase  subunidade I,  conhecida  como COI,  bem como outras

sequências  do  DNAmt  tem  sido  utilizadas  como  marcadores  moleculares  na  identificação  e

descoberta  de  novas  espécies.  Essas  regiões  são  referidas  como  um  “código  de  barras”,  ou

“barcode”  e  o  fragmento  de  648 pb do gene  COI tem sido  uma ferramenta  complementar  na

distinção das espécies, exceto em estudos de estruturas populacionais (LUNT et al., 1996; JUNG;

DUWAL; LEE, 2011).

Dessa  forma,  foram  descritos  iniciadores  específicos  para  PCR  que  amplificam

fragmentos de 710 pb do gene COI em invertebrados, conhecidos como LCO1490 e HCO2198

(FOLMER et al, 1994), amplamente utilizado em pesquisas de insetos, principalmente lepidópteros.

No trabalho de Yano et al. (2012), por exemplo, esse tipo de marcador serviu de contribuição na

identificação de haplótipos nas subpopulações de A. gemmatalis presentes nas cultivares da soja no

Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Diante a importância do conhecimento sobre as pragas agrícolas da soja,  Anticarsia

gemmatalis e Chrysodeixis includens e a ausência de estudos citogenéticos das espécies em questão,

o presente trabalho tem como objetivo geral Integrar os dados citogenéticos a outras ferramentas de

genética  molecular  para  obter  informações  cariotípicas  e  inferir  mais  precisamente  a  posição

taxonômica dessas duas importantes pragas da soja.

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Como objetivos específicos deste trabalho, estão: 

- Analisar o comportamento meiótico de ambas espécies;

- Obter dados citogenéticos convencionais e moleculares objetivando a identificação de 

possíveis marcadores moleculares;

- Avaliar a nova classificação taxonômica de A. gemmatalis por uma perspectiva 

citotaxonômica;

- Incorporar os dados obtidos ao sistema de classificação de lepidópteros, comparando-

os com a literatura para uma melhor compreensão da evolução e da sistemática do grupo.
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Capítulo 1

4. CAPÍTULO 1 – ARTIGO CIENTÍFICO

Aplicação de diferentes marcadores citogenéticos e moleculares

no estudo de duas pragas da soja: Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis

includens. 

Artigo a ser submetido a revista Biological Journal of the Linnean Society.
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Aplicação  de  diferentes  marcadores  citogenéticos  e  moleculares  no
estudo de duas pragas da soja:  Anticarsia gemmatalis  e  Chrysodeixis
includens. 

BRENDA  RAFAELLA  DA  SILVA  MAGALHÃES1,  DANIEL  RICARDO  SOSA-GOMEZ2,
JAQUELINE FERNANDA DIONÍSIO1, JOANA NERES DA CRUZ BALDISSERA1, MATHEUS
PIRES RINCÃO1, LUCAS MILANEZ BENÍCIO3, RENATA DA ROSA1.

1 Laboratório de Citogenética Animal, Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de
Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445 km 380, Londrina-PR 85051-900, Brasil
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RESUMO

Anticarsia gemmatalis  (Hübner,  1818) e  Chrysodeixis includens  (Walker, 1858)  são espécies de
lepidópteros, causadores de grandes danos nas lavouras de soja do Brasil. Estima-se que 37% da
safra seja perdida, sendo que aproximadamente 13% seja devido ao ataque desses insetos. Apesar
dessa importância, os estudos sobre a organização cromossômica dessas espécies são inexistentes e
recentemente,  A. gemmatalis, que pertencia a família Noctuidae juntamente com C. includens, foi
alocada  na  família  Erebidae.  Diante  disso,  o  objetivo  deste  trabalho  foi  analisar  por  meio  de
marcadores  citogenéticos  convencionais  e  moleculares,  exemplares  de  ambas  espécies.
Adicionalmente, foi realizada uma análise do gene citocromo oxidase subunidade I (COI) de  A.
gemmatalis, afim de avaliar a sua nova classificação taxonômica. Foi observado um 2n=62, com
sistema  sexual  ZZ/ZW  e  cromossomos  holocinéticos  para  as  duas  espécies.  Houve  uma
homogeneidade no número de sítios do DNAr 18S para ambas. Entretanto, variações na distribuição
da heterocromatina foram observadas. A análise de um único marcador molecular, o COI em  A.
gemmatalis, permitiu concluir que não há diferenças consistentes entre as populações analisadas
referentes somente ao gene mitocondrial. As análises citogenéticas permitiram separar as espécies,
corroborando o posicionamento de  A.  gemmatalis, da família Noctuidae para Erebidae, sugerindo
novas  características,  não  mais  somente  morfológicas  ou  relacionadas  à  genes  mitocondriais  e
nucleares mas também citogenéticas referente a espécies classificadas como Erebidae e Noctuidae.

Palavras-chave: Lepidoptera – Erebidae – Noctuidae – FISH – COI - citotaxonomia
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INTRODUÇÃO

A ordem  Lepidoptera  (Linnaeus,  1758),  é  composta  por  aproximadamente  15  mil

gêneros e 157 mil espécies (Zhang, 2011). Seus representantes possuem asas cobertas por escamas,

e  são  conhecidos  popularmente  como borboletas  e  mariposas,  sendo  muitos  deles  com grande

importância econômica (Silva-Filho; Falco, 2000). São insetos holometábolos (Costa Lima, 1950) e

fitófagos quando em estágios larvais, o que faz muitos desses insetos pragas de grandes culturas.

Dentre os lepidópteros,  Anticarsia gemmatalis (Hübner, 1818) e  Chrysodeixis includens (Walker,

1858) destacam-se como pragas da cultura da soja no Brasil. 

Dentre  os  lepidópteros,  aproximadamente  6000  espécies  que  possuem  importância

econômica,  estima-se  que  25%  estão  classificadas  na  superfamília  Noctuoidea.  Classificações

morfológicas  realizadas  por  Kitching  (1984)  associadas  com dados  moleculares  (sequências  de

genes mitocondriais e nucleares) obtidos por Zahiri  et al. (2011) separou a super família em seis

clados: Oenosandridae, Notodontidae, Erebidae, Euteliidae, Nolidae e Noctuidae. A venação das

asas é uma característica que classifica a superfamília em quatro segmentos, sendo que um deles

agrupa tanto a família Erebidae quanto a Noctuidae (Zahiri et al., 2012), o que dificulta a distinção

das espécies. A. gemmatalis e C. includens anteriormente eram classificadas como sendo da família

Noctuidae, até que estudos de Zahiri  et al. (2012) confirmaram que A. gemmatalis  possuia muito

mais  similaridade  (BS≥86) com  espécies  pertencentes  à  subfamília  Eulepidotinae  da  família

Erebidae do que à subfamília Catocalinae da família Noctuidae,  remanejando-a ao novo grupo.

Enquanto  isso,  C.  includens  continua  pertencente  à  subfamília  Plusiinae  da  família  Noctuidae

(Moscardi  et  al.,  2012).  As  definições  das  classificações  de  Noctuoidea  ainda  não  estão  bem

elucidadas,  embora  muitos  trabalhos  indiquem  que  estudos  estão  sendo  encaminhados  para  o

caminho correto (Mitchell, Mitter & Regier, 2006; Regier et al., 2009; Mutanen, Wahlberg & Kaila,

2010;  Zahiri  et  al.,  2011;  Zahiri  et  al.,  2012).  Dessa  forma,  a  citogenética  é  uma  ferramenta

extremamente importante no auxílio na tomada de decisão de mudanças da classificação sistemática

de diferentes organismos, bem como o desenvolvimento de estudos citotaxonômicos envolvendo a

evolução.

Existem  diferentes  estudos  citogenéticos  convencionais  em  Lepidoptera  que

demonstraram,  até  o  momento  para  todas  as  espécies,algumas  características  comuns,  como

cromossomos holocinéticos e sistemas cromossômicos sexuais (Wrensch, Kethley & Norton, 1994;

Guerra et al., 2010; Hipp, Scudero & Chung, 2013). As fêmeas, sexo heterogamético, é associada a

uma meiose aquiasmática durante a prófase I da meiose dos oócitos, conferindo às espécies, um
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comportamento  meiótico  diferente  entre  autossomos  e  cromossomos  sexuais  no  pareamento

conhecido como touch-and-go (Traut, Sahara & Marec, 2007; Šíchová et al., 2016).

O número diplóide mais comum na ordem é  2n =  62 (30A + ZW) (Robinson, 1971;

Lukhtanov, 2000; Nguyen et al., 2010), entretanto são descritos números de n = 10a  108 em alguns

lepidópteros,  como  os  do  gênero  Polyommatus  (Vershinina,  Anokhin  &  Lukhtanov,  2015).

Bandamentos citogenéticos convencionais (C, G, Q, R e NOR) são pouco abordados na ordem

(Suomalainen, 1969; Robinson, 1971; Goodpasture, 1976; Mandrioli, 2002; Sharma & Sobti, 2002;

Heidemann, 2009), provavelmente devido a dificuldade de obtenção dos cromossomos e por serem

pequenos,  numerosos  e  uniformes.  Nguyen  et  al.  (2010)  realizaram  um  grande  estudo  na

localização de  clusters  de DNA ribossômico 18S (DNAr 18S) em 30 espécies de 5 superfamílias

(Tortricoidea,  Pylaroidea,  Bombycoidea,  Papilionoidea e  Noctuoidea)  e  utilizaram a  localização

dessa sequência como marcador para estudos evolutivos. Esses estudos revelaram que o DNAr 18S

possui uma distribuição preferencial na região intersticial na superfamília Noctuoidea, que inclui as

famílias Noctuidae e Erebidae.

Outras ferramentas de análise do genoma são importantes na elucidação das relações

entre os diferentes grupos animais.  Marcadores moleculares são amplamente utilizados,  embora

haja um pequeno número disponível e utilizados em borboletas, segundo Wahlberg e Wheat (2008).

O DNA mitocondrial é um importante marcador molecular, especificamente o gene citocromo c

oxidase subunidade I (COI), referido como um “código de barras” ou “barcode” (Lunt et al., 1996;

Jung, Duwal & Lee,  2011). Folmer  et al.  (1994) descreveu um par de  primers  que amplificam

fragmentos de 710 pb do COI em invertebrados que tem sido referência em estudos com insetos,

principalmente lepidópteros, como na identificação de haplótipos nas subpopulações de cultivares

da soja no Brasil (Yano et al., 2012).

Assim, o conhecimento biológico, genético e citogenético de lepidópteros contribuem

para a obtenção de novas estratégias para o controle destas pragas (Hoffmann-Campo et al., 2000;

Heidemann, 2009; Corrêa-Ferreira, Alexandre & Pellizzaro, 2010; Moscardi et al., 2012). Embora

existam estudos citogenéticos em lepidópteros, não existem relatos sobre a estrutura cariotípica de

A. gemmatalis e  C. includens.  Além disso, estudos relacionados à estrutura populacional desses

insetos-praga da soja são escassos também. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo a análise

citogenética e molecular dessas duas espécies, a fim de elucidar as relações evolutivas entre elas,

bem como se a estrutura populacional pode influenciar na diferenciação das espécies. 
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MATERIAL E MÉTODOS

MATERIAL BIOLÓGICO E PREPARAÇÕES CROMOSSÔMICAS

Os espécimes de  A. gemmatalis  (30 indivíduos) e  C. includens  (20 indivíduos) foram

cedidos  pela  Empresa  Brasileira  de  Pesquisa  Agropecuária  e  a  criação  foi  desenvolvida  pelo

Laboratório de Biologia Molecular de Artrópodes e Entomopatógenos (Embrapa Soja, CNPSO –

Brasil). Após aplicação de colchicina 0,2% via intraperitoneal por 6 horas, os testículos e ovários

foram dissecados, hipotonizados em água destilada por 10 min, fixados em solução de metanol e

ácido acético (3:1, v:v) e armazenados em freezer -20ºC. Para a confecção das lâminas, o material

foi  submerso  em  ácido  acético  60%  por  aproximadamente  15  min  e  submetido  à  técnica  de

“SteamDrop” descrita por Kirov et al. (2014). As lâminas foram secas e coradas com Giemsa 2%

para análises convencionais.

BANDAMENTO C E FLUOROCROMOS

A heterocromatina  constitutiva  foi  identificada  pela  técnica  de  banda-C seguindo  o

protocolo de Sumner (1972). Após o bandamento-C as lâminas foram coradas com Giemsa 2% e

fluorocromos Cromomicina A3 (CMA3) e 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para a detecção das

regiões  cromossômicas  ricas  em  bases  nitrogenadas  C/G  e  A/T,  respectivamente,  seguindo  o

protocolo de Schweizer (1980).

EXTRAÇÃO DE DNA 

O  DNA dos  insetos  foi  extraído  dos  tecidos  musculares  de  30  espécimes  de  A.

gemmatalis seguindo o protocolo proposto por Suzuki et al. (2010) com modificações, optando-se

pela purificação com acetato de amônio 7,5M e etanol 70 e 100%.  A concentração e pureza do

DNA foi determinada com o auxílio de NanoDrop ᵀᴹ e as amostras foram diluídas às concentrações

de 100 ng/μl para os procedimentos seguintes.

ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DO DNAR 18S E COI

Foram utilizados 3 espécimes de A. gemmatalis  para o isolamento e caracterização do

DNAr  18S,  no  qual  foi  amplificado  utilizando  os  primers  18S-Gal  Forward 5'-

CGATACCGCGAATGGCTCAATA-3'  e  18S-Gal  Reverse  5'-

ACAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC-3'  (Fuková,  Nguyen  &  Marec,  2005).   A Reação  em
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Cadeia  da  Polimerase  (PCR)  foi  realizada  para  um volume  final  de  25μl  contendo  12,5μl  de

GoTaq® Green Master Mix 2X (Promega), 1μl de DNA (100ng/μl), 0,5 μl de cada primer (10mM)

e 10,5μl de H2O. Após amplificação, confirmada em gel de agarose 1% (com corante SYBR Safe™,

Invitrogen), os produtos foram purificados com acetato de amônio 7,5M e etanol 70 e 100%. 

Para a amplificação de DNAmt COI, foram utilizados 30 espécimes de A. gemmatalis.

Seguindo  o  protocolo  de  Folmer  et  al.  (1994),  os  primers  selecionados  foram  LCO1490  5'-

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'  e  HCO2198  5'-

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'. A PCR foi realizada para um volume final de 25μl

contendo 12,5μl de GoTaq® Green Master Mix 2X (Promega), 1μl de DNA (100ng/μl), 0,5 μl de

cada  primer  (10mM) e 10,5μl de H2O. Após amplificação, confirmada em gel de agarose 1%, os

produtos foram purificados com acetato de amônio 7,5M e etanol 70 e 100%.

Os produtos de PCR obtidos de DNAr 18S foram sequenciados automaticamente (ABI

3500  XL Applied  Biosystems).  A limpeza  das  sequências  de  DNA,  análise  da  qualidade  das

sequências e  a montagem dos  contigs foram feitas pelo  software Mega 7.0 (Kumar,  Stecher  &

Tamura, 2016) e BioEdit v.7.2.6.1 (Hall, 2011). As sequências consenso foram comparadas a outras

sequências  previamente depositadas no Banco de Dados do Centro Nacional de Informação em

Biotecnologia  (NCBI),  com  o  auxílio  da  ferramenta  BLAST  Search.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

Além das sequências de COI amplificadas, outras sequências foram disponibilizadas

pela  Empresa  Brasileira  de  Pesquisa  Agropecuária  (Embrapa Soja,  CNPSO – Brasil).  Também

foram incorporados dados de sequenciamentos parciais da região depositadas no GenBank e do

Bold Systems v4 (http://www.boldsystems.org). A análise evolutiva das sequências foi inferida pela

utilização  do  método  Maximum  Likelihood  do  programa  MEGA 6.06.  Mil  repetições  foram

realizadas  e  a  porcentagem  de  árvores  idênticas  é  exposta  ao  lado  dos  ramos.  As  distâncias

evolutivas  foram  calculadas  de  acordo  com  o  modelo  K2P  envolvendo  39  sequências  de

nucleotídeos (sendo uma delas o grupo externo)  e todas  as posições  contendo lacunas e dados

faltantes foram eliminados. Houve um total de 228 posições no conjunto de dados final.

HIBRIDIZAÇÃO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

A FISH seguiu o protocolo descrito por Pinkel, Straume e Gray (1986) com algumas

modificações. O produto amplificado do DNAr 18S foi marcado com Biotin-11-dUTP por PCR. O

pré tratamento das lâminas incluíram desidratação com etanol 70 e 100%, 5 min cada à temperatura

ambiente, ácido acético 60% à 42ºC por 15 min, lavagem com 2x SSC por 10 min à temperatura
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ambiente e agitação, 100μl de RNAse (0,4%) em cada lâmina por 1h à 37ºC, 2 lavagens de 2x SSC

à temperatura ambiente, 5 min cada e com agitação, lavagem em pepsina 0,005% (em 10 mM de

HCl) à 37ºC por 20 min, lavagem com 2x SSC à temperatura ambiente por 10 min, com agitação e

desidratação com etanol 70 e 100% à temperatura ambiente, 5 min cada. As lâminas foram tratadas

com 30μl de mix de hibridização contendo 5μl de sonda marcada, 15μl de formamida 50%, 6μl de

PEG 50%, 3μl de 20x SSC e 1μl de SDS 10%. A desnaturação dos cromossomos foi realizada em

formamida  70%  a  70ºC  por  4  min  em  banho-maria,  seguida  da  hibridização  realizada  por

aproximadamente 18h a 37ºC em câmara úmida. As lavagens pós-hibridização foram realizadas

com 6x SSC à temperatura ambiente por 10 min, 4x SSC 0,5% Tween à temperatura ambiente por

10 min, em câmara escura. Para a detecção da sonda, foram utilizados 1μl de anticorpos (Avidin-

FITC para conjunção com biotina) em 49μl de BSA 5%. Após uma série de lavagens pós detecção

(4x SSC 0,5% Tween à temperatura ambiente por 10 min), as lâminas foram montadas com 15μl de

DABCO, 5μl de DAPI e 2μl de MgCl2 (50mM) e 18μl de DABCO, 2μl de Iodeto de Propídio e 2μl

de MgCl2 (50mM).

FOTODOCUMENTAÇÃO DOS RESULTADOS

As lâminas submetidas  às técnicas de citogenética foram submetidas às análises em

fotomicroscópio de fluorescência Leica DM 2000 equipado com uma câmera DFC 300 FX, com

software  de  análise  de  imagens  Motic  Images  Plus  3.2.  As  imagens  obtidas  foram  captadas

separadamente em filtros específicos para cada fluoróforo.

RESULTADOS

CITOGENÉTICA DE A. GEMMATALIS E C. INCLUDENS

A coloração convencional com Giemsa evidenciou que ambas espécies compartilham do

mesmo número diploide de 62 (60A + ZW) com possível sistema cromossômico sexual simples

ZZ/ZW (Fig. 1B, 2B). Todos os cromossomos apresentaram características holocêntricas e possuem

tamanhos e formatos semelhantes, além de serem numerosos e pequenos.

Através daA coloração Giemsa ainda permitiu observar que em paquíteno, tanto para A.

gemmatalis  quanto C. includens, foi observada a formação de bivalentes, com a caracterização de

regiões heteropicnóticas positivas (Fig. 1A, 2A), contudo, em C. includens houve um número maior

dessas regiões. Em metáfase II, os cromossomos foram alinhados na placa equatorial, incluindo os
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possíveis  cromossomos  sexuais.  Em  C.  includens,  os  esses  cromossomos  apresentaram

heteropicnose  positiva  (ZZ)  (Fig.  2B),  enquanto  que  em  A.  gemmatalis,  os  cromossomos  ZZ

apresentaram-se heteropicnóticos negativos (Fig. 1B) e heteropicnótico positivo para W (Fig. 1D)

na metáfase  II  de fêmea.  O pareamento  de cromossomos com heteropicnose  e  heteromorfismo

sugerem que os possíveis cromossomos sexuais apresentem a conformação  “touch-and-go”  e a

ocorrência de meiose invertida.

A anáfase  II  (Fig.  1C)  confirmou  o  comportamento  diferenciado  dos  cromossomos

holocêntricos  e  é  possível  visualizar  o  posicionamento  das  fibras  do  fuso  com  as  proteínas

formadoras do cinetocoro que estão dispostas ao longo dos cromossomos. Além disso, é possívelX

observar  a  migração  precoce  de  alguns  cromossomos,  que  podem  ser  correspondentes  aos

cromossomos sexuais.

O bandamento-C/Giemsa  identificou  marcações  diferenciadas  entre  as  espécies.  Em

paquíteno, nas duas espécies foram observadas regiões mais condensadas,  coradas mais escuras

(heterocromáticas) ao longo das cromátides, intercaladas com regiões mais claras ou eucromáticas

(Fig. 1E, 2C).  Entretanto, em metáfase II de A. gemmatalis, dois bivalentes com marcações (Fig.

1F)  foram  observados,  enquanto  que  em  C.  includens,  diversos  bivalentes  apresentaram  duas

marcações (Fig. 2D). Nenhum cromossomo foi inteiramente identificado como heterocromático.

Essas diferenças também foram observadas na coloração com fluorocromos. Para  A.

gemmatalis, a coloração com CMA3 revelou marcações mais brilhantes em dois bivalentes (Fig.

1G) e duas marcações nucleares (Fig. 1H), o que sugere que sejam as mesmas identificadas pelo

bandamento-C. Algumas marcas discretas puderam ser observadas em outros bivalentes (Fig. 1G).

Já com a coloração DAPI não foi possível verificar nenhuma marcação, tanto em metáfase I quanto

em núcleo interfásico (Fig. 1I, J). Em C. includens também possível a identificação de  bivalentes

em metáfase  II  (Fig.  2E)  e  duas  marcações  nucleares  com CMA3 (Fig.  2F),  além de  algumas

marcações discretas em vários cromossomos. A coloração DAPI identificou marcas discretas DAPI+

em metáfase II(Fig. 2G), porém nenhuma marcação positiva que permitisse sua visualização em

núcleo (Fig. 2H). 

A sequência consenso parcial de DNAr 18S de A. gemmatalis apresentou comprimento

de 1034 pb e similaridade de 94-96% com a região conservada de DNAr 18S de diversas outras

espécies  de  lepidópteros  (Fig.  3A).  A  sequência  obtida  pelo  sequenciamento  (Fig.  3B)  foi

comparada com outras sequências e os resultados obtidos apresentaram semelhança com outros

lepidópteros, tais como Hyles lineata (número de acesso: AF423786.1), Antheraea assama (número

de  acesso:  KY676860.1),  Tanadema  neutra  (número  de  acesso:  KR068959.1),  Helicoverpa

armigera  (número de acesso: KT343378.1),  Plutella xylostella  (número de acesso: JX390653.1),
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entre  outras  espécies  depositadas  no  GenBank (NCBI).  Pela  técnica  de  FISH,  foi  possível

identificar apenas um bloco de DNAr 18S nos núcleos interfásicos de A. gemmatalis e em paquíteno

de C. includens (Fig. 1K, 2I). 

GENE DO CITOCROMO C OXIDASE SUBUNIDADE I (COI)

Os  primers  Insect  COI  (LCO1490  e  HCO2198)  do  gene  citocromo  c  oxidase

subunidade I (COI) amplificaram fragmentos de DNAmt de 750 pb a 800 pb, confirmados por

eletroforese em gel de agarose 1% (Fig. 4), o que comprova a eficácia dos iniciadosres específicos e

que a metodologia de amplificação foi resolutiva, seguindo o citado por Folmer et al. (1994). Dos

30 espécimes de  A. gemmatalis  que tiveram seu DNA extraído pela técnica salina,  somente 15

sequências foram sequenciadas e comparadas com dados obtidos por bancos de dados.

O cladograma (Fig. 5) foi dividido em somente dois grupos, Grupo 1 e Grupo 2. O

Grupo 1 agrupou todas as sequências obtidas e sequenciadas além das sequências fornecidas pela

Embrapa. O Grupo 2, por sua vez, é representando pelo grupo externo. O Grupo 1 ainda, obteve um

nó com consistência de 74 (por BS). 

A distância genética foi calculada e o resultado variou de 0 à 0,134. Entre as sequências

de A. gemmatalis, a variação foi de 0,024. 

DISCUSSÃO

As espécies estudadas de A. gemmatalis, pertencente à família Erebidae, anteriormente

alocada  na  mesma  família  de  C.  includens,  Noctuidae,  apresentaram  muitas  características

citogenéticas  em  comum.  As  análises  citogenéticas  por  coloração  convencional  permitiram  a

identificação do número diplóide de A. gemmatalis e C. includens bem como o comportamento dos

cromossomos durante a divisão celular.  O cariótipo formado por  2n =  62 (30A + ZZ/ZW) e o

sistema cromossômico sexual permitiu observar que ambas espécies possuem um cariótipo muito

similar as demais espécies da ordem Lepidoptera já estudadas, seguindo o número modal n = 31, o

que demonstra  uma grande conservação na macroestrutura cariotípica para a  ordem (Robinson,

1971; Lukhtanov, 2000; Nguyen et al., 2010; Saura et al., 2013).

Assim como já tinham sido descritos, cromossomos de lepidópteros possuem tamanhos

e formatos uniformes, o que dificulta muitas vezes estudos que requerem a visualização de bandas

obtidas por tratamentos químicos e enzimáticos, necessitando de pré-tratamentos que auxiliem na

obtenção de fases satisfatórias para as análises (Suomalainen, 1969; Robinson, 1971; Sharma &
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Sobti, 2002; Heidemann, 2009). Os cromossomos são holocêntricos, como pode ser observado pelo

comportamento  meiótico  da  figuraura  1C,  como anteriormente  relatado  em outros  lepidópteros

(Nguyen et al., 2010; Vershinina, Anokhin & Lukhtanov, 2015).

O sistema cromossômico sexual encontrado com maior frequência entre os lepidópteros

é  o  ZZ/ZW,  no  qual  a  fêmea  possui  o  par  heterogamético.  Ainda  foram  descritos  sistemas

cromossômicos sexuais ZZ/Z0, ZZ/ZW1W2 e Z1Z1Z2Z2/Z1Z2W (Traut, Sahara & Marec, 2007). No

presente  trabalho,  a  identificação  de  um pseudobivalente  com heteromorfismo e  heteropicnose

levou  à  associação  de  uma  meiose  aquiasmática  desses  cromossomos  sexuais  nas  fêmeas,

identificando-os  como  ZW (Fig.  1D),  assim  como  o  já  descrito  para  Bombyx  mori,  Ephestia

kuehniella e Leptidea amurensis (Traut, Sahara & Marec, 2007; Šíchová et al., 2016). Porém, não

foi possível inferir sobre tais dados em fêmeas de C. includens. Em C. includens, a metáfase II (Fig.

2B)  apresentou um par  de  cromossomos  com um tamanho  um pouco maior  do  que  os  outros

autossomos, que podemos sugerir como o par de cromossomos sexuais.

Embora  a  análise  convencional  tenha  evidenciado  uma  conservação  cariotípica,  as

técnicas  de  bandamento  diferenciaram as  duas  espécies.  Em  A.  gemmatalis  foi  observada uma

menor  quantidade  de  heterocromatina.  Essas  bandas  são  de  difícil  caracterização,  sendo  sua

identificação dependente do grau de  condensação dos  cromossomos em outras  fases  meióticas,

como  em  paquíteno.  Já  em  C.  includens  foram  encontradas  marcações  em  quase  todos  os

cromossomos,  observadas  em  maiores  quantidades  e  intensidade  do  que  em  A.  gemmatalis.

Goodpasture  (1976)  aplicou  a  técnica  de  bandamento-C  em  paquítenos  de  duas  espécies  de

lepidópteros, Pyrgus oileus (Hesperiidae) e Prodenia ornithogalli (Noctuidae) e obteve marcações

intersticiais  mais  evidentes  e  regiões  terminais  mais  fracas.  Ainda no mesmo trabalho,  o  autor

analisou núcleos interfásicos no qual o nucléolo foi evidenciado e associados aos cromossomos com

as marcações terminais. No presente trabalho, esse tipo de associação pode ser confirmado nos

paquítenos de A. gemmatalis.

No  caso  dos  fluorocromos,  a  coloração  DAPI  discriminou  leves  marcações  em  C.

includens,  enquanto que em  A. gemmatalis não foram observadas regiões  DAPI+.  Ainda em  A.

gemmatalis, foram identificadas duas marcações CMA3 na metáfase I e núcleo (Fig. 1G, H), o que

sugere  que  sejam os  mesmos  cromossomos identificados  pelo  bandamento-C,  inferindo que  os

cromossomos apresentam regiões ricas em bases nitrogenadas C/G. Podemos, ainda, sugerir que

estes cromossomos identificados estejam relacionados com os cromossomos sexuais ou aos sitios de

DNAr 18S, como o identificado no trabalho de Mandrioli (2002) e Mandrioli, Manicardi e Marec

(2003) em Mamestra brassicae. Em C. includens, marcações CMA3
+ em metáfase II (Fig. 2E) e em

núcleo (Fig.  2F) sugerem, assim como em  A, gemmatalis,  regiões ricas em C/G. Essas regiões,
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ainda podem ser relacionadas com as RONs, identificadas nas marcações por FISH (Fig. 1K, 2I).

Essa  diferenciação  de  blocos  heterocromáticos  detectados  tanto  pela  técnica  de

bandamento-C quando pela  coloração de  fluorocromos  base-específicos  pode ser  sugerida  pelo

processo de heterocromatinização ou pela presença de elementos transponíveis, como anteriormente

sugerido em trabalhos  descritos por Pine et al. (2017) e Rocha et al. (2015) no qual observaram-se

diferenças  na  presença  de  bloco  heterocromáticos  intra  e  inter-específicos  nas  populações  de

gafanhotos e por Cabral-de-Mello et al. (2010) em besouros. Além de proteger o genoma de eventos

potencialmente mutagênicos, a formação de heterocromatina sugere que sejam sequências cruciais

para a organização funcional de estruturas cromossômicas importantes, tais como os telômeros e os

centrômeros (Grewal & Jia, 2007), relacionando-a com estudos de evolução cariotípica. 

A identificação de  clusters  de DNAr 18S por FISH em lepidópteros é muito variável,

relacionada diretamente com as fissões, fusões e translocações que ocorrem e que são facilitadas

pelas características  dos cromossomos holocêntricos  (Vershinina,  Anokhin & Lukhtanov,  2015).

Dessa forma, quando esse evento ocorre como nos estudos de Šíchová et al. (2016) em Leptidea

amurensis, é possível realizar um estudo filogenético e identificar a evolução cariotípica da espécie

levando em consideração somente o cluster de DNAr 18S. 

O padrão de RON na superfamília Noctuoidea é a presença de somente uma marcação

intersticial, exceto em Spodoptera latifascia e S. descoinsi, que apresentam mais de uma marcação

(Maffei,  Pompolo & Petitpierre,  2004; Nguyen  et al.,  2010). Uma marcação nos núcleos de  A.

gemmatalis  e  C. includens  confirma o observado na superfamília, o que corrobora a conservação

cariotípica quanto ao número dessa sequência, entretanto, devido a dificuldade de observar esses

cromossomos, não foi possível observar a localização do DNAr 18S em cromossomos metafásicos,

o que nos impossibilitou determinar a posição desse sítio.   

Embora  tenhamos  observado  uma  grande  conservação  cariotípica  quanto  ao  2n,

tamanho cromossômico, sistemas sexuais e DNAr 18S, diferenças nos padrões de distribuição da

heterocromatina foram observados.  Esses procedimentos são relevantes na busca de marcadores

cromossômicos espécie-específicos e população-específica na contribuição de análises evolutivas e

merecem atenção, uma vez que estes são os primeiros resultados obtidos das espécies estudadas.

Dessa forma,  nossos  dados corroboram os  estudos Zahiri  et  al.  (2011),  confirmando a posição

filogenética  do  gênero  Anticarsia em  Erebidae,  desta  vez  contributiva  por  uma  abordagem

citogenética.

Na análise do cladograma gerado com a amplificação do gene COI entre os indivíduos

de A. gemmatalis das diferentes populações, foi possível observar a formação de dois grupos (Fig.

5). O primeiro grupo reuniu espécimes de  A. gemmatalis  de GO, MT e PR. O segundo grupo foi
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representado pelo indivíduo escolhido para ser o grupo externo representado pela espécie Bombyx

mori, popularmente conhecido como bicho-da-seda, lepidóptero da superfamília Bombycoidea.

A distância evolutiva entre os dois grupos foi de 0,134, o que representa uma baixa

variação levando em consideração de que se tratam de espécies de superfamílias diferentes. Dentro

do Grupo 1 a variação da distância genética foi de 0,024 em relação às sequências analisadas. Yano

(2012) comparou as mesmas sequências dos espécimes de Mauá da Serra/ PR, Campo Verde/ MT e

Morrinhos/ GO e ainda mais de Luiz Eduardo de Magalhães (Formosa do Rio Preto) em relação à

três fragmentos de regiões de gene mitocondriais de COI, COII e CytB para análise populacionais e

verificou que os haplótipos identificados variam de acordo com a região de coleta, porém não cita

sobre a divergência evolutiva da espécie, analisando cada gene isolado do grupo. 

Dessa forma, podemos sugerir novamente que a ausência de variações intraespecíficas

nas amostras analisadas por nós, estejam relacionadas por se tratar de uma região geneticamente

conservada.

Em um estudo realizado no Canadá, o segundo maior país do mundo e com área de

coleta  abrangente,  observou-se uma variação intraespecífica  em  A.  gemmatalis, concluindo que

somente uma variação maior do que 2% configura essa variação (Zahiri et al., 2014). O mesmo foi

constatado no trabalho de Dincă  et al. (2011) realizado na Europa, no qual identificou casos de

divergências intraespecíficas no COI devido à abrangente amostragem dos materiais de estudo.

A espécie  identificada  como  A.  gemmatalis já  possuía  dados  de  sequenciamentos

parciais para a região COI depositados no GenBank e no BOLD, e nossas análises confirmam a

conservação dessa espécie. Zahiri et al. (2014) alocou A. gemmatalis  em Erebidae utilizando esse

mesmo marcador associado a outros marcadores nucleares. Nossos dados moleculares, associados

aos resultados citogenéticos, corroboram a nova posição da espécie, e trazem a luz as diferenças

entre os representantes de Erebidae e Noctuidae. 

CONCLUSÃO

Reconhecendo  o  potencial  da  aplicação  de  diferentes  metodologias  de  análise  do

genoma, conclui-se que estudos complementares, tais como a otimização das técnicas citogenéticas,

análises  cromossômicas  em  outras  espécies  do  grupo,  e  a  utilização  de  outros  marcadores

moleculares  (nucleares  e  mitocondriais),  haverá  um  incremento  em  estudos  biológicos  de  A.

gemmatalis e C. includens, auxiliando na compreensão da evolução do grupo.
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Figura 1. Prancha de A. gemmatalis. (A) Paquíteno corado com Giemsa; (B) Metáfase II de macho
corada com Giemsa; (C) Anáfase II corada com Giemsa; (D) Metáfase II de fêmea corada com
Giemsa; (E) Paquíteno com bandamento-C; (F) Metáfase II  de macho com bandamento-C; (G)
Metáfase I corada com CMA3; (H) Núcleo interfásico corado com CMA3; (I) Metáfase I corada com
DAPI;  (J) Núcleo  interfásico  corado  com  DAPI;  (K) Núcleo  interfásico  após  Hibridização
Fluorescente  in situ com sonda de DNAr 18S marcada com biotina e contra-corado com DAPI.
Setas e cabeças de setas representam marcações positivas em bandamento-C, CMA3/DAPI e FISH.

839
840
841
842
843
844
845

27



40

Figura 2. Prancha de C. includens. (A) Paquíteno corado com Giemsa; (B) Metáfase II corada com Giemsa; (C) Paquíteno com bandamento-C; (D)
Metáfase II com bandamento-C; (E) Metáfase II corada com CMA3; (F) Núcleo interfásico corado com CMA3; (G) Metáfase II corada com DAPI; (H)
Núcleo interfásico corado com DAPI; (I) Núcleo interfásico após Hibridização Fluorescente in situ com sonda de DNAr 18S marcada com biotina e
contra-corado com Iodeto de Propídeo.
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Figura  3.  (A)  Blast  da  sequência  parcial  de  DNAr  18S  (B) Sequência  parcial  obtida  pelo
sequenciamento de DNAr 18S.
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Figura 4. Eletroforese (agarose 1%) para visualização dos produtos de PCR de A. gemmatalis. À esquerda, “M”= marcador molecular de 1 kb; 1 à 10 =
espécimes coletadas em Londrina, PR – Brasil.

853
854
855
856

858
859
860
861
862

30



43

Figura  5.  Cladograma  representando  distância  genética  (K2P)  de  diferentes  populações  de  A.
gemmatalis.  Espécimes  coletados  em  Morrinhos/GO,  Campo  Verde/MT,  Mauá  da  Serra/PR  e
Londrina/PR. Grupo externo representado por Bombyx mori. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os  dados  obtidos  pela  caracterização  citogenética  de  duas  espécies  pragas  da  soja,

identificações  de  marcações  citogenéticas  que  podem  servir  de  base  para  a  confirmação  das

características das famílias Erebidae e Noctuidae. 

A análise cromossômica permitiu concluir que:

- O número diplóide foi o mesmo para ambas espécies, 2n = 62;

- O padrão de distribuição da heterocromatina foi diferente em A. gemmatalis e C. includens, fato

evidenciado em bandamento-C e coloração com fluorocromo base-específicos;

- O DNAr 18S foi detectado por FISH em ambas espécies no núcleo interfásico.

Dados moleculares referentes ao COI de A. gemmatalis de diferentes regiões do Brasil

são  indicativos  que esse gene  é  muito  conservado na  espécie.  Estudos  com outros  marcadores

mitocondriais  e  moleculares  e  sua  identificação  citogenética  devem  ser  realizados  para  a

confirmação das linhas evolutivas do grupo, considerando a superfamília Noctuoidea um importante

objeto de estudo para a resolução citotaxonômica de lepidópteros e outros organismos.
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APÊNDICE 1

Sequência consensodo fragmento de DNAr 18S.

>18S-17

GCTTCAGTGCGCAATCCGGTGAATTGAACAGTAATGGGAGCAATGATCAGTGAGCCGCC
GTAATCTGTTCAGAATCCAAATCTATCCGTGCTCTTCGTGAGGTGTCGAAGGTGGGCCGA
ACAAGTTTAGCTTTGAACAAATTAGAAGTGCTCAAGCCGGCTCAAAATGCTGCTTGATAT
TTCTTGCATGGAATAATAGAATATGATCTCGGGTCTATTTGTTGGTTTTCAGAACTCCGAG
GGTAATGATTAATAGGGATAACTGGGGGCATTCGTATTGCGACGTTAGAGGTGGAAATTC
TTGGATCGTCGCAGACGAACATCAGCGAAAGCATTTGCCAAAGGTGTTTTCATCAATCA
AGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATTAGATAAAGCACTAGTTCTAACCGTAAATA
TGTCATCTAGCGATCCGCCGACGTTACTACAATGGTTCGGCGGGCAGCTTCCGGGAAAC
CAGAGATTTTGGACTCCGGGGGGAGTATGGGTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGA
CGGAAGGGCACGCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAT
CTCACCAGGCCCGGACACCGGAAGGATTGACAGATTAACAGCTCTTTCTTGATTCGGTG
GGTGGTGGTGCGATGGCCGTTCCTTAGTTCGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGGTA
ACGAACGAGACTCTAGCCTGCTAAATAGCCGTCGTCATTTAGGTGTGCAGTGGCTCCGT
CACGCAACTCACTGGCGACGTATTAAAATTCTTCTTAGAGGGACCGGCGGCTTCGAGCC
GCACGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCTGGGCCGCACGCGC
GCTACACTGAAGGAATCAGCATGTTCTCCCTGGCCTAGAGGCCCGGGCAACCCGCTGAA
ACTCCTTCGTGCTGGGGATTGGGGTTTGCAATTATCCCCCATAAACGAGGAATCCTAGAA
GCGCGAGTACGCGCTATAAGGTCTTT
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APÊNDICE 2

Sequência consenso do fragmento de COI.

>AG0535COI – LONDRINA/PR

TTATTTTATTTTCTTCATTAAGTTTATTAATTCGGGCCGAATTGGGAAATCCTGGATCTTTG
ATTGGTGATGATCAAATTTATAATACTATCGTAACAGCTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTT
ATGGTTATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGTAATTGATTAGTACCTTTAATATTAGGAGC
TCCTGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTACTTCCCCCCTCATTAA
CTCTTTTAATCTCAAGAAGAATTGTAGAAAATGGAGCTGGTACAGGATGAACAGTCTATC
CTCCCTTATCGTCTAATATTGCTCATGGAGGAAGATCTGTAGATTTAGCTATTTTTTCACTA
CATTTAGCTGGTATTTCATCTATTTTAGGAGCTATTAATTTTATTACAACAATTATTAACATA
CGATTAAATAATCTATCATTTGATCAAATACCTTTATTTGTTTGAGCTGTTGGAATTACAGC
ATTTTTATTATTATTATCTTTACCAGTTTTAGCAGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGATCG
AAATTTAAATACATCTTTTTTTGACCCAGCTGGAGGAGGAGA
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APÊNDICE 3

Gel de eletroforese 1% verificando a amplificação de DNAr 18S.
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