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RESUMO

O percevejo marrom Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Heteroptera: Pentatomidae) ¢ uma
das espécies pragas mais importantes que ocorrem nas lavouras de soja do Brasil. Diversas
estratégias de controle por meio de inseticidas quimicos tém sido utilizadas, no entanto, as
continuas aplicacdes e as progressivas doses empregadas ao longo das ultimas décadas,
contribuiram para a selecdo de diferentes mecanismos de resisténcia, que podem estar
associados a alteragdes cromossdmicas. Entretanto, pouco se sabe sobre o comportamento
cromossOmico nesta espécie. Logo, o objetivo deste estudo foi analisar a morfologia
testicular, o perfil citogenético e a localizagdo do DNA ribossomico 18S (DNAr 18S) em
populacdes selvagens e selecionadas (suscetiveis e resistentes) com o inseticida tiametoxam e
lambda-cialotrina, de percevejos Euschistus heros (E. heros) para identificagdo de possiveis
alteracdes morfologicas e cromossomicas. Para tanto, 45 exemplares de E. heros foram
divididos em 3 grupos (N=15/grupo): selvagens, suscetiveis e resistentes. As andlises
histoloégicas confirmaram a presenga de 6 lobulos testiculares em todos os grupos de
percevejos, sendo o 5° l6bulo menor em relagdo aos outros. O niimero cromossdmico
observado foi de 2n = 14 (12A + XY) e o DNAr 18S foi localizado em um unico bivalente em
posicdo intersticial para todos os grupos. As contagens dos meidcitos evidenciaram a
predominancia de espermatozdides em todos os lobulos para todos os grupos e o
comportamento meiodtico foi considerado normal para todos eles, ndo sendo observadas
quebras cromossdmicas ou gametas com numero dipldide desbalanceado. Os resultados
indicam que a capacidade de resisténcia pode ndo estar associada a modificagdes
morfoldgicas testiculares e alteragdes citogenéticas em nivel cromossdomico na espécie E.
heros.

Palavras-chave: Percevejo. Resisténcia. Citogenética. Morfologia testicular. DNAr 18S.



GALLO, Raquel Bozini. Morphological characterization of germinative tissues and meyotic
behavior in populations of euschistus heros (heteroptera: pentatomidae) selected with
tiametoxam and lambda-cialotrina. 2016. 65p. Dissertation (Master’s degree in Genetics
and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The brown stink bug Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Heteroptera: Pentatomidae) is one of
the most important pest species occurring in Brazilian soybeans. Several insecticides-control
strategies have been used to control this pest. However, continuous application and
progressive doses contributed to the development of different resistance mechanisms that may
be associated with chromosome changes. Nevertheless, the chromosomal behavior this specie
remains unknown. The aim of this study was analyze the testicular morphology, cytogenetic
profile and location of 18S ribosomal DNA (18S rDNA) in wild, susceptible and resistant
populations of the Euschistus heros (E. heros). For this, 45 stink bug E. heros were divided
into 3 groups (N = 15/group): wild, susceptible and resistant. The histological analysis
confirmed the presence of 6 testicle lobes in all groups, in which the 5™ lobule was lower than
others. The chromosome number observed was 2n = 14 (12A + XY) and the 18S rDNA
located in a single bivalent in intercalary position for all groups. The counts of meiocytes
showed a prevalence of sperms in all lobes for all groups. The meiotic behavior was
considered normal for all groups, and was not observed chromosome breakage or gametes
with unbalanced diploid number. The results indicate that the resistance capacity may not be
associated with testicular morphological alterations, and cytogenetic changes at the
chromosomal level in the species E. heros.

Key words: Stinky Bug. Resistance. Cytogenetics. Testicular morphology. 18S rDNA.
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Testiculo de E. heros recoberto externamente por uma bainha de tecido
conjuntivo com coloragdo avermelhada. a - regido distal (RD) menos
pigmentada e regido proximal (RP) do ducto ejaculatorio (DE), mais

pigmentada. b - comprimento aproximado do testiculo em escala real

Cortes histologicos em testiculos de E. heros suscetiveis (a, b, ¢, d) e
resistentes (e, f, g, h), corados com Hematoxilina-Eosina. Corte transversal em
testiculos (a, €) evidenciando 6 lobulos (LB1, LB2, LB3, LB4, LBS5 ¢ LB6).
Note a menor espessura do 5° l6bulo. Separando os 16bulos, uma camada de
tecido conjuntivo (TC) (b, ¢, d, f, g) e externamente a bainha peritoneal
vermelha (BP) (a, b, e, f, g). Células cisticas (ccl, cc2, cc3) contendo milhares
de cistos espermatogoniais e cistos de espermatocitos (ci) em seu interior (b, f).

Milhares de cistos de espermatdcitos (ci) no interior das células cisticas (cc) (c,

Anélise citogenética convencional dos diferentes estdgios meidticos de E.
heros selvagens e selecionados com tiametoxam + lambda-cialotrina. Grupo
selvagem Parque Nacional do Iguacu (a-d); Resistentes(e-h); Suscetiveis(i-1).
Paquiteno (a, e, 1); metafase mitdtica (b, f, j); metafase I (c, g, k); metafase II
(d, h, 1). As setas indicam os cromossomos sexuais durante o paquiteno. As

letras X e Y correspondem aos cromossomos sexuais X e Y, respectivamente.

Distribuicdo dos diferentes estagios meidticos no interior dos lobulos

testiculares nos grupos experimentais. Lobulol (a), 16bulo 2 (b), 16bulo 3 (c),

165010 4 (), 16bUIO 5 (€), IOBULO 6 (£) cereereseeeeeeseessessrssreseeseeesesesessresreseesse

Localizag¢do do sitio de DNAr 18S em cromossomos de E. heros suscetiveis
(a, b, c, d), resistentes (e, f, g, h) e selvagens (i, j, k, 1). Em paquiteno (a, b, e, f,
i, j) os cromossomos exibem duas marcagdes que correspondem ao bivalente
autossomico. Algumas marcagdes apresentam evidente heteromorfismo de
tamanho (a, b, c, e, f, g). Em metafase I (c, g, k) os cromossomos exibem
quatro marcagdes, que correspondem as quatro cromatides. Em metafase 11

(d, h, 1), é possivel identificar duas marcagdes, isto ¢, uma em cada cromatide.

As setas indicam 0s cromossomos sexuais. Barra = Spm.........ccoeeeeeveercnirnseinennns
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo da agricultura e alimento das Nag¢des Unidas [do inglés:
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)] o Brasil é o segundo maior
produtor mundial de soja. No entanto, grande parte da safra ¢ perdida anualmente devido ao
ataque de pentatomideos pragas, incluindo o percevejo marrom da soja, Euschistus heros
(Fabricius, 1798) (Heteroptera: Pentatomidae). Esta espécie representa uma das principais
pragas da lavoura de soja no Brasil (Sosa-Gémez e Silva 2010), sendo considerada a espécie
de pentatomideos mais amplamente distribuida nas latitudes brasileiras abaixo de 23° S
(Panizzi e Niva 1994), que abrange desde o norte do Parana até o centro-oeste do Brasil.

O percevejo marrom ataca a soja principalmente na fase reprodutiva da planta,
prejudicando a formagao das vagens e a maturagdo dos graos. Atinge as sementes através da
introdugdo do aparelho bucal nas vagens, tornando-as murchas e enrugadas, comprometendo
o vigor ¢ a qualidade dos graos (Corréa-Ferreira e Panizzi 1999). Diversas estratégias de
controle por meio de inseticidas quimicos tém sido utilizadas na tentativa de reduzir os
prejuizos causados por esta espécie, no entanto, as continuas aplicacdes e as progressivas
doses contribuiram para o desenvolvimento de diferentes mecanismos de resisténcia em varias
populagdes de E. heros (Sosa-Goémez et al. 2001, 2004, 2010) configurando assim, um grande
problema para a agricultura nacional.

Estudos moleculares envolvendo insetos resistentes demonstraram que os mecanismos
de resisténcia estdo associados a alteracdes que acorrem em relevantes familias génicas,
promovendo alteragdes no perfil da expressdo de genes, principalmente relacionados ao
tegumento e ao revestimento do trato digestivo (Scott 1991; Zhu et al. 2013). No entanto, os
exatos mecanismos morfologicos relacionados a estas caracteristicas em E. heros, bem como

os padrdes citogenéticos e comportamento cromossdmico permanecem desconhecidos. Logo,
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as analises do comportamento meidtico e da morfologia dos 6rgaos reprodutores podem
auxiliar na compreensdo dos mecanismos de resisténcia associados a agdo de inseticidas.

O presente estudo investigou as possiveis alteragdes cromossomicas e histoloégicas em
populagdes suscetiveis e resistentes de E. heros, por meio de quatro abordagens: (1) analises
histologicas para a identificagdo de alteracdes causadas pelos inseticidas em tecidos
germinativos do testiculo; (2) andlises citogenéticas para verificar o comportamento ¢ a
integridade dos cromossomos nos gametas; (3) analise da localizacdo dos sitios de DNA
repetitivo nos cromossomos, tal como a familia génica de DNA ribossdmico 18S, através da
técnica de hibridizagdo in situ; e (4) caracterizagdo da distribui¢do dos espermatdcitos nos
l6bulos testiculares. Portanto, este estudo destaca-se pela relevancia biologica e economica de
se entender os possiveis mecanismos citogenéticos € morfologicos associados a resisténcia do
percevejo marrom da soja e, assim, contribuir para o desenvolvimento de estratégias

inovadoras para o amplo controle bioldgico desta praga.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Importéancia agro-econémica dos pentatomideos

Os heteropteros sdo conhecidos popularmente como percevejos ¢ sua distribuicio
geografica estende-se por toda regido tropical e subtropical do planeta (Schuh e Slater 1995).
A subordem Heteroptera apresenta mais de 40.000 espécies descritas e ¢ um dos grupos mais
amplamente distribuidos de insetos (Weirauch e Schuh 2011). Além da importancia biologica
relacionada ao papel dos heteropteros na diversidade de espécies e no equilibrio das
populacdes, alguns heterdpteros possuem destaque agrondmico por serem considerados
pragas de lavouras (Kono 1989; Yamanaka 1990).

De acordo com a FAO, o Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de soja. Na safra
2014/2015, a cultura da soja ocupou uma area aproximada de 31,5 milhdes de hectares, o que
totalizou uma produgdo de 95,07 milhdes de toneladas de griaos (Embrapa soja 2015). No
entanto, grande parte da safra ¢ perdida anualmente devido ao ataque de percevejos pragas.

A familia Pentatomidae apresenta as principais espécies de percevejos fitofagos que
atacam as culturas agricolas. Estes insetos sdo exclusivamente terrestres € podem se alimentar
de raizes, frutos em desenvolvimento, sementes e até flores, no entanto, a maioria alimenta-se
diretamente da seiva dos vasos condutores das plantas (Grazia et al. 1999). Individuos desta
familia, pertencentes aos géneros Euschistus, Nezara e Piezodorus, possuem aparelho bucal
especializado para o habito fitofago e sdo exemplos de heterdpteros que causam danos
econdmicos principalmente em lavouras de soja e de milho (Kono 1989; Yamanaka 1990).
Estes percevejos sdo conhecidos popularmente como “maria-fedidas” ou “percevejos
fedorentos”, dentre os quais destaca-se o percevejo marrom Euschistus heros (Figura 1)
(Rebagliati et al. 2005; Sosa-Gomez et al. 2009), que representa uma das principais pragas da

lavoura de soja no Brasil.
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O percevejo marrom da soja, Euschistus heros, comparado as demais espécies de
pentatomideos ¢ considerada a espécie mais amplamente distribuida nas latitudes brasileiras
abaixo de 23° S (Panizzi e Niva 1994), que compreende desde o norte do Parana até o centro-
oeste do Brasil e pode ser encontrado em todos os maiores estados produtores de soja do pais,
como Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Parana,

Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Sosa-Gomez et al. 2009).

Figura 1. Percevejo marrom Euschistus heros (Fonte: J. J. Silva)

Nas ultimas duas décadas, tem sido relatado grande aumento da ocorréncia deste
percevejo, principalmente na regido Sul do pais, na qual sua distribui¢do ndo era tdo
abundante como outras espécies de pentatomideos. Por exemplo, estudos realizados no campo
de soja do Centro de Pesquisa da Embrapa-Soja em Londrina/PR, revelaram que as
populagdes de E. heros aumentaram, em média, 12 vezes nos tltimos 20 anos (Corso 1989,
2005). Logo, considerando sua alta prevaléncia e intensa dificuldade de controle, o percevejo
marrom E. heros tem sido o principal alvo das aplica¢des de inseticidas quimicos em campos

de soja.
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Os adultos de E. heros geralmente sdo marrons, apresentam 11 mm de comprimento e
podem apresentar um ciclo de vida com longevidade aproximada de 116 dias (Corréa-Ferreira
e Panizzi 1999). A maturidade reprodutiva comumente ¢ atingida por volta do 32° dia ¢ a
postura dos ovos ocorre principalmente nas folhas e nas vagens da planta, apresentando
normalmente de 5 a 7 ovos por postura (Corréa-Ferreira ¢ Panizzi 1999). O tempo médio de
incubacdo dos ovos ¢ de 7 dias e o numero de geragdes anuais pode variar de 5 até 7 em
regides mais quentes (Cividanes e Parra 1994; Corréa-Ferreira e Panizzi 1999).

Estes insetos ocorrem nas lavouras de soja desde o inicio do desenvolvimento da
planta, no entanto, comecam a causar prejuizos na fase reprodutiva, quando se inicia a
formagao das vagens e a maturagdo dos graos (Corréa-Ferreira e Panizzi 1999; Nunes e
Corréa-Ferreira 2002). E neste periodo que os percevejos passam a se alimentar das vagens e
sementes, alterando o teor de proteina e oOleos afetando, consequentemente, o vigor e a
qualidade dos graos (Corréa-Ferreira e Panizzi 1999; Nunes e Corréa-Ferreira 2002). Além
disso, os percevejos podem favorecer o desenvolvimento de fungos oportunistas e causar
distarbios fisioldgicos, como a retengao foliar da soja (Corréa-Ferreira e Panizzi 1999).

Diversas estratégias de controle por meio de inseticidas quimicos t€ém sido utilizadas
na tentativa de reduzir os prejuizos causados por esta espécie, no entanto, as continuas
aplicagdes e as progressivas doses contribuiram para o desenvolvimento de diferentes
mecanismos de resisténcia em varias populagdes de E. heros (Sosa-Gomez et al. 2001, 2004,
2009, 2010) configurando assim, um grande problema para a agricultura nacional.

2.2 Controle quimico e resisténcia a inseticidas

O controle das populagdes de percevejos é extensivamente empregado nas plantagdes
de soja do Brasil, principalmente nas lavouras que apresentam centenas de hectares.
Comumente, o controle ¢ realizado por meio da aplicagdo de inseticidas quimicos (Corréa-

Ferreira e Panizzi 1999; Sosa-Gomez et al. 2001; Musser e Catchot 2008; Brown et al. 2012).
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A partir de 1960, com a expansdo do cultivo da soja no Brasil houve um aumento
significativo na utilizagdo de inseticidas quimicos para o controle de percevejos pragas. Até o
ano de 2004, as populagdes de Euschistus heros eram exclusivamente controladas com
inseticidas ndo-seletivos que pertencem a dois grupos quimicos principais: (1) os
organofosforados (OPs) inibidores da enzima acetilcolinesterase e (2) endossulfam
(ciclodienos) que atuam como antagonistas dos canais de cloro (Cl") mediadas por GABA
(4cido g-aminobutirico), impedindo a entrada do CI' nas células nervosas, levando a
paralisacdo e morte do percevejo (Omoto 2000; Sosa-Gdémez et al. 2010).

Apbds 2004, outros grupos quimicos, como o0s piretréides e neonicotindides
(inseticidas sistémicos de contato e ingestdo) foram majoritariamente empregados no controle
desta praga. Nesta ocasido, foram desenvolvidas as primeiras misturas entre neonicotindides
(imidacloprido) e piretroides (beta-ciflutrina) e, em 2005, uma nova mistura de tiametoxam
mais lambda-cialotrina passou a ser majoritariamente empregada (Sosa-Gomez e Silva 2010).

Inseticidas obtidos a partir da combinagdo de quimicos dos grupos piretroides e
neonicotindides sdo a base para o controle de percevejos na atualidade. No entanto, a
ineficiéncia causada pelo uso progressivo e continuo de agrotoxicos ao longo dos anos, torna
o controle de percevejos uma dificil tarefa (Sosa-Gomez et al. 2001; Romero 2007; Sosa-
Gomez et al. 2010). Este fato resulta na necessidade de se utilizar grandes quantidades e
diferentes combinagdes de inseticidas para o controle eficiente das populagdes de E. heros.
Todavia, esta tipica pratica pode contribuir para a selecdo de populacdes de insetos resistentes
(Sosa-Gomez et al. 2001, 2009, 2010), além de causar danos a saide humana ¢ ao meio
ambiente (Sosa-Gomez e Silva 2010).

Os primeiros problemas de ineficiéncia no controle do percevejo marrom da soja
ocorreram no inicio da década de 1990. Na ocasido, as falhas no controle em muitas lavouras

foram atribuidas a problemas de formulagdo do inseticida endossulfam, que era o inseticida
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mais utilizado na época. Entretanto, um estudo realizado por Sosa-Gémez et al. (2001) que
avaliou a agdo de diferentes inseticidas sobre populacdes geograficamente distantes de
percevejos marrom, relataram pela primeira vez que o percevejo Euschistus heros havia se
tornado resistente aos inseticidas.

Sosa-Gomez et al. (2009) conduziram um estudo de dose mortalidade em E. heros
coletados em campo, de populagdes das regides Central, Sudeste e Sul do Brasil, para avaliar
a suscetibilidade aos inseticidas acefato, metamidofos e endossulfan. A atividade da enzima
esterase também foi avaliada entre as populagdes, pelo fato desta enzima estar relacionada
com o mecanismo de desitoxicacdo metabdlica e resisténcia aos organofosforados. Nos
bioensaios de dose-mortalidade, houve variacdo significativa na suscetibilidade aos
inseticidas acefato e endosulfan entre as populagdes. A populacdo de percevejos de Londrina
(Centro de Pesquisa Embrapa-Soja — Norte do Parand) foi uma das mais suscetiveis, com alto
indice de mortalidade, enquanto que a popula¢dao de Pedrinhas Paulista (sudoeste do Estado
de S3ao Paulo) apresentou menor suscetibilidade, com baixo indice de mortalidade. Foi
observada uma variagdo significativa entre as populagdes quanto a atividade de esterases,
onde a populagdo de Pedrinhas Paulista obteve os mais altos niveis de esterases enquanto a
populacdo de Londrina obteve os niveis mais baixos. Esta diferenca na suscetibilidade entre
as populagdes pode estar relacionada ao fato deste percevejo apresentar limitada capacidade
de dispersao, sugerindo que as populagdes geograficamente distantes podem estar expostas a
diferentes fatores e concentragdes de agrotdxicos (Sosa-Gomez et al. 2004, 2009). Como
consequéncia, populacdes de diferentes regides podem apresentar distintos niveis de
suscetibilidade e resisténcia, de acordo com a condi¢do a qual estdo expostas.

A resisténcia a quimicos ¢ um fendomeno amplamente observado em centenas de
espécies de importancia médica, urbana e agricola (Sosa-Gomez et al. 2010; Zhu et al. 2013;

Gordon et al. 2014), e tem sido considerada uma das principais razdes para a elevada
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prevaléncia destas espécies ao longo dos anos. A resisténcia pode ser definida como o
desenvolvimento da habilidade de um organismo, em tolerar doses de um produto téxico, que
normalmente seriam letais para a maioria dos individuos de uma populacdo de uma mesma
espécie (Who, 1957 apud Liu et al. 2006).

Os mecanismos fisioloégicos e bioquimicos associados a resisténcia a inseticidas
podem evoluir ao longo do tempo (McKenzie 1996; Liu et al. 2006) de diferentes maneiras.
Ao interagir com o inseticida, o organismo pode desenvolver resisténcia gracas a
modificagdes na cuticula do tegumento ou no revestimento do trato digestivo, que impedem
ou reduzem a penetragdo dos inseticidas (Scott 1991; Zhu et al. 2013). Logo que o inseticida
entra no organismo, mecanismos de desintoxicacdo comeg¢am a atuar diminuindo a
concentragdo de inseticidas antes mesmo de atingirem os sitios alvos (Scott 1991; Mckenzie
1996; Liu et al. 2006). Em alguns casos, o inseticida pode ser excretado do organismo em
taxas extremamente aceleradas em populagdes resistentes (Argentine 1994).

Insetos resistentes também podem desenvolver mecanismos de insensibilidade ao sitio
alvo, reduzindo ou eliminando a afinidade de liga¢ao entre o inseticida e suas proteinas alvo
(Liu et al. 2006; Dong 2007). Um fendmeno comum presente em varias classes de insetos
resistentes ¢ a existéncia de multiplos mecanismos que operam simultaneamente (Liu e
Pridgeon 2002; Xu et al. 2005; Zhu et al. 2013). Tipicamente, uma combinacao de diversos
mecanismos fornece niveis significativamente maiores de resisténcia do que um mecanismo
atuando isoladamente (Scott 1991; Zhu et al. 2013).

Zhu et al. (2013) realizaram um estudo com populagdes de percevejos-da-cama, Cimex
lectularius (espécie hematofaga de grande importancia médica) suscetiveis e resistentes a
piretréides. A partir da técnica de RNA-seq e pela analise do transcriptoma, os pesquisadores
encontraram 14 marcadores moleculares associados a resisténcia aos inseticidas piretroides.

Esses marcadores foram testados e validados por RT-PCRq. O estudo revelou que a maioria
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dos genes associados a resisténcia sdo altamente expressos na camada epidérmica do
tegumento, a qual poderia impedir ou diminuir a acdo do inseticida antes mesmo de atingir o
sitio alvo no interior das células, onde ¢ possivel a existéncia de uma camada adicional de
protecao.

Portanto, estudos sobre as bases moleculares e morfologicas destas caracteristicas
adaptativas sdo de suma importancia para a compreensao da evolugdo dos mecanismos de
resisténcia e para a elaboragdo de estratégias sustentaveis e eficazes para o controle bioldgico

de pragas resistentes (Ffrench-Constant et al. 2004).

2.3 Aspectos citogenéticos do percevejo marrom

Uma das caracteristicas citogenéticas mais marcantes da subordem Heteroptera é a
presenca de cromossomos holocéntricos, também chamados holocinéticos. Diferente dos
cromossomos monocéntricos (que apresentam um Unico centrOmero), OS Cromossomos
holocéntricos ndo apresentam constri¢do primaria € a organiza¢ao do cinetocoro ¢ difusa e
ocorre ao longo de todo o cromossomo (Guerra et al. 2010; Melters 2012). Este tipo de
cromossomo parece tolerar mais facilmente eventos de quebra e fusdo cromossdmica, pois
permitem que os possiveis fragmentos cromossomicos gerados por quebras permanegam
vidaveis em divisdes celulares posteriores, aumentando assim, a chance de variagdo
cromossomica numérica (Hughes-Schrader 1961; Melters 2012).

Cromossomos holocéntricos ndo ocorrem exclusivamente nos heterdpteros, mas
foram observados também em outras ordens de insetos, aracnideos, nematoéides e em algumas
plantas (Melters, 2012). Os organismos que apresentam cromossomos holocéntricos,
comumente apresentam comportamento meidtico diferenciado para os bivalentes
autossOmicos € cromossomos sexuais. Durante a meiose, 0S Cromossomos sexuais sao
identificados a partir dos primeiros estagios da profase, porque sdo positivamente

heteropicnoticos. Durante a metafase I, os bivalentes autossdmicos se organizam em circulo
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com os univalentes sexuais em seu centro. Os cromossomos sexuais se posicionam lado a
lado e segregam como se fossem cromatides irmas na anafase 1. Portanto, a primeira divisao
meidtica € reducional apenas para os cromossomos autossomos, enquanto ¢ equacional para
os sexuais. Na metafase Il os cromossomos autossomos dispdem-se na periferia do eixo,
enquanto os sexuais formam um pseudo-bivalente. Na anafase II, X e Y segregam para pdlos
opostos, ou seja, a segunda divisdo ¢ reducional para os cromossomos sexuais (Melters,
2012).

O percevejo Euschistus heros apresenta numero diploide igual a 14 (2n = 12A + XY)
e sistema cromossomico sexual simples (XY/XX) (Rebagliati et al. 2005) e, até o momento,
0 comportamento meiodtico tipico para cromossomos holocéntricos tem sido relatado para
esta espécie (Souza e Itoyama, 2010). Dentro da familia Pentatomidae sdo relatadas
variagdes no numero cromossomico entre as diferentes espécies, que pode variar de 2n =6 a
2n = 27, no entanto, 85% das espécies at¢é o momento analisadas apresentam 2n = 14
(Rebagliati et al. 2005). Em relacdo aos sistemas de determinagdo sexual, 86,1% dos
heteropteros apresentam sistema de determinacdo sexual cromossomico simples (Papeschi e
Bressa, 2006).

Um importante marcador cromossomico ¢ a familia multigénica de DNA ribossdmico
(DNAr) 458, que tem sido amplamente utilizada para estudos de diferenciag@o cariotipica em
animais (Cabral-de-Mello et al. 2011; Bardella et al. 2013; Bueno et al. 2013). O DNAr 45S
esta organizado no genoma em multiplas copias repetidas em tandem, o qual é formado pelos
genes que transcrevem o RNA ribossomico 28S, 5,8S e 18S. Cada uma destas sequéncias ¢
separada uma da outra por espagadores transcritos internos (ITS) e cada cluster de DNAr 45S
¢ separado por espacadores transcritos externos (ETS) e por espagadores intergénicos (IGS)
(Long e Dawid 1980; Alves-Costa et al. 2006; Lopez-Flores e Garrido-Ramos 2012). A

técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), aplicada em cromossomos de animais e
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plantas, permite a localizagdo ¢ o mapeamento de seqiiéncias especificas de DNA nos
cromossomos, como por exemplo, a localizacdo dos sitios de DNA ribossémico (Cabral-de-
Mello et al. 2011; Bueno et al. 2013). Com o entendimento da distribui¢cdo e localizagdo
destes marcadores ribossdmicos ¢ possivel, também, estabelecer andlises comparativas entre
individuos de espécies iguais ou distintas, elucidar a organizagdo do genoma e identificar
possiveis rearranjos cromossomicos (Cabral-de-Mello et al. 2011; Bueno et al. 2013).

O DNA ribossomico 45S comumente localiza-se em posi¢des subterminais nos
cromossomos de insetos. Bueno et al. (2013), investigaram a localizagdo dos sitios de DNA
ribossomico 18S em gafanhotos da espécie Abracris flavolineata e¢ relataram uma ampla
distribuicdo deste DNAr entre os cromossomos ¢ todas as marcagdes foram terminais. Para
Euschistus heros foi relatado que o sinal de hibridizagdo do DNA ribossdmico 18S encontra-
se em posi¢do intersticial em apenas um par de bivalentes autossémicos (Bardella et al.
2013). Estes dados sdo muito interessantes porque apenas outras duas espécies da familia
Pentatomidae exibem sinais de DNAr 18S em posigao intersticial: Nezara viridula (Linnacus,
1758) (Papeschi et al. 2003) e Pyrrhocoris apterus (Linnaeus, 1758) (Grozeva et al. 2011).

Considerando a problematica da resisténcia aos inseticidas e o impacto agro-
econdmico de E. heros para a cultura da soja, os estudos citogenéticos convencionais e
moleculares, como o isolamento e a localizagdo de DNAs ribossomicos, podem contribuir

para esclarecer os mecanismos de agdo desses inseticidas no genoma desta espécie.

2.4 Morfologia testicular

A presenca de testiculos formados por um namero variavel de lobulos é uma
caracteristica dos heteropteros (Souza ¢ Itoyama, 2010). Os testiculos de Euschistus heros
possuem 6 l6bulos e s3o externamente delimitados por uma capstla conjuntiva (bainha
peritoneal) de coloragdo avermelhada. Apresentam uma regido distal (DR), menos

pigmentada, na qual se concentram maior nimero de espermatdcitos e uma regido proximal
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(PR), mais intensamente pigmentada, que se conecta ao ducto ejaculatorio (ED), onde
prevalece a ocorréncia de espermatozoides maduros (Figura 2).

Algumas espécies da familia Pentatomidae apresentam um lobulo testicular diferente
dos demais, classificado como harlequim. Comumente, no interior deste l6bulo atipico sao
encontrados espermatozoides heteromorficos e inférteis (Souza e Itoyama, 2010). Todavia, a
existéncia destes espermatozoides, pode estar relacionada ao fornecimento adicional de
nutrientes, especialmente nucleoproteinas para o desenvolvimento de ovos (Schrader 1960a,
1960b apud Souza e Itoyama, 2010).

Souza e Itoyama (2010) relataram que o 5° I6bulo de Euschistus heros apresentou-se
mais estreito em relagdo aos demais. Os autores mensuraram o diametro de 100 células e seus
respectivos nucleos em fase de paquiteno (profase I) e 100 células espermaticas de cada
I6bulo testicular, escolhidas aleatoriamente. O didmetro das células nos 16bulos 1, 2 e 3 foi
estatisticamente menor comparado ao diametro das células do loébulo 5, que por sua vez,
apresentou células menores do que as células nos l6bulos 4 e 6. Estes dados sugerem que as
diferengas morfologicas (ex: tamanho) entre os l6bulos de um mesmo testiculo, podem
resultar na formagao de gametas heterogéneos em E. heros. Dessa forma, conhecer a estrutura
desse tecido € extremamente importante para compreender a organizacdo dos gametas, bem

como elucidar mecanismos envolvidos com a reprodugdo nesse interessante grupo de insetos.
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(a) (b)

Figura 2. Testiculos de Euschistus heros envoltos externamente por uma tunica vermelha. Regido

proximal (PR) do ducto ejaculatorio (ED) mais intensamente pigmentada do que a regido distal (DR)
(a). Observe em (b) a presenga de 6 16bulos alongados, aproximadamente com o mesmo comprimento,

exceto pelo lobulo 5, que apresenta-se mais estreito (seta) Bar = Imm. (Foto: Souza e [toyama, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Considerando a importancia agro-economica de Euschistus heros na cultura da soja e a
necessidade de ampliar e aprofundar o conhecimento a respeito da resisténcia e
suscetibilidade deste percevejo, esse trabalho tem por objetivo geral uma analise integrada de
dados morfolégicos e cito-moleculares para uma melhor compreensdo dos mecanismos de

resisténcia nessa espécie.

3.2 Objetivos especificos

(1) Caracterizar morfologicamente os testiculos de percevejos selvagens, e selecionados
(resistentes e suscetiveis) com o inseticida tiametoxam+lambda-cialotrina;

(2) Avaliar o perfil morfologico e a integridade do tecido testicular, a partir de técnicas
histologicas;

(3) Analisar o comportamento meidtico dos cromossomos;

(4) Verificar a frequéncia dos espermatocitos (em diferentes estagios meidticos) nos
l6bulos testiculares em todos os grupos;

(5) Isolar, seqiienciar e localizar nos cromossomos os sitios de DNA ribossomico 18S.

(6) Comparar os dados obtidos com os existentes na literatura, a fim de elucidar possiveis

alteracdes a ocorréncia de resisténcia na espécie.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao das amostras e formacao dos grupos

Para este estudo, foram utilizados percevejos machos (adultos) selvagens (N=15) e
selecionados em laboratorio: linhagem resistente (N=15) e linhagem suscetivel (N=15). Os
percevejos selvagens foram coletados na base de estudos do Parque nacional do Iguagu (Foz
do Iguacu), enquanto que os percevejos resistentes e suscetiveis foram pré-selecionados em
laboratorio pela Embrapa Soja - Londrina/Parand. Os percevejos foram tratados com o
inseticida Engeo Pleno® (Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda.) que possui em sua
composi¢ao a mistura de dois ingredientes ativos: tiametoxam e lambda-cialotrina, durante 14
geragdes consecutivas e divididos em dois grupos: resistentes e suscetiveis, por meio de testes

enzimaticos e ensaios de dose-mortalidade estipulados por Husch e Sosa-Gomez (2014).

4.2 Criacdo dos insetos e preparacdo das amostras

Os percevejos adultos de Euschistus heros foram fornecidos pelo Laboratorio de
Biologia Molecular de Artropodes e Entomopatdogenos da Embrapa Soja (CNPSO) de
Londrina-Parana, Brasil.

A criagdo de percevejos Euschistus heros em laboratério teve inicio a partir de
individuos coletados em campos de soja de diversos municipios do Estado do Parana, Sao
Paulo e Goids. Os percevejos foram mantidos em camaras climatizadas com controle de
temperatura, umidade e fotoperiodo, de acordo com os protocolos definidos por Corréa-
Ferreira e Panizzi (1999). Os percevejos adultos de E. heros foram mantidos em sala de
criacdo com temperatura controlada sob 26° £+ 1°C, (60 U.R. £ 10%) ¢ fotoperiodo de 14h, em
recipientes plasticos (19cm x 22cm x 26cm) de aproximadamente 8 Litros. Para a alimentacao
dos insetos foram utilizados grios de soja (Glycine Max), vagens de feijao (Phaseolus

vulgaris L.) e amendoim (Arachis hypogaea L.). O recipiente foi recoberto por uma tampa
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pléstica contendo uma tela de malha fina para permitir a aeracdo. Apds a postura, os ovos
foram recolhidos e colocados em placas de Petri de 9 cm de diametro, forradas com papel de
filtro e acondicionadas em camaras do tipo B.O.D., sob as mesmas condi¢des de temperatura,
umidade relativa e fotoperiodo citadas anteriormente. A partir do segundo estagio de
desenvolvimento, as ninfas foram transferidas para os recipientes plasticos, contendo a mesma
dieta alimentar dos adultos. A manutencdo e o tratamento dos percevejos foram realizados
pela Embrapa, trés vezes por semana, para evitar a proliferacao de fungos (Corréa-Ferreira e

Panizzi 1999; Panizzi et al. 2000; Meiga et al. 2007).

4.3 Pressédo de selecdo e inseticida

Para a selegdo de linhagens resistentes e suscetiveis foram realizados bioensaios
periodicos utilizando o inseticida Engeo ™ Pleno®. Este inseticida pertence ao grupo quimico
dos neonicotindides e piretroides (Tiametoxam + Lambda Cialotrina), sendo classificado
como inseticida sistémico de contato e ingestdo. Todos os bioensaios foram realizados pela
Embrapa-soja, por Husch e Sosa-Gomez (2014).

Para realizar os bioensaios e discriminar a resposta de suscetibilidade foi estabelecida a
suspensio comercial, contendo a mistura de tiametoxam (141 g.L™") + lambda-cialotrina (106
g.L") (Engeo™ Pleno®, Syngenta Prote¢io de Cultivos Ltda.), de acordo com Sosa-Gomez
et al. (2011). Cada percevejo adulto foi tratado com 2ul. da mistura (0,0846ug de tiametoxam
+ 0,0636pug de lambda-cialotrina) topicamente no pronoto (primeiro segmento do térax do
percevejo), com o auxilio de um microaplicador (Burkard Manufacturing Co. Ltd.
Rickmansworth, Hertfordshire, WD31PJ, England). Apos tratamento, os percevejos foram
mantidos em frascos esterilizados com condi¢des de umidade, temperatura ¢ fotoperiodo
controlados (Sosa-Gomez e Silva, 2010). A mortalidade foi avaliada ap6s 48h. Os insetos
foram considerados mortos quando houve auséncia de movimento ao serem pressionados com

a pinga entomologica. Os dados de mortalidade foram corrigidos pela formula de Henderson e
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Tilton (1955) e comparados pelo teste de Dunn (P < 0.05), utilizando-se para as analises o

programa Sigmaplot para Windows 11.0 (www.systat.com).

4.4 Material bioldgico e preparacfes cromossdmicas

Os insetos machos, de todos os grupos, foram conduzidos ao laboratorio de
citogenética animal (LACA) da Universidade Estadual de Londrina, onde foram pesados e
imediatamente eutanasiados para obten¢do dos testiculos, que foram dissecados e fixados em
solugdo de metanol e acido acético (3:1), e armazenados em freezer a -20°C, até o momento
das analises. Para a confec¢do das laminas, o material foi incubado em acido acético 45% por,
aproximadamente, 20 minutos e submetido a técnica de esmagamento. As laminulas foram
removidas ap6s congelamento em nitrogénio liquido e as laminas secaram ao ar. Apds a

preparagdo, as laminas foram coradas com Giemsa 4%.

4.5 Analises histoldgicas e inclusédo de tecidos em historresina

Amostras testiculares (N=4) de percevejos selvagens e selecionados (suscetiveis e
resistentes) foram coletadas e imediatamente fixadas em karnovysky. Apods a fixacdo, os
tecidos foram mantidos em alcool 70% até o momento da inclusdo e do processamento. As
amostras foram incluidas em historresina Leica® para posterior analise morfologica. Cortes
histologicos (3um) foram obtidos em micrétomo e corados com Hematoxilina-Eosina (H.E),
segundo o protocolo descrito por Bancroft e Steven (1996).

4.6 Extracdo de DNA e caracterizacdo do DNA ribossémico 18S

Para a extragdo de DNA e caracterizagdo do DNA ribossémico 18S foi selecionado
um percevejo adulto de Euschistus heros selvagem, proveniente do Parque Nacional do
Iguacu. Este local foi escolhido por ser uma regido de preservagdo ambiental, possibilitando,

assim, a coleta de exemplares livres da agdo de inseticidas.
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A extracao de DNA foi realizada segundo o protocolo fenol/cloroféormio. O DNAr 18S
foi amplificado utilizando os primers 18S Forward 5> CCTGAGAAACGGC TACCACATC-
3’ e 18S Reverse 5’- GAGTCTCGTTCGTTATCGGA-3’, relatado por Whiting et al. (2002).
A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada para um volume final de 25uL,
contendo 1pL (100ng) de DNA da amostra, 1pL de cada primer (100mM) e 12,5uL de Go
Taq® Green Master Mix (Promega). O programa da PCR consiste em um primeiro passo a
94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por
1 minuto e um passo final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram clonados utilizando o Kit pGEM®-T and pGEM®-T Easy
Vector Systems (Promega) com células competentes de E. coli TOP 10, seguindo as
especificagdes do fabricante. Todas as clonagens foram realizadas em triplicata. Os clones
selecionados foram sequenciados por seqiienciador automatico 3500xL (Applied Biosystems).
A limpeza, a determinag¢do da qualidade das sequéncias e a constru¢do dos contigs foram
realizadas pelo software Phred-Phrap Consed. As sequéncias consensos foram submetidas aos
programas (1) CENSOR para procura de elementos de DNAs mobveis

(http://www.girinst.org/censor/index.php) e (2) RepeatMasker para busca de classes de DNA

repetitivo  (http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker) e comparada com
outras sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank através da ferramenta BLAST

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

4.7 Hibridizacao fluorescente in situ (FISH)

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) foi realizada segundo o protocolo de Pinkel
et al. (1986) em, pelo menos, 2 individuos de cada grupo: selvagem, resistente e suscetivel. O
clone selecionado, pEh18S, contendo a sequéncia parcial do rDNA 18S foi marcado com

digoxigenina-11dUTP por nick translation (Dignick translation Roche).
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As laminas foram tratadas com 50uL do Mix de hibridacao contendo 7,5uL da sonda
marcada, 30uL formamida 50%, 12uL polyethylene glycol 50%, 16uL 20x SSC. A
desnaturacdo dos cromossomos foi realizada em formamida 70%, a 70°C por 4 minutos em
banho-maria. A hibridizagdo ocorreu overnight por 16 h a 37°C em camara Uimida. Para
detecgdo do sinal, foi utilizado 1uL de anti-digoxigenina rodamina em 49uL. BSA 5%. Apos
as lavagens pos-deteccdo, cada lamina foi montada com meio de montagem contendo 25uL

de DABCO, 3uL de DAPI e 3uL de MgCI2 (50 mM).

4.8 Caracterizacao dos lébulos testiculares

Para a caracterizagdo dos l16bulos testiculares, foi avaliada a frequéncia das células
espermaticas em diferentes estdgios meidticos no interior de cada 16bulo do testiculo. Para
tanto, foi selecionado um exemplar adulto de cada grupo (N=1), o qual teve um unico
testiculo retirado. Cada 16bulo testicular foi individualmente dissecado e submetido a técnica
de esmagamento em lamina para obtengao das células espermaticas. Foi realizada a contagem
de aproximadamente 1000 células (em diferentes estagios meiodticos) por lobulo testicular de

cada grupo, totalizando 6000 células por testiculo.

4.9 Aquisicao e analise das imagens

As laminas submetidas a coloragdo convencional com Giemsa 4% e a hibridizagao in
situ foram analisadas em fotomicroscopio de fluorescéncia Leica DM 4500 B equipado com
uma camera DFC 300FX e software Motic Images Plus 3.2. As imagens dos cromossomos

foram adquiridas separadamente em filtros especificos para cada fluor6foro.
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Capitulo 1- Artigo Cientifico

Caracterizacdo morfologica de tecidos germinativos e comportamento
meidtico em populagdes de Euschistus heros (Heteroptera: Pentatomidae)
selecionadas com tiametoxam e lambda-cialotrina

Esse artigo serd submetido ao periddico Agricultural and Forest Entomology
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Resumo

Euschistus heros é uma das espécies pragas mais importantes que ocorrem nas lavouras de
soja do Brasil. Diversas estratégias de controle por meio de inseticidas quimicos tém sido
utilizadas, no entanto, as continuas aplicacoes e as progressivas doses empregadas
contribuiram para a selecao de diferentes mecanismos de resisténcia. Entretanto, pouco se
sabe sobre o comportamento meiotico dessa espécie e se alteragdes cromossdmicas €
morfologicas testiculares estdo relacionadas a condi¢do de resisténcia. Logo, o objetivo deste
estudo foi analisar a morfologia testicular, o perfil citogenético dos meidcitos e a localizagao
do DNA ribossomico 18S (DNAr 18S) em grupos selvagens e selecionados (suscetiveis e
resistentes) com o inseticida Engeo Pleno, de percevejos Euschistus heros (E. heros), para
identificacdo de possiveis alteracdes morfologicas e cromossOmicas. Para tanto, 45
exemplares de E. heros foram divididos em 3 grupos (N = 15/grupo): selvagens, suscetiveis e
resistentes. As andlises histoldgicas confirmaram a presenga de 6 lobulos testiculares em
todos os grupos, sendo o 5° l6bulo menor em relagdo aos outros. O nimero cromossdmico
observado foi de 2n = 14 (12A + XY), ndo sendo evidenciadas alteragdes nas divisdes
meidticas ou quebras cromossomicas. O DNAr 18S foi localizado em um unico bivalente
autossdmico em posi¢do intersticial para todos os grupos, sendo observado heteromorfismo de
tamanho nesses sitios. As contagens dos meiocitos evidenciaram a predominancia de
espermatozdides em todos os loébulos para todos os grupos. Os resultados indicam que a
capacidade de resisténcia, possivelmente, ndo estd associada a modificagdes morfoldgicas
testiculares e alteragdes citogenéticas em nivel cromossdmico em E. heros. A analise conjunta
de diferentes ferramentas permitiu concluir que ndo houve alteragdo na reprodugdo dos

machos na formagao dos gametas para ambas linhagens resistentes e suscetiveis.

Palavras-chave: Percevejo marrom, Resisténcia, Citogenética, Morfologia testicular, DNAr

18S.
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Introducéo

O percevejo marrom Euschistus heros (Heteroptera: Pentatomidae) ¢ uma das espécies
pragas mais recorrentes nas lavouras de soja do Brasil (Sosa-Gomez e Silva, 2010). Diversas
estratégias de controle por meio de inseticidas quimicos tém sido utilizadas na tentativa de
reduzir os prejuizos causados por esta espécie, no entanto, as continuas aplicagdes e as
progressivas doses contribuiram para o desenvolvimento de diferentes mecanismos de
resisténcia em varias populagdes de E. heros (Sosa-Goémez et al., 2001; Sosa-Gomez et al.,
2009; Sosa-Goémez e Silva, 2010), configurando assim, um grande problema para a
agricultura mundial.

A resisténcia a inseticidas pode ser considerada um modelo conciso de selecao natural,
pois o uso intensivo de inseticidas pode induzir o acimulo de diversos mecanismos de
resisténcia nos exemplares sobreviventes (Zhu et al., 2013), incluindo modificagdes
metabolicas associadas as enzimas citocromo P450, glutationa S-transferases, e esterases (Liu
et al., 2006; Zhu et al., 2013; Hegeto et al., 2015). Por exemplo, Zhu et al. (2013)
identificaram 14 genes associados a resisténcia, (entre eles: enzimas P450s, esterases,
glutadiona S-transferase, proteinas cuticulares e transportadores de membrana) em
percevejos-de-cama, Cimex lectularius. Os autores também mostraram que a maioria desses
genes foi altamente expressa na camada epidérmica, indicando que tais alteracdes podem
atenuar a penetracdo de inseticida até os sitios alvos das células nervosas — local de acao de
inseticidas.

Adicionalmente, Hegeto et al. (2015) demonstraram distintos padrdes das enzimas
esterases 2 ¢ 4 em linhagens de percevejos Euschistus heros expostas e ndo-expostas ao
inseticida Engeo™ Pleno, indicando que modificagdes nestas enzimas podem estar associadas
ao mecanismo de resisténcia a xenobioticos. Coletivamente, os resultados destes estudos
sugerem que modificacdes metabolicas podem contribuir para promogao dos mecanismos de

resisténcia.
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No entanto, at¢é o momento, nenhum estudo investigou se alteracdes citogenéticas e
morfoldgicas em tecidos germinativos também podem contribuir para aprimoramento dos
mecanismos de resisténcia em percevejos. Considerando que a exposicdo a inseticidas
piretrdides pode afetar a funcdo e estrutura testicular em roedores (Yuan et al., 2010;
Omotoso et al., 2014), ¢é possivel que tais alteragcdes também ocorram em insetos, e estejam
relacionadas a condicdo de resisténcia. Estudos envolvendo analises dos tecidos germinativos
podem contribuir para elucidar os mecanismos adaptativos de resisténcia aos diversos tipos de
inseticidas e, assim, favorecer o desenvolvimento de estratégias mais eficazes e sustentaveis
no controle desta espécie.

Portanto, os objetivos do presente estudo foram: (1) investigar possiveis alteragdes
morfologicas em tecidos germinativos de exemplares machos selecionados com o inseticida
Engeo Pleno (tiametoxam + lamba-cialotrina); (2) avaliar o comportamento meidtico dos
cromossomos ¢ a distribuicdo do DNAr 18S; e (3) analisar a frequéncia de distribuicdo dos
espermatocitos nos lobulos testiculares de grupos selvagens e selecionados (suscetiveis e
resistentes) de percevejos Euschitus heros. A hipotese deste estudo é de que as linhagens
selecionadas de E. heros resistentes ¢ suscetiveis apresentem diferengas morfologicas
testiculares e distinto padrao cromossomico de dist ribuicdo do DNAr 18S comparados a
linhagem selvagem. Também avaliamos se o inseticida empregado durante 14 geragdes
consecutivas na sele¢do de linhagens resistentes foi responsavel pela formacdo de gametas

geneticamente desbalanceados nestes grupos.
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Material e Métodos
Selecdo da amostra e grupos experimentais

Foram utilizados percevejos machos (adultos) selvagens (N=15) e selecionados em
laboratoério: linhagem resistente (N=15) e linhagem suscetivel (N=15). Os percevejos
selvagens foram coletados na base de estudos do Parque nacional do Iguagu (Foz do Iguacu),
enquanto que os percevejos resistentes e suscetiveis foram pré-selecionados em laboratorio
pela Embrapa Soja - Londrina/Parana. Os percevejos foram tratados durante 14 geragdes
consecutivas com o inseticida Engeo Pleno® (Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda.) que
possui em sua composicdo a mistura de dois ingredientes ativos: tiametoxam e lambda-
cialotrina. Posteriormente foram classificados em dois grupos: resistentes e suscetiveis, por
meio de testes enzimaticos e ensaios de dose-mortalidade, estipulados por Husch e Sosa-

Gomez (2014).

Material bioldgico e preparacdo da amostra

Os percevejos selvagens e selecionados foram trazidos ao laboratdrio de citogenética
animal (LACA), da Universidade Estadual de Londrina, onde foram imediatamente
eutanasiados para obtencao dos testiculos, que foram fixados em solugdo de metanol e acido
acético (3:1, v:v), e armazenados em freezer a -20° C até o momento das analises. Para a
confeccdo das laminas, o material testicular foi incubado em dacido acético 45% por,
aproximadamente, 20 minutos e submetido a técnica de esmagamento. As laminulas foram
removidas ap6s congelamento em nitrogénio liquido e as laminas secaram ao ar. Apds a

preparagao, as laminas foram coradas com Giemsa 4%.

Analises histoldgicas e inclusdo de tecidos em historresina

Amostras testiculares (N=4) de percevejos selvagens e selecionados (suscetiveis e

resistentes) foram coletadas e imediatamente fixadas em karnovysky. Apods a fixacdo, os
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tecidos foram mantidos em dlcool 70% até o momento da inclusdo e do processamento. As
amostras foram incluidas em historresina Leica® para posterior analise morfologica. Cortes
histologicos (3um) na altura da regido distal dos testiculos foram obtidos em microtomo e

corados com Hematoxilina-Eosina (H.E), segundo o protocolo descrito por Bancroft e Steven

(1996).

Extracdo de DNA e caracterizacdo do DNA ribossdmico 18S

Para a extragdo de DNA e caracterizagdo do DNA ribossémico 18S foi selecionado
um percevejo adulto de Euschistus heros selvagem, proveniente do Parque Nacional do
Iguacu. Este local foi escolhido por ser uma regido de preservagdo ambiental possibilitando,
assim, a coleta de exemplares livres da agdo de inseticidas.

A extragdo de DNA foi realizada segundo o protocolo fenol/cloroférmio. O DNAr 18S
foi amplificado utilizando os primers 18S Forward 5> CCTGAGAAACGGC TACCACATC-
3’ e 18S Reverse 5’- GAGTCTCGTTCGTTATCGGA-3’, relatado por Whiting et al. (2002).
A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada para um volume final de 25uL,
contendo 1pL (100ng) de DNA da amostra, 1pL de cada primer (100mM) e 12,5uL de Go
Taq® Green Master Mix (Promega). O programa da PCR consiste em um primeiro passo a
94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por
1 minuto e um passo final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram clonados utilizando o Kit pGEM®-T and pGEM®-T Easy
Vector Systems (Promega) com células competentes de E. coli TOP 10, seguindo as
especificagdes do fabricante. Todas as clonagens foram realizadas em triplicata. Os clones
selecionados foram sequenciados pelo seqiienciador automatico 3500xL (Applied
Biosystems). A limpeza, a determinacdo da qualidade das sequéncias e a construgdo dos
contigs foram realizadas pelo software Phred-Phrap Consed. As sequéncias consensos foram

submetidas aos programas (1) CENSOR para procura de elementos de DNAs moveis
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(http://www.girinst.org/censor/index.php) ¢ (2) RepeatMasker para busca de classes de DNA

repetitivo  (http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker) e comparada com

outras sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank através da ferramenta BLAST

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

Hibridizacao fluorescente in situ (FISH)

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) foi realizada segundo o protocolo de Pinkel
et al. (1986) em, pelo menos, 2 individuos de cada grupo: selvagem, resistente e suscetivel. O
clone selecionado, pEh18S ¢ contendo a sequéncia parcial do DNAr 18S foi marcado com
digoxigenina-11dUTP por nick translation (Dignick translation Roche).

As laminas foram tratadas com 50uL. do Mix de hibridagdo, contendo 7,5uL. da sonda
marcada, 30uL formamida 50%, 12uL polyethylene glycol 50%, 16uL 20x SSC. A
desnaturacdo dos cromossomos foi realizada em formamida 70%, a 70°C por 4 minutos em
banho-maria. A hibridizagdo ocorreu overnight por 16 h a 37°C em camara Uimida. Para
detecgdo do sinal, foi utilizada 1pL de anti-digoxigenina rodamina em 49ul. BSA 5%. Apos
as lavagens pos-deteccdo, cada lamina foi montada com meio de montagem contendo 25uL

de DABCO, 3uL de DAPI e 3uL de MgCI2 (50 mM).

Caracterizacao dos lobulos testiculares

Para a caracterizagdo dos l16bulos testiculares, foi avaliada a frequéncia das células
espermaticas em diferentes estdgios meidticos no interior de cada 16bulo do testiculo. Para
tanto, foi selecionado um exemplar adulto de cada grupo (N=1), o qual teve um unico
testiculo retirado. Cada 16bulo testicular foi individualmente dissecado e submetido a técnica
de esmagamento em lamina para obtengao das células espermaticas. Foi realizada a contagem
de aproximadamente 1000 células (em diferentes estagios meiodticos) por lobulo testicular de

cada grupo, totalizando 6000 células por testiculo.
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Aquisicdo e andlise das imagens

As laminas submetidas a coloragdo convencional com Giemsa 4% e a hibridizagao in
situ foram analisadas em fotomicroscopio de fluorescéncia Leica DM 4500 B equipado com
uma camera DFC 300FX e software Motic Images Plus 3.2. As imagens dos cromossomos

foram adquiridas separadamente em filtros especificos para cada fluor6foro.
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Resultados

Todos os grupos de percevejos E. heros apresentaram similar caracteristica
morfoldgica testicular, incluindo 2 testiculos em formato de bastdo (~ 2mm), e recobertos
externamente por uma camada de tecido conjuntivo avermelhada denominada bainha
peritoneal (Figura la, b). O tamanho dos testiculos foi similar entre os grupos. Cada testiculo
apresentou 6 ldbulos, no entanto, comumente o quinto lobulo exibiu menor espessura em
relacdo aos demais (Figura 2a, b, ¢).

As andlises histologicas confirmaram a presenca de 6 lobulos testiculares, envoltos
externamente por uma capsula conjuntiva denominada bainha peritoneal vermelha (Figura 2a,
b, e, f). Abaixo desta membrana, uma fina camada de tecido conjuntivo emite septos entre os
l6bulos, separando-os em compartimentos individualizados (Figuras 2a, b, c, d, e, f, g). Cada
l6bulo é composto por inimeras células cisticas, que por sua vez, envolvem milhares de cistos
de espermatogdnias e cistos de espermatocitos (Figuras 2b, ¢, d, f, g, h). A histologia
testicular foi semelhante entre os percevejos selvagens, resistentes e suscetiveis e confirmou
em todos estes grupos a presenca do 5° l6bulo menos espesso (Figura 2a, b, ¢). Foi observado
a presenca de cistos espermatogoniais, cistos de espermatdcitos (Figura 2d, h) e
espermatozdides maduros (dados ndo mostrados) em todos os lobulos testiculares analisados.

Analises citogenéticas convencionais confirmaram que todos os exemplares de E.
heros apresentaram numero diploéide 2n=14 (12A + XY), sistema de determinag@o sexual
simples (XX/XY) com o cromossomo X maior que o cromossomo Y (Figura 3c,d, g, h, kel).
Em paquiteno todos os exemplares resistentes e suscetiveis, incluindo o selvagem,
apresentaram os autossomos formando bivalentes € 0s cromossomos sexuais como uma
regido heteropicnotica positiva. (Figura 3a, e, 1). Em metéafase I todos os bivalentes alinharam-
se na placa equatorial, incluindo os cromossomos sexuais que foram heteropicnoticos

negativos (Figura 3c, g, k). Nas células em metafase II foi possivel observar os autossomos



46
formando bivalentes e os cromossomos sexuais formando um pseudobivalente na
conformacao touch-and-go (Figura 3d, h, ).

As contagens das células espermaticas no interior dos ldbulos testiculares
evidenciaram a predomindncia de espermatozodides em todos os lobulos (Figura 4). As
linhagens selecionadas apresentaram alta quantidade de células em profase I e intérfase
(Tabela 1), enquanto que os selvagens apresentaram maior quantidade de intérfase e profase |
respectivamente (Tabela 1). Os resultados demonstram que em todos os 16bulos, de todos os
grupos, existe a formagao de espermatozoides e que em todos eles ha meidcitos em diferentes
estagios (Figura 4). A quantidade de meiocitos em fase de diploteno, diacinese, anafase e
metafase I e II foi muito baixa, o que pode ser resultado da rapida transi¢do entre essas fases.
Metafases mitoticas foram observadas em todos os grupos (Figura 4), sendo predominante no
grupo suscetivel.

Pela técnica de FISH, foi possivel determinar o perfil da distribui¢do do DNAr 18S
nos diferentes grupos de E. heros. Para a hibridizagdo in situ utilizamos um fragmento de
DNAr 18S obtido por PCR a partir de um primer geral de artropode, que foi clonado e
sequenciado. A sequéncia consenso inserida no clone pEh18S apresentou comprimento de
1041 pb (Apéndice 1) e mostrou alta similaridade de 1034pb (99-98%) com a regido
conservada de DNAr 18S de diversas outras espécies de heterdpteros (Apéndice 2), tais como
Rhaphigaster nebulosa, Eurydema maracandica, Pentatomidae sp., Graphosoma lineatum,
Megacopta aff. Cribraria, além de outros depositados no GenBank (NCBI).

Quando o clone pEh18S foi marcado ¢ hibridizado nos cromossomos dos trés grupos
de percevejos, todos exibiram marcac¢des similares de hibridizagdo em um tUnico bivalente
autossomico (Figura 5), com os sinais de hibridizacdo em posicao intersticial. Em algumas

fases foi possivel visualizar claramente o heteromorfismo de tamanho entre os sinais de
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hibridizag¢ao, com algumas marcagdes apresentando quase o dobro do tamanho (Figura Sa, b,

c, e, f,g).
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Discussao

Este ¢ o primeiro estudo que investigou os padrdes morfologicos em tecidos
germinativos e o comportamento dos meidcitos em Euschistus heros machos de linhagens
selecionadas com tiametoxam e lambda-cialotrina, além de ser o primeiro estudo citogenético
realizado em exemplares selvagens de Euschistus heros provenientes do Parque Nacional do
Iguacu. A hipédtese deste estudo ¢ de que a morfologia testicular e o padrao cromossdomico de
distribuicdo do DNAr 18S poderiam ser distintos entre as linhagens selecionadas, comparados
a selvagem.

Analise morfoldgica e histolégica

Os resultados encontrados no presente estudo rejeitam a hipotese de que a morfologia
testicular e o padrio histolégico poderiam ser distintos entre os grupos. O tamanho dos
testiculos (~ 2mm) e o numero de lobulos (total: 6) foram similares entre os grupos
analisados, e consistente com prévios estudos que demonstraram a presenga de testiculos
compartimentalizados em lobulos (Souza e Itoyama, 2010a). Estes 16bulos podem variar em
quantidade nas espécies da familia Pentatomidae (de 3 a 8 lobulos, com maior prevaléncia de
7 lobulos) (Souza e Itoyama, 2010a).

Interessante notar que o 5° lobulo de todos os grupos apresentou uma espessura menor
em relagdo aos outros 16bulos, como previamente relatado por Souza e Itoyama (2010a) em
percevejos E. heros selvagens. Estes autores demonstraram que o 5° 16bulo apresenta menor
espessura comparado aos outros, e células espermaticas com maior diametro em relagdo as
células dos Iobulos 1, 2 e 3, ¢ menor didmetro em relagdo aos lobulos 4 ¢ 6. Nossos
resultados sugerem que esta caracteristica ¢ inerente a espécie E. heros, e que a mesma nao
foi afetada pela suscetibilidade e resisténcia, considerando que todos os exemplares estudados

até o momento exibiram o 5° 16bulo menor em relacdo aos demais.
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Outras espécies de Pentatomidae também apresentam um loébulo diferente, comumente
chamado de harlequim (Souza e Itoyama, 2010a; Rebagliati et al., 2005). Estes lobulos
geralmente apresentam em seu interior espermatozoides atipicos e/ou inférteis (Souza et al.,
2007; Souza et al., 2008; Souza e Itoyama, 2010a) com diferengas metabolicas significativas e
distintos padrdes morfoldgicos (como por exemplo, polimegalia, ou aumento do didmetro) —
como observado em Antiteuchus tripterus, Pentatomidae (Souza et al., 2007; Souza et al.,
2008). Estudos classicos mostram que a presencga destes lobulos pode estar relacionada ao
fornecimento adicional de nutrientes, especialmente nucleoproteinas para o desenvolvimento
de ovos (Schrader 1945, 1960a, 1960b apud Souza ¢ Itoyama, 2010a).

Embora nao haja relatos de espermatozoides inférteis em E. heros, tem sido
demonstrada a presenga de espermatozoides com tamanho e diametro diferentes (Souza e
Itoyama, 2010a). Cossolin (2015) descreve 3 tipos distintos de espermatozoéides para E.
heros, considerando a ultraestrutura e a morfologia destes gametas. O autor demonstra que
cada lobulo testicular ¢ responsavel pela produgdo de um tipo especifico de espermatozoide,
sendo que os loébulos 1, 2 e 3 produzem gametas do tipo 1, o 16bulo 5 do tipo 2 e os 16bulos 4
e 6 do tipo 3.

A formacdo de gametas heteromoérficos ocorre em diversos grupos de insetos e
consiste na produgdo diferencial de gametas por um mesmo organismo (Swallow e
Wilkinson, 2002) que podem variar em comprimento, didmetro e estrutura (Jamieson et al.,
1999; Swallow e Wilkinson, 2002; Souza ¢ Itoyama, 2010a). Em Hemiptera, o polimorfismo
espermatico ¢ bastante comum e ja foi identificado em diversas familias, incluindo a familia
Pentatomidae (Souza e Itoyama, 2010b; Aratjo et al., 2011). No presente estudo, os padrdes
estruturais ¢ morfologicos tipicos dos testiculos de E. heros ndo foram afetados pela
resisténcia e suscetibilidade, sugerindo que outros fatores podem estar associados a estas

condigoes.
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Analises citogenéticas

Similar a prévios estudos (Rebagliati et al., 2005; Souza e Itoyama, 2010; Bardella et
al., 2013), nossos resultados revelaram um padrdo normal de segregacdo dos cromossomos
entre os grupos estudados. Especificamente, os grupos apresentaram similar nimero dipléide
e sistema de determinacgdo sexual XY, com o cromossomo X maior que o cromossomo Y.
Estes resultados revelam um padrdo normal de comportamento meidtico e segregacao
cromossOmica nos grupos investigados, sugerindo que a resisténcia pode ndo estar associada a
alteracdes cromossdmicas durante a formacdo dos gametas. Além disso, a exposi¢ao
prolongada ao inseticida Engeo'™ Pleno ndo resultou em quebras cromossdmicas e os
meidcitos apresentaram equilibrio do conteudo cromossdémico, demonstrando que o composto
ndo apresentou a¢do nociva sobre a estrutura e segregacdo cromossomica.

Adicionalmente, foi avaliado o posicionamento e localizacdo do DNAr 18S como um
marcador citomolecular de alteragdes cromossomicas. A ocorréncia de sinais 18S em um
unico bivalente autossomico ¢ recorrente nas espécies de Pentatomorpha estudadas (Papeschi
et al., 2003; Cattani et al., 2004; Bressa et al., 2008; Bardella et al., 2010). Dentro da
infraordem Pentatomorpha, a localizagdo do DNAr 18S ja foi avaliada em pelo menos 35
espécies, das quais 30 apresentaram o DNAr localizado em cromossomos autossdmicos
(Papeschi et al., 2003; Cattani et al., 2004; Bressa et al., 2008; Bardella et al. 2010).

O posicionamento dos sitios de DNAr 18S ¢ altamente conservado na infraordem
Pentatomorpha, mesmo em espécies proximas que apresentam ampla variagdo no nimero
dipléide (2n), o posicionamento cromossomico do DNAr 18S ¢ comumente terminal
(Bardella et al., 2013), no entanto, apenas 3 espécies exibem marcacdes em posi¢ao
intersticial, incluindo Euschistus heros, Nezara viridula e Pyrrhocoris apterus (Papeschi et
al., 2003; Grozeva et al., 2011; Bardella et al., 2013). A ocorréncia de sitios de DNAr 18S em

posicdo intersticial parece estar relacionada a eventos de inversdo, uma vez que nio ha
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evidéncias de alteragdes no niimero cromossOmico nestas espécies e, portanto, pode ser
considerada uma caracteristica apomorfica em relagdo a outras espécies da infraordem
Pentatomorpha (Bardella et al.,, 2013). Nossos resultados suportam tais padroes
cromossomicos em populagdes suscetiveis e resistentes de E. heros, indicando que a condigdo
de resisténcia nao influencia os padrdes de posicionamento e localizagdo do DNAr 18S.

Além disso, nosso estudo verificou a presenca de heteromorfismo de tamanho nos
sitios de DNAr 18S em quase todas as fases meidticas. Esta caracteristica também foi
observada em estudos prévios em E. heros selvagens e em outras 13 espécies da infraordem
Pentatomorpha por Bardella et al. (2013) e indicam uma possivel associagdo com mecanismos
de duplicagdo e/ou crossing-over desigual. Tais achados s3o consistentes com o fato de que
variagdes nos sitios de DNAr podem ocorrer em tamanho e no homoélogo portador (Bressa et
al., 2008; Bardella et al., 2010; Bardella et al., 2013).

As contagens dos meidcitos revelaram que os espermatozdides representam o estagio
mais abundante em todos os 16bulos. Além disso, uma grande quantidade de intérfase e
profase I foi observada em todos os grupos. Isso pode estar relacionado com a propria fungao
do tecido, que ¢ a produgdo e armazenagem de gametas. Nossos dados demonstram que todos
0s grupos apresentam meiodcitos em diferentes estagios com numero diploide consistente com
a espécie, indicando que a fungdo reprodutiva dos machos sobre a formagdo dos gametas
permanece intacta.

Em conclusao, nossos resultados demonstram que a capacidade de resisténcia ndo esta
associada a modificagdes morfologicas em tecidos germinativos e alteracdes cromossomicas
em machos de E. heros, considerando que a estrutura reprodutiva apresentou-se intacta.
Estudos adicionais envolvendo analises funcionais e moleculares poderdo contribuir para o
entendimento dos possiveis mecanismos de resisténcia e, assim, possibilitar a eleboragdo de

estratégias eficazes para o manejo e controle desta espécie.
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FIGURAS

Figura 1. Testiculo de E. heros recoberto externamente por uma bainha de tecido conjuntivo com coloragdo avermelhada. a - regido distal (RD) menos
pigmentada e regido proximal (RP) do ducto ejaculatorio (DE), mais pigmentada. b - comprimento aproximado do testiculo em escala real (2 mm).
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Figura 2. Cortes histologicos em testiculos de E. heros suscetiveis (a, b, ¢, d) e resistentes (e, f, g, h), corados com Hematoxilina-Eosina. Corte transversal
em testiculos (a, e) evidenciando 6 16bulos (LB1, LB2, LB3, LB4, LB5 ¢ LB6). Note a menor espessura do 5° lobulo (a, b, ¢). Separando os 16bulos, uma
camada de tecido conjuntivo (TC) (b, c, d, f, g) e externamente a bainha peritoneal vermelha (BP) (a, b, e, f, g). Células cisticas (ccl, cc2, cc3) contendo
milhares de cistos espermatogoniais e cistos de espermatocitos (ci) em seu interior (b,f). Milhares de cistos de espermatdcitos (ci) no interior das células

cisticas (cc) (c, d, g, h).
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Figura 3. Analise citogenética convencional dos diferentes estagios meidticos de E. heros selvagens e selecionados com tiametoxam + lambda-cialotrina.
Grupo selvagem Parque Nacional do Iguagu (a-d); Resistentes (e-h); Suscetiveis (i-1). Paquiteno (a, e, 1); metafase mitotica (b, f, j); metafase I (c, g, k);
metafase II (d, h, 1). As setas indicam os cromossomos sexuais durante o paquiteno. As letras X e Y correspondem aos cromossomos sexuais X ¢ Y,

respectivamente. Barra = Sum.
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Figura 4. Distribuicdo dos diferentes estagios meiodticos no interior dos 16bulos testiculares nos grupos experimentais. Lobulol (a), 1obulo 2 (b), 16bulo 3 (c),
16bulo 4 (d), 16bulo 5 (e), 16bulo 6 (f).
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Figura 5. Localizagdo do sitio de DNAr 18S em cromossomos de E. heros suscetiveis (a, b, ¢, d), resistentes (e, f, g, h) e selvagens (i, j, k, 1). Em paquiteno
(a, b, e, f, i, j) os cromossomos exibem duas marcagdes que correspondem ao bivalente autossOmico. Algumas marcagdes apresentam evidente
heteromorfismo de tamanho (a, b, ¢, e, f, g). Em metafase I (¢, g, k) os cromossomos exibem quatro marcagdes, que correspondem as quatro cromatides. Em
metafase II (d, h, 1), & possivel identificar duas marcagdes, isto €, uma em cada cromatide. As setas indicam os cromossomos sexuais. Barra = Sum.




TABELA1

Tabela 1. Frequéncia dos estagios meioticos nos grupos experimentais.

Selvagem Suscetivel Resistente Total

N casos (%) N casos (%) N casos (%) N casos (%)

Intérfase 1759 (58,6) 324 (10,8) 917 (30,6) 3000 (100)
Profase I 1243 (35,1) 1111 (31,4) 1184 (33,5) 3538 (100)
Metéfase I ¢ II 574 (93.9) 17 (2.8) 20(3,3)  611(100)

Metafase mitética 96 (13,8)  415(59,7) 184 (26,5) 695 (100)

Espermatozoides 2328(22,9) 4133 (40,7) 3697 (36,4) 10158 (100)
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APENDICE A

Sequéncia consenso do fragmento de DNAr 18S contida no clone pEh18S

Sequéncia consenso do fragmento de DNAr 18S contida no clone pEh18S
>pEh 18S cl
>Contigl

CCCTTAGAGGGGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCACGCATATTACCCACTCCCGGCACG
GGGAGGTAGTGACAAAAAATAACGATACGGGACTCATCCGAGGCCCCGTAATCGGAATGAGAACA
CCCTAAATCCTTTAACGAGGATCTATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAG
CTCCAATAGCGTATATGAAAGTTGTTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGTTCTGCGTGCCACGCTGT
CGGTTCACCGCCTGTCGGTGCAACTGGCATGCCGTGGCATGTCCTGTCGGTGGCTGACGGGCTTCG
CTGCGCGCCCCGCTCGCTAACGCGTGTGTGGTCTACGCGCAGTGTTGTCCTCGTTGGCCGGCTCAAT
CCTACCGCGGTGCTCTTAAACGAGTGTCGAGGTAGGCCGACACTGTTTACTTTGAACAAATTAGAG
TGCTTCACGCAGGCTCTGAAAGCAGCCTGAATAGTGGTGCATGGAATAATGGAACAGGACCTTGGT
TCTATTTTGTTGGTTTCCGGAATCCAAGGTAATGATCAATAAGGACAGGCGGGGGCATTCGTATTG
CGACGTTAGAGGTGAAATTCTTGGATCGTCGCAAGACGTACTAGAGCGAAAGCATTTGCCAAGTAT
GTCTTAATTGATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACC
ATAAACGATGCCAGCCAGCGATCCGCCGATGTTCCTCCGATGACTCGGCGGGGAGCTTTCCCCGGG
AAACCAAAGCTTTTGGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGG
AAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAACCTCACCAGGCC
CGGACATTGGAAGGATTGACAGATCGATAGCTCTTTCTCGATTCAGTGGGTAGTGGTGCATGGCCG
TTCTTAGTTGGTGGACTGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTC
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APENDICE B
BLAST® Basic Local Alignment Search Tool

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blasin suite/ Formatting Results - X94D4BS7013

Formatting options
Download

Blast report description

185 _Eh_¢1
RID x94D4B57013 (Expires on 08-20 22:24 pm)
Query ID [cl|Query_34603 Database Name nr
Description 185 Eh_cl Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.32+

Query Length 1041

Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Color ICO}\‘ _fOI' alignment scores

|

Query




Descriptions

Sequences producing significant alignments:

APENDICE B (continuagio)

Description

R.nebulosa DNA for 18S ribosomal RNA

Eurydema maracandica 185 ribosomal ANA
gene, partial seguence

Pentatomidae sp. BYU ACHP008 188 ribosomal
RMA gene, partial sequence

Graphosoma lineatum 18s ribosomal RNA gene,
partial sequence

Megacopta aff. cribraria TW2 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Megacopta aff. cribraria CV2-2 18S ribosomal
RMNA gene, partial sequence

Megacopta cribraria isolate GA2-2 18S
ribosomal ENA gene, partial sequence
Megacopta cribraria haplotype GA1 188
ribosomal ENA gene, partial sequence

Megacopta aff. cribraria M1-1 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Megacopta aff. cribraria H1168-2 185 ribosomal
RNA gene, partial sequence

Onymocoris izzardi voucher 5448 185
ribosomal RNA gene, partial sequence

Hypogomphus sp. WCW-2003 185 ribosomal
RNA gene, partial seguence

Pentatomidae sp. JRC-2012 185 ribosomal
RMA gene, partial sequence

Tholosanus sp. WCW-2003 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Tessaratoma papillosa 185 ribosomal RNA
gene, partial sequence

Poecilocoris latus 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Notobitus meleagris 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Erthesina fullo 185 ribosomal RNA gene, partial
sequence

QOcirrhoe sp. WCW-20032 18S ribosomal RNA
gene, partial seguence

Riptortus pedestris genes for 18S rBNA, [TS1,
5.85 rRNA, [TS2, 285 rANA

Mictis fuscipes 185 ribosomal RNA gene, partial
sequence

Leptocorisa sp. HL-2004 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Aponsila montana 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Riptortus linearis 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Coleotichus costatus 185 ribosomal RNA gene,
partial sequence

Blaptostethoides esakii 185 ribosomal RNA
gene, partial seguence

Anoplocnemis binotata 185 ribosomal RNA
gene, partial seguence

Leptocorisa acuta 185 ribosomal RNA gene,
partial sequence

Megacopta cribraria 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Max
score

1842

1829
1807
1764
1762
1762
1762
1762
1759
1757
1751
1740
1735
1727
1724
1722
1705
1703
1703
1698
1698
1694
1694
1692
1683
1681
1681
1679

1679

Total
score

1842

1807
1764
1762
1762
1762
1762
1759
1757
1751
1740
1735
1727
1724
1722
1705
1703
1703
1698

1698

1694
1692
1683
1681
1681
1679

1679

Query
cover

98%

98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
95%
9%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
97%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

98%

E
value

0.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

Ident

99%

99%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

97%

97%

98%

97%

97%

97%

97%

97%

97%

97%

97%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

Accession
X89495.1
JX997807.1
DQ133578.1
Ugs33gn
KF356324.1
KF356307.1
KF356298.1
J0254888.1
KF356326.1
KF356332.1
EU683167.1
AY252278.1
JN797287.1
AY252279.1
AYB27312.1
AYB27311.1
AY627321.14
AY627315.1
AY252277.1
AB725684.1
AY627317.1
AY627320.1
AY627314.1
AY627324.1
AY252274.1
FJ914543.1
AYB27329.1
AY627322 1

AY827313.4
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