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GALLO, Raquel Bozini. Citogenética molecular aplicada ao estudo da evolugéo
cariotipica em belostomatidae (insecta: heteroptera). 2016. 67f. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

O género Belostoma, familia Belostomatidae, inclui os maiores heterdpteros e seus
representantes possuem habitos aquaticos e predatorios desempenhando papel importante
como agentes de controle bioldgico. Esse género é bastante numeroso e apresenta ddvidas
sobre sua evolucdo cariotipica, que envolve eventos de agmatoploidia e simploidia
cromossémicas, bem como sistemas multiplos e simples de determina¢do cromossémica do
sexo. Neste trabalho foram analisadas oito espécies do género Belostoma (B. candidulum, B.
cummingsi, B. dentatum, B. dilatatum, B. elongatum, B. horvathi, B. testaceopallidum e
Belostoma sp 1) de diferentes localidades do Brasil. As analises mei6ticas revelaram
caridtipos de 2n = 14+XY para B. horvathi, 2n = 22+XY para B. cummingsi, 2n = 26+X1XoY
para B. dentatum, B. elongatum e Belostoma sp 1 e 2n = 26+X;X2X3Y para B.
testacopallidum. Todas as espécies apresentaram cromossomos holocinéticos. Foram
observadas diferencas na distribuicdo da heterocromatina entre as espécies bem como a
composic¢do de bases dos blocos heterocromaticos (CMA3/DAPI). A sequéncia de DNAr 18S
foi extraida de B. horvathi e utilizada como sonda, esta apresentou alta similaridade com
outras sequencias depositadas no NCBI. Os clusters de DNAr 18S foram evidenciados tanto
noS Cromossomos sexuais quanto nos autossomos, formando assim quatro padrdes: i) nas
espécies com sistema sexual simples B. candidulum e B. horvathi foram encontrados blocos
Nnos Cromossomos sexuais, ii) nas espécies com sistema sexual mdaltiplo B. dentatum, B.
dilatatum, B. elongatum e B. testaceopallidum os genes de DNAr 18S foram evidenciados em
um par de autossomos iii) a espécie B. cummingsi que possui sistema sexual simples
apresentou marcacdes em um par de autossomos e um cromossomo sexual, iv) e a espécie B.
discretum possui sistema sexual maltiplo e apresentou blocos em dois cromossomos sexuais.
Os dados do presente trabalho e os da literatura nos levaram a propor uma nova hipotese de
evolucdo para o grupo, com um cariétipo ancestral com numero diploide baixo, sistema
simples de determinacdo sexual e Regido Organizadora de Nucléolo (RON) nos cromossomos
sexuais. A partir desse cariétipo teriam sido formados os demais caridtipos a partir de eventos
de agmatoploidias, simploidias e movimentacdo do DNAr 18S. Esses eventos puderam ser
confirmados pela andlise da heterocromatina por bandamento-C e pela técnica de Cot-1. O
cromossomo X de B. horvathi foi microdissectado e amplificado, e utilizado como sonda para
a analise de similaridade dos cromossomos sexuais entre as espécies. A Hibridizacao
Fluorescente in situ (FISH) realizada com a sonda gerada a partir do cromossomo X,
apresentou hibridizacdo uniforme por todo o corpo heteropicnotico positivo correspondente
ao cromossomo X em intérfase quando hibridizada na espécie de origem, e quando
hibridizada na espécie B. dentatum apresentou marcacdes discretas, podendo ser um indicio
de divergéncias na composi¢do dos cromossomos X entre as espécies com diferentes sistemas
de determinacdo sexual. Os dados do presente estudo ampliam o conhecimento sobre o grupo,
trazendo novas informagdes e uma nova hipétese de evolugdo cariotipica para o grupo.

Palavras-chave: Citogenética. DNAr. Evolucéo cariotipica. Cromossomos sexuais.



GALLO, Raquel Bozini. Molecular cytogenetics applied to the study of karyotype evolution
in belostomatidae (insect: heteroptera). 2016. 44p. Dissertation (Master’s degree in
Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The genus Belostoma, Belostomatidae family, includes the largest heteropteran and their
representatives have aquatic and predatory habits playing an important role as biological
control agents. This genus is quite large and has doubts about its karyotype evolution, which
involves chromosomal agmatoploidy and simploidy events as well as multiple and simple
chromosomal sex determination systems. This study analyzed eight species of the genus
Belostoma (B. candidulum, B. cumingsi, B. dentatum, B. dilatatum, B. elongatum, B. horvathi,
B. testaceopallidum and Belostoma sp 1) from different locations. The meiotic analysis
revealed karyotype 2n = 14 + XY to B. horvathi, 2n = 22 + XY to B. cummingsi, 2n = 26 +
X1X2Y to B. dentatum, B. elongatum and Belostoma sp 1 and 2n = 26 + X1X>X3Y to B.
testacopallidum. All species showed holokinetic chromosomes. The sequence of 18S rDNA
extracted from B. horvathi showed high similarity to other sequences deposited in the NCBI
and was used as a probe. Differences were observed in the distribution of heterochromatin
between species and the composition of bases of heterochromatic blocks (CMAs/ DAPI). The
18S rDNA clusters were evident in both sex chromosomes and in the autosomes, thus forming
four patterns: i) the species with simple sexual system B. candidulum. and B. horvathi were
found blocks in sex chromosomes, ii) the species with multiple sexual system B. dentatum, B.
dilatatum, B. elongatum and B. testaceopallidum 18S rDNA genes were found in a pair of
autosomes iii) the species B. cummingsi that has simple sexual system showed markings on a
pair of autosomes and one sex chromosome iv) and B. discretum has multiple sexual system
and blocks presented in two sex chromosomes. The present data and the literature led us to
propose a new hypothesis of evolution for the group, with an ancestral karyotype with low
diploid numbers, simple system of sex determination and the Nucleolar Organizing Region
(NOR) in the sex chromosomes. From that karyotype have been formed other karyotypes
from agmatoploidy events, simploidy and movement of the 18S rDNA. These events could be
confirmed by analysis of heterochromatin by C-banding and by Cot-1 technique. The X
chromosome of B. horvathi was microdissected and amplified, and used as a probe for the
analysis of sex chromosomes similarity between species. The fluorescence in situ
hybridization (FISH), performed with the probe generated from the X chromosome,
hybridization was uniformly throughout the body heteropycnotic positive corresponding to
the X chromosome in the interphase when hybridized species of origin, and when hybridized
the specie B. dentatum presented discrete markings, may be an indication of differences in the
composition of X chromosomes between species with different sex determination systems.
The data from this study extend the knowledge of the group, bringing new information and a
new hypothesis karyotype evolution for the group.

Key words: Cytogenetics. rDNA. Karyotype evolution. Sex chromosomes.
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INTRODUCAO

Ecossistemas aquaticos sdo parte fundamental de uma rede de interacédo
entre compartimentos terrestres e aquaticos, com organismos co-existindo nos dois ambientes.
A comunidade de macroinvertebrados bentdnicos é componente importante do sedimento de
rios e lagos, atuando como parte fundamental na dindmica de nutrientes, transformacao de
matéria e fluxo de energia (CALLISTO et al., 2001). Os macroinvertebrados aquaticos
apresentam uma grande diversidade taxondnima com representantes dos taxa Insecta,
Acarina, Crustacea, Gastropoda, entre outros (GULLAN; CRANSTON, 2008), sendo que, de
maneira geral, os insetos compreendem cerca de 75% de todos 0s organismos vivos do
planeta (RESH; CARDE, 2009).

O sucesso adaptativo dos insetos pode ser visto por sua diversidade e
abundancia, ampla distribuicdo e sua habilidade em colonizar a maior parte dos habitats
(RESH; CARDE, 2009). Dentre esses insetos destaca-se a subordem Heteroptera (ordem
Hemiptera) que possui mais de 38 mil espécies descritas distribuidas por todo o globo com
maior abundancia em regides tropicais e subtropicais (SCHUH; SLATER, 1995). A familia
Belostomatidae € uma das maiores de Heteroptera e seus representantes sdo comumente
conhecidos como “baratas d’agua”. Sdo insetos com hdbitos aquaticos e predatorios e

desempenham papel de agentes de biocontrole em seu habitat (SAHA et al., 2010).

Apesar da grande importancia ecolégica, 0s estudos sobre a organizacao
cromossdmica sdo escassos frente a diversidade do grupo, e pouco se sabe sobre a
organizacdo estrutural dos cromossomos de Belostomatidae. Todas as espécies analisadas até
0 momento apresentaram cromossomos holocinéticos, ou seja, cromossomos com cinetdcoro
difuso, caracteristica comum a todos os heteropteros (PAPESCHI; BRESSA, 2006). O
namero diploide observado varia entre 2n = 4 em Lethocerus sp. (CHICKERING, 1927,
1932) e 2n = 30 em diferentes espécies do género Belostoma (BARDELLA et al., 2012), e um
cariotipo modal de 2n = 29 = 26+X1X2Y (machos) (CHIRINO et al., 2013; CHIRINO;
BRESSA, 2014). As especies estudadas apresentaram sistema cromossémico de determinacéo
sexual, sendo que dentro do género Belostoma, foram descritos trés sistemas de determinagéo
do sexo diferentes: XX/XY; X1 X1 X2Xo/X1X2Y e X1 X1 XoXoX3X3/X1XoX3Y (BARDELLA et
al., 2012; CHIRINO et al., 2013; CHIRINO; BRESSA, 2014).
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Os dados sobre a familia Belostomatidae sdo praticamente restritos a
estudos convencionais. As analises moleculares, como a localizagdo de DNA ribossémico
18S, sdo escassas e foram aplicadas em apenas oito espécies (CHIRINO et al., 2013;
CHIRINO; BRESSA, 2014). A organizacdo em clusters dos DNAs ribossémicos faz com que
sejam marcadores cromossdmicos facilmente detectaveis e Uteis na elucidagdo de problemas
taxondmicos, de organizacdo genémica e variagdes cariotipicas (CABRAL-DE-MELLO et
al., 2011), podendo assim ajudar na compreensao da origem e evolucdo dos cromossomos em

diferentes espécies.

Principalmente devido a grande variedade de cari6tipos dentro da familia
Belostomatidae, e a pequena quantidade de estudos a respeito, ainda existem duvidas sobre
sua evolucdo cariotipicas. O pouco conhecimento de sua organizacdo genémica, como a
localizagdo dos DNAr e a formacdo e manutengéo dos diferentes sistemas de determinacéo
sexual sdo questdes interessantes a serem elucidadas. A associagdo das analises convencionais
e moleculares de novas espécies, com o0s dados ja existentes na literatura, pode trazer a

confirmacdo de hipoteses evolutivas, bem como o enriquecimento do conhecimento sobre o

grupo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos taxondmicos e bioldgicos

Hemiptera, o quinto maior grupo dos insetos (SCHUH; SLATER, 1995),
com cerca de 82.000 espécies descritas (ARNETT, 2000) é uma ordem de parametabulos
distinguidos principalmente por sua peca bucal sugadora Unica, com habitos alimentares

variando de fitofagia a predacéo, incluindo ectoparasitismo e hematofagia (FORERO, 2008).

Por muito tempo foi aceito que Hemiptera possuia duas subordens,
Heteroptera e Homoptera (BORROR; WHITE, 1970; BORROR et al, 1981) e evidéncias
morfologicas ressaltavam que Homoptera era provavelmente parafilético ou que seu
monofiletismo ndo era bem documentado (SCHLEE, 1969). Até o presente momento a
proposta mais aceita € a que a ordem Hemiptera seja composta pelas subordens
Sternorrhyncha, Auchenorrhyncha, Coleorrhyncha e Heteroptera (WEIRAUCH; SCHUH,
2011).

O estudo realizado por Wheeler et al. (1993) é o mais aceito sobre o nimero
de infraordens de Heteroptera e a relacdo filogenética entre elas, uma vez que traz dados
morfolégicos e moleculares utilizando 29 espécies. Seus resultados corroboram o proposto
por Schuh (1979), discordando apenas da posicdo de Leptodopodomorpha, considerado por
Wheeler et al. (1993) como grupo irmdo de Cimicomorpha + Pentatomomorpha (Fig. 1).
Sendo assim, as sete infraordens de Heteroptera sdo Enicocephalomorpha, Dipsocoromorpha,
Gerromorpha, Nepomorpha, Leptodopodomorpha, Pentatomomorpha e Cimicomorpha
(WEIRAUCH; SCHUH, 2011) (Fig. 1).

A familia Belostomatidae Leach, 1815, uma das familias de Nepomorpha, é
composta por aproximadamente 150 espécies descritas. Lauck e Menke (1961) subdividiram
Belostomatidade em 3 subfamilias, Horvathiniinae, Lethocerinae e Belostomatinae, utilizando
para isso aspectos da morfologia da genitalia masculina e algumas outras caracteristicas

morfol6gicas complementares.
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Wheeler et al. (1993)

' | ha '
— Enicocephalomorpha
L’ ) | /
—| —— Dipsocoromorpha a
L Gerromorpha K

~ r—— Nepomorpha ¢

Leptopodomorpha “ !

Cimicomorpha **

Figural-  Filogenia das infraordens de Heteroptera com base em
caracteres morfoldgicos e moleculares
Fonte: (WEIRAUCH; SCHUH, 2011)

No Brasil a subfamilia Horvathiniinae € representada apenas por
Horvathinae Montadon, 1911, a subfamilia Lethocerinae por Lethocerus Mayr, 1853,
(RIBEIRO, 2005) e a subfamilia Belostomatinae compreende seis dos oito géneros descritos
de Belostomatideos: Abedus, Belostoma, Diplonychus, Lymnogeton, Hydrocyrius e
Weberiella (LAUCK; MENKE, 1961; RIBEIRO, 2007; RIBEIRO; ALECRIM, 2008). O
género mais diverso da subfamilia Belostomatinae é o género Belostoma Latreille, 1807, que
inclui 74 espécies descritas (RIBEIRO, 2007), com grande representacdo na Regido Tropical
da América do Sul, principalmente na Colémbia, Brasil, Argentina e Chile (CHIRINO et al,
2013)

Algumas caracteristicas acentuadas podem ser ressaltadas neste grupo,
como o formato do corpo largo e ovalado, pernas modificadas para agarrar e um par de garras
reduzidas. Quanto ao comportamento reprodutivo, outra caracteristica marcante, é o cuidado
parental dos ovos, desempenhado pelo macho. (GULLAN; CRANSTON, 2008; RESH,;
CARDE, 2009).



110
111
112
113
114
115
116
117

118

119

120
121
122
123
124
125
126
127

128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

138
139
140

16

Os belostomatideos sdo insetos com habitos aquaticos e predatérios,
podendo se alimentar de larvas, girinos, pequenos peixes e, até mesmo, pequenos anfibios,
desempenhando assim um importante papel como agentes de controle biologico (SAHA et al.,
2010). Esses macroinvertebrados bentbnicos, sdo integrantes importantes nas comunidades de
rios, riachos e lagoas, pois, alem de exercerem papel de reguladores do sistema através da
predacdo, servem ainda de alimento para peixes e participam do fluxo de energia e da
ciclagem de nutrientes (ABILIO et al., 2007), 0 que os torna objeto interessante para estudos

relacionados com ecologia, sistematica e genética.

2.2 Aspectos citogenéticos

De todos os Heteropteros estudados, aproximadamente 1600 espécies
possuem dados citogenéticos, correspondendo a 4,2% das espécies descritas e dentre essa
pequena porcentagem, apenas 29 espécies de Belostomatidae possuem analises
cromossémicas, sendo a maioria restrita a analise convencional (PAPESCHI, 1988, 1994,
1996; BARDELLA et al., 2012). Os dados citogenéticos existentes para a familia revelam que
a maioria das espeécies apresenta individuos machos com ndmero cromossémicos variando de
2n = 4 em Lethocerus sp. (CHICKERING, 1927, 1932) a 2n = 30 em diferentes espécies do
género Belostoma (BARDELLA et al, 2012).

Na maioria dos Eucariotos as proteinas do cinetocoro ligam-se ao
cromossomo concentradas em um unico local, o centrdmero ou constricdo primaria. Em
alguns grupos, essas proteinas ligam-se ao longo de todo o comprimento do cromossomo, sdo
os chamados cromossomos holocinéticos caracterizados pela ligacao dispersa das proteinas do
cinetécoro e ndo formacdo da constricdo primaria (GUERRA et al., 2010). Esta disposicado
cinetocorica parece favorecer que eventos de fissdo e fusdo cromossémica sejam mais
facilmente aceitos, além de permitir que eventuais fragmentacGes cromossémicas
permanecam vidveis em subsequentes divisdes celulares. Desta maneira, a variagao
cromossdmica numérica inter e intraespecifica é selecionada positivamente se fixando nas
populagdes (HUGHES-SCHRADER; SCHRADER, 1961; MELTERS et al., 2012).

Os cromossomos holocinéticos foram observados em plantas, insetos,
aracnideos e nematoides (MELTERS et al., 2012). O fato de que os mais diferentes

organismos possuem cromossomos holocinéticos e considerando a presenca de cromossomos
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monocéntricos no Gltimo ancestral comum de todos os eucariotos, como uma hipo6tese mais
parcimoniosa, Melters et al. (2012) sugeriram que os cromossomos holocinéticos surgiram
independentemente 13 vezes durante a histdria evolutiva dos eucariotos. No reino Animal o0s
cromossomos holocinéticos sugiram nove vezes, sendo uma no filo Nematoda e oito no filo
Arthropoda (MELTERS et al., 2012).

Em todos os organismos com cromossomos holocinéticos, algumas
caracteristicas podem ser observadas, como a auséncia de constricdo primaria em prometafase
e metafase e migracéo paralela das cromatides em anafase mitética (GUERRA et al., 2006).
Entretanto, na anafase | da meiose, 0s cromossomos apresentam migracdo telocinética, e as
extremidades funcionais a cada ciclo sio ativadas de maneira aleatoria (PEREZ et al., 2000;
MELTERS et al., 2012).

Geralmente cromossomos holocinéticos, como os de Belostomatidae,
apresentam blocos heterocrométicos teloméricos, diferentemente do padrdo heterocromético
encontrado nos cromossomos monocéntricos, com heterocromatina pericentromérica e
telomérica (MOLA; PAPESCHI, 2006). Os estudos sobre a heterocromatina em Heteroptera,
revelam um padrdo classico de distribuicdo com blocos heterocromaticos teloméricos em
todos ou alguns cromossomos, além de alguns blocos intersticiais correspondentes as RONs
ou constrigcdes nucleolares (PAPESCHI; BRESSA, 2006).

No género Belostoma, ha diferencas quanto ao nimero e distribuicdo dos
blocos heterocromaticos. Belostoma dilatatum e Belostoma elongatum apresentam blocos
heterocrométicos terminais em todos os bivalentes com poucas marcagdes intersticiais
(BARDELLA et al., 2012), Belostoma gestroi e Belostoma orbiculatum apresentam pequenas
bandas terminais (CHIRINO; BRESSA, 2011; CHIRINO et al., 2013), Belostoma candidulum
apresenta apenas um bloco heterocromatico na regido de associa¢do dos cromossomos sexuais
(BARDELLA et al., 2012) e Belostoma bifoveolatum e Belostoma discretum possuem bandas
conspicuas terminais nos autossomos e 0s cromossomos Xs completamente heterocromaticos
(CHIRINO; BRESSA, 2011).

A constituicdo da heterocromatina evidenciada pelos fluorocromos DAPI
(regides ricas em AT) e CMAs (regibes ricas em CG), mostra diferencgas entre as especies do
género, onde sdo observadas espécies com apenas um bloco DAPI/CMA3* em um bivalente,
como em B. dilatatum; espécies que apresentam blocos DAPI/CMA3* nos cromossomos

sexuais, como em B. candidulum (BARDELLA et al., 2012) e espécies que apresentam blocos
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homogéneos para DAPI e CMA3 exceto por possuirem um bloco DAPI/CMAz" em um
bivalente médio e um bivalente grande respectivamente, como observado em B. elongatum e
B. gestroi (CHIRINO et al., 2013).

2.3 DNA repetitivo

Além dos genes de cdpia Unica, uma grande porcdo do genoma dos
eucariotos € formada por elementos de DNA repetitivo, que pode estar organizado em
repeticdes in tandem ou dispersas e ser altamente ou moderadamente repetitivo (CABRAL-
DE-MELLO et al.,, 2010). O DNA moderadamente repetitivo tem como principais
representantes as familias multigénicas que codificam os RNAs ribossémicos (RNAr) e as
histonas (BARDELLA, 2014; PIERCE, 2004). O DNA altamente repetitivo pode ser
encontrado in tandem representado por microssatélites, minissatélites e DNAs satélite
(DNAsat) e pode estar disperso pelo genoma como transposons e retrotransposons
(CHARLESWORTH et al., 1994).

Os genes nucleares que codificam as moléculas de RNA ribossémico
(RNAr) sdo distribuidos em duas familias multigénicas no genoma: uma delas representada
pelo DNA ribossomico (DNAr) 45S, composto pelos genes que transcrevem o RNAr 28S,
RNAr 18S e RNAr 5,8S sendo estas sequencias separadas entre si por espacadores transcritos
internos (ITS — Internal Transcribed Spacer ITS1 e ITS2) (CABRAL-DE-MELLO et al.,
2011) e cada cluster, ou unidade transcricional, de DNAr 45s separado por espacadores
transcritos externos (ETS — External Transcribed Spacer) (BARDELLA, 2014; PIERCE,
2004). A outra familia multigénica, corresponde ao gene que transcreve 0 RNAr 5s e as
sequencias desse gene sdo separadas por espacadores nao transcritos (NTS — Non-transcribed
Spacer) (LONG; DAWID, 1980; BARDELLA, 2014).

As familias multigénicas podem estar organizadas em clusters separados ou
associados, como ja foi descrito em artrépodes, anelideos, moluscos e peixes. A organizacao
em clusters dos genes de RNAr faz deles marcadores cromossdmicos facilmente detectaveis e
de grande utilidade, ajudando a elucidar variagdes cariotipicas e organizacdo genémica em
diversos grupos de eucariotos (CABRAL-DE-MELLO et al., 2011; BARDELLA et al., 2013).

Estudos acerca da localizacdo de DNAr em heteropteros tém evidenciado a

presenca de sitios tanto em autossomos quanto em cromossomos sexuais (CABRERO et al.,
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2003; CATTANI et al., 2004; BARDELLA et al., 2010). Em Belostomatidae apenas oito
espécies possuem dados sobre a localizagdo e nimero de sitios de DNAr 18S. Em B. oxyurum
e B. candidulum (CHIRINO; BRESSA, 2014) os sitios estdo localizados nos cromossomos
sexuais, em B. elegans em 1 par de autossomos (PAPESCHI; BRESSA, 2006), em
Lethocerus patruelis foram encontradas marcagdes nOS Cromossomos — sexuais
(KUZNETSOVA et al., 2012) e B. dentatum, B. elongatum e B. gestroi possuem 1 cluster
localizado em um par de autossomos (CHIRINO et al., 2013). Dessa forma, é importante
aumentar o numero de estudos para auxiliar na resolucdo das questfes evolutivas do grupo

com proposic¢des de possiveis hipoteses de diferenciacdo e evolugéo cariotipica.

2.4 Cromossomos sexuais

Diversos grupos de eucariotos possuem sistema de determinacdo sexual
diferenciado. Geralmente aceito que cromossomos sexuais diferenciados evoluem a partir de
um par de autossomos apds um membro desse par ter adquirido alguma funcdo de
determinacéo sexual (BRESSA et al, 2009). Em diversos organismos eucariotos 0s dois sexos
possuem constituicdo cromossdmica distinta. Na maioria dos casos um sexo é heterogamético
e possui um par de cromossomos morfologicamente diferentes e o outro € homogameético e
possui dois cromossomos idénticos. Os cromossomos sexuais diferenciados X e Y, por
exemplo, sdo diferentes genética e morfologicamente (BACHTROG, 2006).

Um passo considerado importante na evolucdo de cromossomos sexuais € a
restricdo de recombinacdo. E um evento chave necessario para que ocorra sua diferenciacio
molecular e morfoldgica, resultando na degeneracdo progressiva do cromossomo presente
apenas no sexo heterogamético, Y em sistemas com heterogamia masculina e 0 W em
sistemas com heterogamia feminina (BACHTROG, 2006; BRESSA et al., 2009).

A maioria dos dados sobre evolucdo de cromossomos sexuais em insetos €
obtida em Diptera e Lepidoptera. Nos dois grupos a meiose € aquiasmatica no Sexo
heterogamético, consequentemente 0s cromossomos Y ou W sdo ndo recombinantes desde o
principio de sua diferenciacdo (TRAUT et al, 1999). Em Heteroptera a meiose € geralmente
quiasmatica em ambos 0s Sex0s, mas 0S Cromossomos sexuais apresentam comportamento
aquiasmatico nos machos (TRAUT et al, 1999; BRESSA et al., 2009). Cromossomos sexuais
de Heteroptera séo perceptiveis a partir de estagios iniciais da meiose I nos machos, podendo
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ser vistos como corpos heteropicnoticos positivos (UESHIMA, 1979). Essa heteropicnose
positiva sugere que 0S cromossomos sexuais sdo heterocromaticos (BRESSA et al., 2009).

Grande parte dos sistemas cromossdmicos descritos em Heteroptera é de
sistemas simples, XX/XY (71,4%) e XX/X0 (14%), mas também sdo encontrados sistemas
maltiplos de determinagdo sexual (/XnXn XnY; XnXn/Xn0 € XX/ XYn, somando 13,5%), que
provavelmente sdo derivados de fragmentagdes dos cromossomos X ou Y ancestral dos
sistemas simples (PAPESCHI; BRESSA, 2006).

Em diferentes grupos s@o encontradas variacdes com relacéo os sistemas de
determinacdo sexual. O género Dysdercus (Pyrrhocoridae) possui uma grande variabilidade
quanto a sua constituicdo cromossdmica e sistemas de determinacdo sexual. Em seis espécies
neotropicais, por exemplo, sdo encontrados trés sistemas de determinacdo do sexo diferentes,
2n =14+X0 em D. honestus e 2n = 12+X0 em D. chaquensis, D. ruficollis e D. imitator; 2n =
14+X1X20 em D. peruvianus e 2n = 10+neoX neoY em D. albofasciatus (MOLA;
PAPESCHI, 1997).

No género Belostoma séo encontrados dois sistemas de determinacdo do
sexo, um simples e um mdltiplo, e em ambos os casos 0 sexo masculino é heterogamético
(BARDELLA et al., 2012; CHIRINO et al., 2013; CHIRINO; BRESSA, 2014) (TABELA
01). Neste género os bivalentes autossémicos sdo sindpticos e quiasmaticos e 0S cromossomos
sexuais assinapticos e aquiasmaticos. Em metéfase Il os cromossomos sexuais pareiam-se por
suas extremidades formando um pseudo-bivalente ou pseudo-polivalente, a chamada
conformagdo “Touch-and-go” (UESHIMA 1979; PAPESCHI; BRESSA 2006; BARDELLA
et al. 2012), isso ocorre, pois, a atividade cinética é restrita as regides terminais (MOTZCO;
RUTHMAN, 1984).

Papeschi e Bressa (2006), propuseram o cariétipo ancestral dos machos para
Belostomatidade como sendo 2n = 28 = 26+XY, do qual os cari6tipos com sistema de
determinacdo sexual mualtiplo (2n = 26+X1X2Y) e também os caridtipos menores (2n =
6+XY; 13+XY; 14+XY e 22+XY) teriam se originado, por fragmentacdo do cromossomo X
ancestral ou por fusdes cromossémicas, respectivamente. Estudos em diferentes espécies e
populagdes mostraram que um cromossomo X do sistema ancestral simples (XY), foi
“substituido” por dois cromossomos X um pouco menores nos individuos mutantes

(CHIRINO et al.,, 2013). Por outro lado, espécies com 0 nimero cromossémico menor,
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apresentam cromossomos maiores (PAPESCHI; BRESSA, 2006). Essa relacdo intraespecifica
representa uma evidéncia direta de que a origem dos sistemas multiplos passou por
fragmentacdes em Belostoma (CHIRINO et al., 2013).

A hipotese proposta por CHIRINO et al. (2013) baseada na localizacdo das
Regibes Organizadoras de Nucléolo (RONSs) e sua confirmacdo com a utilizacdo de sondas de
DNA ribossdmico (DNAr), sugere que existem dois padrdes para as espécies do género ja
estudadas: i) a RON localizada na regido terminal dos dois cromossomos sexuais em especies
com sistemas simples (XY), ii) RON localizada na regido terminal de um par de autossomos
em sistemas multiplos. Assim a localizacdo dos sitios de DNAr pode estar associada as

variag0es no sistema de determinagao sexual.

Essa hipoOtese sugere que uma fragmentacdo do cromossomo X Unico do
cariotipo ancestral (2n = 28 = 26+XY) resultou em um cari6tipo derivado 2n = 29 =
26+X1X2Y, presente em B. dentatum, B. elegans, B. elongatum e B.gestroi, e que fusdes de
autossomos e fusdes dos cromossomos sexuais (XY) com autossomos resultaram na reducao
do numero diploide (2n = 8,16) e no aumento dos cromossomos (CHIRINO et al., 2013). O
citétipo argentino de B. candidulum descrito por Chirino e Bressa, 2014, revelou um novo
ndmero diploide para o grupo, incrementando essa hipdtese e mostrando novas linhas

evolutivas, de um processo que continua acontecendo (Fig. 2).

Fusdes e fragmentacOes estdo entre os principais mecanismos de evolucdo
cariotipica até agora relatados em Heteroptera (PAPESCHI; BRESSA, 2006). Os
cromossomos de natureza holocinética e o comportamento aquiastmatico dos cromossomos
sexuais dos machos sdo os principais fatos que sustentam essas hipéteses (UESHIMA, 1979;
MANNA, 1984; THOMAS, 1987) por suportarem melhor esses eventos, possibilitando assim

uma constante variacao cariotipica.
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(B. dentatum, B. elegans, B. elongatum, B. gestioi,
and Argentinean cytotype of B. dilatatum)

2n =12 + XY
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(B. oxyurum) (B. micantulum, B. orbiculatum, B. plebejum, \ 2n=14 + X1X2Y

and Brazilian cytotype of B. candidulum)
(mutants of B. orbiculatum and B. plebejum)

FIGURA 2 — Esquema hipotético da evolugdo cariotipica em espécies do género Belostoma.

FONTE: CHIRINO; BRESSA, 2014
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Diante da grande diversidade de espécies e de sistemas de cromossomos
sexuais em Belostomatidae, e também devido ao baixo nimero de estudos no género e o
pouco conhecimento sobre a evolucdo dos cromossomos sexuais no grupo, 0 presente
trabalho tem como objetivo geral a caracterizacdo citogenética de diferentes espécies do

género Belostoma, com o emprego de técnicas convencionais e moleculares.

3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar citogeneticamente espécies do género Belostoma coletadas em diferentes

regides do Brasil;

- Isolar, amplificar e localizar o cromossomo sexual X da espécie B. horvathi;

- Isolar, caracterizar e localizar DNAs repetitivos pela técnica de Cot-1

- Isolar, caracterizar e localizar o DNA ribossémico 18S da espécie B. horvathi;

- Correlacionar os dados obtidos com a literatura a fim de elucidar as ddvidas quanto a

estrutura, origem e evolucao cariotipica de Belostoma.
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Capitulo 1

Uma nova abordagem sobre a evolugdo cromossdémica no

género Belostoma (Heteroptera: Belostomatidae)

Artigo a ser submetido a revista Biological Journal of the Linnean Society
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Uma nova abordagem sobre a evolu¢do cromossémica no género Belostoma

(Heteroptera: Belortomatidae).

RAQUEL BOZINI GALLOY, RACHEL COLAUTO MILANEZI AGUIAR!; LAURIVAL
VILAS-BOAS?; POLIANA ALVES SIDOL WOLF !; JOSE RICARDO INACIO RIBEIRO?,
ANA PAULA SCARAMAL RICIETTO? E RENATA DA ROSAL

Laboratério de Citogenética Animal - Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de
Londrina, Rod. Celso Garcia Cid/pr 445, KM 380, 86051-990, Londrina, PR, Brasil.

2 Laboratério de taxonomia de bactérias/ Bioinseticida Departamento de Biologia Geral,
Universidade Estadual de Londrina, Rod. Celso Garcia Cid/pr 445, KM 380, 86051-990, Londrina,
PR, Brasil.

SUniversidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), Campus S&o Gabriel, Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO

O género Belostoma, familia Belostomatidae, inclui os maiores heterdpteros e seus
representantes possuem habitos aquaticos e predatorios desempenhando papel importante
como agentes de controle bioldgico. Esse género é bastante numeroso e apresenta ddvidas
sobre sua evolugdo cariotipica, que envolve eventos de agmatoploidia e simploidia
cromossémicas, bem como sistemas multiplos e simples de determinacdo cromossémica do
sexo. Neste trabalho foram analisadas oito espécies do género Belostoma (B. candidulum, B.
cummingsi, B. dentatum, B. dilatatum, B. elongatum, B. horvathi, B. testaceopallidum e
Belostoma sp 1) de diferentes localidades do Brasil. As analises mei6ticas revelaram
cariotipos de 2n = 14+XY para B. horvathi, 2n = 22+XY para B. cummingsi, 2n = 26+X1XoY
para B. dentatum, B. elongatum e Belostoma sp 1 e 2n = 26+X1X2X3Y para B.
testacopallidum. Todas as espécies apresentaram cromossomos holocinéticos. Foram
observadas diferencas na distribuicdo da heterocromatina entre as espécies bem como a
composigdo de bases dos blocos heterocromaticos (CMA3/DAPI). A sequéncia de DNAr 18S
extraida de B. horvathi apresentou alta similaridade com outras sequencias depositadas no
NCBI, e sendo utilizada como sonda. Os clusters de DNAr 18S foram evidenciados tanto nos
Cromossomos sexuais quanto nos autossomos, formando assim quatro padrdes sendo alguns
diferentes dos existentes até 0 momento. A andlise por Cot-1 evidenciou que a por¢do de DNA
repetitivo € comporta em parte por um microssatélite e que este estd presente nos blocos
terminais heterocromaticos DAPI* dos autossomos e totalmente ausente no cromossomo Y.
Os dados do presente trabalho e os da literatura nos levaram a propor uma nova hip6tese de
evolucdo para o grupo, com um cariotipo ancestral com numero diploide baixo, sistema
simples de determinacdo sexual e Regido Organizadora de Nucléolo (RON) nos cromossomos
sexuais. A partir desse cariotipo teriam sido formados os demais cariotipos a partir de eventos
de agmatoploidias, simploidias e movimentagdo do DNAr 18S. O cromossomo X de B.
horvathi foi microdissectado e amplificado, e utilizado como sonda para a andlise de
similaridade dos cromossomos sexuais entre as espécies. A Hibridizacdo Fluorescente in situ
(FISH) realizada com a sonda gerada a partir do cromossomo X, apresentou hibridizacéo
uniforme por todo o corpo heteropicnotico positivo correspondente ao cromossomo X em
intérfase quando hibridizada na espécie de origem, e quando hibridizada na espécie B.
dentatum apresentou marcacOes discretas, podendo ser um indicio de divergéncias na
composigdo dos cromossomos X entre as especies com diferentes sistemas de determinacéo
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sexual. Os dados do presente estudo ampliam o conhecimento sobre o grupo, trazendo novas
informacdes e uma nova hipotese de evolugéo cariotipica para o grupo.

Palavras-chave: citogenética; DNAr; evolucdo cariotipica; cromossomos sexuais

INTRODUCAO

Os representantes da familia Belostomatidae sdo conhecidos como “baratas
d’agua” e estdo entre os maiores heteropteros. Possuem habitos aquaticos e predatérios e
atuam principalmente como agentes de controle biolégico (SAHA et al., 2010). Além da
grande importancia ecoldgica, esses animais sdao modelos interessantes para o estudo do

comportamento mei6tico dos cromossomos autossdmicos e sexuais.

As espécies dessa familia analisadas até o momento, apresentaram
cromossomos holocinéticos (sem centromero localizado) e diferentes sistemas cromossémicos
de determinacdo sexual (BARDELLA et al., 2012; CHIRINO et al, 2013). Além disso,
apresentam também um comportamento mei6tico diferente entre autossomos e cromossomos
sexuais (PAPESCHI; BRESSA, 2006), onde 0s cromossomos sexuais apresentam-se
aquiasmaticos (UESHIMA, 1979) e se comportam como univalentes em meiose I, nos
machos, se dividindo equacionalmente na anafase I, e se “associando” em meiose II,
formando o chamado pareamento “touch-and-go” (BARDELLA et al., 2012; PAPESCHI,;
BRESSA, 2006).

No género Belostoma, as analises citogenéticas sao restritas a 17 espécies, a
maioria delas apresentando apenas a descricdo de nimero cromossdmico/férmula cariotipica
(CHIRINO et al., 2013). O numero diploide modal € de 2n = 26 A+ X1 X.Y, e variaches
cariotipicas sdo observadas quanto ao numero de autossémicos e aos sistemas de
determinacdo sexual, que podem ser simples ou multiplos (PAPESCHI; BRESSA, 2006).
Apenas sete espécies possuem dados sobre a localizacdo de DNA ribossdmico 18S (DNAr
18S), nos quais os clusters foram observados tanto em cromossomos sexuais quanto em
autossomos (PAPESCHI; BRESSA, 2006; CHIRINO et al., 2013). DNAs repetitivos, como
DNAr, representam excelentes marcadores cromossdmicos importantes na citogenética
molecular, utilizados em estudos de evolugdo de espécies, Cromossomos supranumerarios e
sexuais e identificacdo de rearranjos cromossémicos e evolucdo cariotipica (CABRAL-DE-
MELLO et al, 2010).
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Além do grande numero de espécies do género Belostoma, sua diversidade
cariotipica chama bastante a atencdo para a escassez de estudos acerca da evolucdo
cromossémica do grupo. Os diferentes sistemas de determinacdo sexual sdo um dos temas
mais intrigantes dentro desse género, sendo assim algumas hipdteses ja foram criadas para
buscar responder essas perguntas. Chirino et al. (2013) uniram os dados citogenéticos de
todas as espécies estudadas e sugeriram dois grupos, de acordo com a localizacéo dos sitios
de DNAr 18S, , onde a partir da formula cariotipica ancestral (2n = 26+XY) um grupo sofreu
agmatoploidias no cromossomo X formando as férmulas cariotipicas com sistema multiplo de
determinacdo sexual (X1 X1X2X2/X1X2Y e X1 X1X2X2X3X3/X1X2X3Y), € 0 outro grupo sofreu
sucessivas simploidias entre cromossomos sexuais e autossomos formando cari6tipos com

baixo nimero diploide.

Diante da grande diversidade e importancia do género Belostoma, este
trabalho tem por objetivo a analise citogenética de oito espécies do género coletadas em
diferentes locais do Brasil, a fim de compreender os mecanismos envolvidos na evolucgédo
cariotipica do grupo, principalmente aqueles relacionados aos sistemas de cromossomos

sexuais.

MATERIAL E METODOS

Material Bioldgico e preparacdo cromossdmica

As espécies do género Belostoma foram coletadas em diferentes localidades
dos estados de Sdo Paulo, Parand e Mato Grosso do Sul (TABELA 01). Os individuos
coletados foram enviados para a Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), para
identificacdo e depositados em colecdo entomoldgica. Os testiculos foram dissecados e
fixados em solucdo de metanol e cido acético (3:1, v:v) e imediatamente armazenados em
freezer -20° C. Para confecgéo das laminas, o material foi incubado em &cido acético 60% por
aproximadamente 20 min e submetido & técnica de esmagamento. As laminulas foram
removidas apds congelamento em nitrogénio liquido e as laminas secaram ao ar.

Posteriormente as laminas foram coradas com Giemsa 4% para analises convencionais.

Bandamento C e Fluorocromos
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A heterocromatina foi identificada pela técnica de obtencdo de bandas-C
(Sumner, 1972). Apds o bandamento-C as laminas foram coradas com fluorocromos seguindo
a metodologia descrita por Schweizer (1980) e utilizando o fluoréforos Cromomicina As
(CMAG) para identificar regides ricas em bases guanina (G) e citosina (C) e o 4’-6-diamino-
2phenylindole (DAPI) para destacar as regides cromossomicas ricas em bases adenina (A) e

timina (T) em células meidticas.

Microdisseccao e amplificagdo do cromossomo X

Para a analise do cromossomo X, foi escolhida a espécie Belostoma
horvathi, pelo fato de apresentar sistema simples de determinacdo do sexo (XX/XY), o que
permite a identificacdo do cromossomo X para o seu correto isolamento. Foram coletados 10
cromossomos X. Os procedimentos de microdisseccdo foram realizados em microscépio
invertido (Olympus® 1X71), equipado com microdissector mecanico (Narishige® ONE-3).
As agulhas foram preparadas por capilares com pontas de aproximadamente 0,7 pm no
‘micropipette puller’ (Narishige® PC-10). A amplificacdo e marcacdo dos cromossomos
isolados por microdisseccao foi realizada por meio dos kits WGA 4 (Genomeplex Single Cell
Whole Genome Amplification Kit) e WGA 3 (Genomeplex Whole Genome Amplification
Reamplification Kit) conforme a especificagdo do fabricante. O DNA amplificado foi
quantificado por espectrofotometria em um NanoDrop, e sua qualidade foi analisada através

de gel de agarose.

Extracdo de DNA e caracterizacdo de DNAr

O DNA utilizado para o isolamento e caracterizacdo de DNAr 18S foi
extraido do tecido muscular de um individuo adulto de B. horvathi. A extracdo de DNA foi
realizada segundo o método de fenol/cloroférmio. O DNAr 18S foi amplificado utilizando os
primers 18S Forward 5’-CCTGAGAAACGGCTACCACATC-3> e Reverse 5’-
GAGTCTCGTTCGTTAT CGGA-3’> (WHITING et al., 2002). A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi realizada para um volume final de 25 pL contendo 100 ng de DNA da
amostra, 1 pL de cada primer (100mM) e 12,5 pL. Go Tag® Green Master Mix (Promega). O
produto da PCR foi clonado com o Kit pGEM®-T e pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega), com celulas competentes E. coli linhagem TOP 10. Os clones obtidos foram
sequenciados em sequenciador automatico 3500xL (Applied Biosystems). A limpeza,

determinacdo da qualidade das sequéncias e constru¢cdo dos contigs foi realizada pelo
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software Phred-PhrapConsed. A sequéncia consenso foi comparada com outras sequéncias
depositadas no banco de dados GenBank através da ferramenta BLAST

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

Isolamento de DNA alta e moderadamente repetitivo: fragdo de DNA Cot-1

Para o isolamento da fracdo enriquecida de DNA repetitivo foi realizada a
técnica de cinética de desnaturacdo e reanelamento (Cot-1) (MARTINS, 2007). O DNA
genémico foi extraido do tecido muscular de um individuo adulto de Belostoma dentatum
segundo o método de fenol/cloroférmio, fragmentado em autoclave por 10 minutos,
desnaturado a 95°C por 10 minutos e renaturado a 65°C por 10 minutos. O tratamento da
amostra com a enzima S1 nuclease ocorreu a 37°C por 8 minutos e seu congelamento foi
realizado por nitrogénio liquido. A qualidade das amostras tratadas foi analisada através de
gel de agarose. Os fragmentos isolados foram clonados com o Kit pMOS Blue Blunt-Ended
Cloning (Sigma Aldrich) com células competentes E. coli linhagem Dh10b. Os clones obtidos
foram sequenciados em sequenciador automatico 3500xL (Applied Biosystems). A limpeza,
determinacdo da qualidade das sequéncias e construcdo dos contigs foi realizada pelo
software Phred-PhrapConsed. A sequéncia consenso contida no clone pBd_11 foi comparada
com outras sequéncias depositadas no banco de dados GenBank através da ferramenta
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Hibridizacdo Fluorescente in situ

A Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH) foi realizada segundo descrito por
Pinkel et al. (1986). O clone pBh18S c2 contendo a sequéncia parcial de DNAr 18S de B.
horvathi; e as sondas dos cromossomos sexuais e da porcdo de DNA repetitivo (Cot-1), foram

marcados com digoxigenin-11dUTP por nick translation (Dignick translation Roche).

As laminas foram tratadas com 50pL de mix de hibridacdo contendo 7,5uL de
sonda marcada, 30 pL de formamida 50%, 12 uL de polietilenoglicol 50%, 16 pL de 20x
SSC. A desnaturacdo dos cromossomos foi feita em formamida 70% a 70°C por 4 min em
banho-maria, e a hibridizagéo foi por realizada por aproximadamente 16 h a 37°C em cdmara
umida. Para a detec¢éo foi utilizado 1 pL de anti-digoxigenin rhodamine em 49 uL de BSA
5%. Apos as lavagens pos — deteccdo, as laminas foram montadas com 25 pL de DABCO, 3
puL de DAPI e 3 pL de 50 mM MgCl2.
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Captura e andlise de imagens

As laminas submetidas a coloracdo convencional e FISH foram analisadas
em fotomicroscépio de fluorescéncia Leica DM 4500 B equipado com uma camera DFC 300
FX, com software de andlise de imagens Motic Images Plus 3.2. As imagens dos
cromossomos foram captadas separadamente em filtros especificos para cada tratamento.

RESULTADOS

Nas oito especies analisadas neste trabalho foram encontradas quatro
férmulas cariotipicas diferentes (Fig. 1): (i) B. horvathi com 2n = 14+X+y (Fig. 1b); (ii) B.
cummingsi com 2n = 22+X+y (Fig. 1f); (iii) B. dentatum, B. elongatum e B. discretum com 2n
= 26+X1+X2+Y (Fig. 2 b, f, j); e (iv) B. testacopallidum com 2n = 26+x1+x2+X3+Y (Fig. 3b).
Os dados das analises convencionais para as espécies B. candidulum e B. dilatatum j& foram
publicados por Bardella et al. (2012), apresentando 2n=14+X+y (Fig. 1j) e 2n = 26+
Xi+xo+x3+Y (Fig. 3f), respectivamente. Todas as espécies possuem Cromossomos
holocinéticos e sistema cromossémico de determinacdo sexual, com o0s autossomos bivalentes
dispostos em anel em metafase | e os cromossomos sexuais univalentes no interior do anel
(Fig. 1, 2 e 3). Em dipldteno/diacinese todas as espécies apresentaram um ou dois quiasmas
por bivalente e cromossomos sexuais aquiasmaticos, as espécies B. dentatum, B. elongatum;
B. discretum (Fig. 2 a, e, i), e B. testaceopallidum (Fig. 3a) com predominancia de um
qguiasma por bivalente e as espécies B. horvathi (Fig. 1a), B. cummingsi (Fig. 1le), B.
candidulum (Fig. 1i) e B. dilatatum (Fig. 3e) com predominéncia de dois quiasmas por
bivalente.

De maneira geral, em metafase | os autossomos se apresentaram com
tamanho semelhante e os cromossomos sexuais geralmente foram compostos por um
cromossomo X um pouco maior que o cromossomo Y., entretanto, nos casos de sistema de
determinacdo sexual maltiplo, os cromossomos Xs sdo um pouco menores. Esse padrdo se
repete em todas as espécies, exceto em B. discretum, onde foi encontrado um par de
autossomos com tamanho muito reduzido (Fig. 2 i, j), nunca antes observado.

As espécies B. horvathi e B. cummingsi apresentaram pouca
heterocromatina detectada pelo bandeamento-C (Fig. 1 d, h), ja as espécies B. dentatum (Fig.
2d) e B. testaceopallidum (Fig. 3d) apresentaram blocos heterocromaticos terminais na

maioria dos cromossomos e alguns blocos intersticialis.
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A andlise dos fluorocromos base-especificos revelou dois padrdes distintos
para as espécies com sistemas simples: (i) B. horvathi (Fig. 1 c, d) e B. candidulum (Fig. 1 K,
) apresentaram um bloco CMA3*/DAPI" nos cromossomos sexuais, sendo que 0s autossomos
apresentaram-se totalmente neutros para ambos os fluoréforos; (ii) em B. cummingsi (Fig. 1 g,
h) quase todo o cromossomo X apresentou-se CMA3*/DAPI*, além disso foi observado em
um bivalente autossémico blocos CMA3*/DAPI-, sendo que nesse autossomo 0s blocos
apresentaram um heteromorfismo de tamanho (Fig.1g). Para as espécies com sistemas
multiplos B. dentatum (Fig. 2 c, d), B. testaceopallidum (Fig. 3 c, d), B. dilatatum (Fig. 3 g, h)
e B. elongatum (Fig.2 g, h), foi observado um bivalente autossomico com blocos
CMAG;*/DAPI-, além disso uma grande quantidade de blocos CMAY/DAPI* nos demais
autossomos. Ainda os cromossomos Xs apresentarem-se totalmente CMAs%DAPI* enquanto
gue o0 cromossomo Y ndo apresentou nenhum tipo de marcacéo pelos dois fluorocromos.

A hibridizacéo in situ utilizando como sonda a fracdo enriquecida de DNA
repetitivo (isolada pela técnica de Cot-1) tanto nas espécies com sistema simples quanto nas
espécies com sistema multiplo, revelou DNAs repetitivos coincidentes com as regides
heterocromaticas DAPI*. Além disso, 0s cromossomos X apresentaram-se totalmente
hibridizados com DNAs repetitivos, enquanto que o cromossomo Y néo apresentou blocos
hibridizados (Fig. 31, j). A clonagem e sequenciamento revelou que o fragmento de 379 pb
contido no clone pBd_11, apresentou 108 pb com 100% de similaridade & um microssatélite
rico em GT descrito para Salmo salar (nimero de acesso: Y11447.1) depositado no GenBank
(NCBI) (Apéndice 1).

O fragmento de DNAr 18S inserido no clone pBh18S_c2 obtido do genoma
de B. horvathi foi clonado, sequenciado e depositado no GenBank (NCBI) (nimero de acesso:
KU726737), sua sequéncia consenso apresentou um comprimento de 1.037 pb (Apéndice 2),
com 999 pb altamente semelhantes (95%) com a regido de 18S de B. flumineum (nimero de
acesso: AY252132.1) depositado no GenBank (NCBI). As FISHs com sonda de DNAr 18S
mostraram diferencas de marcagdes nas oito espécies estudadas. De acordo com a localizacdo
do DNAr 18S foi possivel dividir as espécies em quatro grupos: (1) B. horvathi e B.
candidulum, com sistema de determinagdo sexual simples apresentaram clusters de DNAr
18S nos cromossomos sexuais (Fig. 4 a,b); (2) a espécie B. cummingsi, também com sistema
simples, apresentou uma marcagdo em um cromossomo sexual e outra em um autossomo
bivalente, onde foi possivel observar um heteromorfismo de tamanho (Fig. 4 c); (3) espécies
com sistema de determinacgdo sexual maltiplo (B. dentatum, B. testaceopallidum, B. dilatatum

e B. elongatum) que apresentaram um cluster terminal em um par de autossomos (Fig. 4 d, e,
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f); e (4) B. discretum, que apresentou sistema multiplo de determinacéo sexual (X1X2Y) e um
bloco de DNAr 18S em dois cromossomos sexuais, possivelmente um dos cromossomos X e
o cromossomo Y (Fig. 4g). A espécie B. elongatum apresentou um evidente heteromorfismo
de tamanho nos blocos de DNA r 18S, o que pode ser visto em diferentes fases (Fig. 4h).

O cromossomo X microdissectado da espécie B. horvathi, foi amplificado e
utilizado como sonda na hibridizac&o in situ na prdpria espécie de origem, para a confirmacéo
da correta microdissecc¢do, e para analise de vestigios comuns com outros Cromossomaos, e em
outras espécies para comparacdo da similaridade dos cromossomos X dos diferentes sistemas.
A FISH realizada na espécie B. horvathi, a espécie de origem da sonda, apresentou em
paquiteno inicial, marcacdo continua e homogénea por todo o bloco heteropicnético
correspondente ao cromossomo X, e pequenas marcacgdes discretas em outros cromossomos
(Fig. 5 a, b). Quando hibridizada em paquiteno inicial de uma espécie com sistema multiplo
de determinacdo sexual, B. dentatum, a sonda apresentou marcacOes discretas por alguns
bivalentes (Fig. 5 c, d).

DISCUSSAO

Variagdes nas formulas cariotipicas

As andlises de células com coloracdo convencional mostraram formula
cariotipica de 2n = 14+X+y para B. horvathi, 2n = 22+X+y para B. cummingsi, 2n =
26+X1+X2+Y para B. dentatum, B. elongatum e B. discretum e 2n = 26+X;1+xo+x3+Y para B.
testacopallidum. Todas as formulas cariotipicas encontradas estdo de acordo com a literatura
que traz um intervalo de ocorréncia dentro da familia Belostomatidae de 2n = 4 em
Lethocerus sp. (CHICKERING, 1927, 1932) a 2n = 30 em espécies do género Belostoma
(BARDELLA et al., 2012). As espécies B. dentatum, B. discretum e B. elongatum
apresentaram férmulas cariotipicas iguais as anteriormente publicadas (CHIRINO et al 2013;
PAPESCHI; BIDAU 1985; PAPESCHI, 1991; 1992; PAPESCHI; BRESSA 2006). Para a
espécie B. cummingsi a férmula cariotipica 2n = 22+X+y, descrita neste trabalho, mostra um
citétipo diferente do resultado encontrado por Papeschi e Bidau (1985) de 2n = 26+x1+X2+Y.
Essa divergéncia pode estar relacionada a eventos de alteragbes cromossémicas ocorridas
entre as populagdes, ou representar um erro de identificacdo, ja que as espécies sdo muito
semelhantes e de dificil identificacdo. J& para as espécies B. horvathi, B. discretum e B.
testacopallidum esses sdo dados inéditos, e as férmulas cariotipicas encontradas ja haviam

sido anteriormente descritas para outras espécies do género (Tabela 1).
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O cari6tipo ancestral proposto para o género Belostoma € 2n =26+XY, e
devido a diversos eventos de simploidias e agmatoploidias teriam surgido os demais
cariotipos do grupo (BARDELLA et al., 2012; CHIRINO; BRESSA, 2014; CHIRINO et al,
2013 PAPESCHI; BRESSA, 2006). O numero diploide de B. discretum, B. dentatum e B.
elongatum (26+X1X2Y) teria surgido por um evento de agmatoploidia ocorrido no
cromossomo X ancestral, e € um nimero diploide bastante comum para 0 grupo, como
descrito anteriormente para B. gestroi (PAPESCHI; BRESSA, 2006; CHIRINO et al, 2013),
entre outros. Um segundo evento de agmatoploidia teria dado origem entdo ao cariotipo da
espécie B. testaceopallidum (26+X1X2X3Y), assim como na espécie B. dilatatum
(BARDELLA et al., 2012). J& no caso de B. cummingsi (22+XY) e B. horvathi (14+XY),
simploidias podem ter dado origem a seus cariotipos, da mesma forma que em B. candidulum
(BARDELLA et al., 2012), B. micantulum (PAPESCHI; BRESSA, 2006) e B. orbiculatum
(CHIRINO; BRESSA, 2011). Dessa forma, a ocorréncia de agmatoploidias e simploidias teria
sido o principal evento relacionado & evolucéo do género.

Como em todos os heteropteros descritos até 0 momento, as espécies
estudadas também apresentaram cromossomos holocinéticos (UESHIMA, 1979; JACOBS,
2004; BARDELLA et al, 2013). A presenca desse tipo de cromossomo pode ser o principal
fator que influencia na grande variedade cromossémica dentro do grupo, ja que cromossomos
com a atividade cinética dispersa ndo possuem todas as limitacGes adaptativas a quebras e
fusBes impostas por um centrébmero localizado. Essa natureza holocinética permite entdo que
simploidias e agmatoplodias sejam os principais mecanismos de evolugédo cariotipica para 0s
heteropteros, j& que fragmentos acéntricos e dicéntricos, por exemplo, sdo meioticamente
instaveis nos sistemas com centrémero localizado (PAPESCHI; BRESSA, 2006).

Quando cromossomos holocinéticos sofrem eventos de agmatoploidias, 0s
fragmentos resultantes passam a funcionar como cromossomos independentes, esse
mecanismo de variagdo cromossomica tem sido observado em diferentes géneros (GUERRA,
1988) e pode ser considerado um evento comum e bastante recorrente. Dessa forma, esses
eventos podem ser mais comuns no grupo do que as simploidias.

Segundo Papeschi e Bressa (2006), uma das caracteristicas marcantes do
grupo Heteroptera € a alta frequéncia da ocorréncia de um quiasma por bivalente. As espécies
B. discretum, B. dentatum, B. elongatum e B. testaceopallidum se encaixaram nessa premissa,
ja as espécies, B. cummingsi, e B. horvathi apresentaram maior frequéncia de dois quiasmas
por bivalente. Quando autossomos bivalentes possuem um quiasma terminal, se orientam com

seus eixos longos paralelamente ao eixo metafésico, em metafase I, assim segregam
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reducionalmente na metafase | e equacionalmente na metafase Il. Por outro lado, 0s
autossomos bivalentes que possuem dois quiasmas terminais podem se comportar de duas
maneiras: a) um quiasma se libera primeiro e uma posicdo axial é alcancada; ou b) sitios
alternativos de atividade cinética sdo ativados e a atividade telocinética ndo é observada
(MOLA; PAPESCHI, 1993; PAPESCHI; BRESSA, 2006; PAPESCHI et al, 2003). Os
cromossomos com dois quiasmas se encontram em formato de anel, e tem maior dificuldade
de ligacdo das fibras do fuso, portanto a quantidade de quiasmas pode influenciar na
segregacdo dos autossomos (PAPESCHI et al., 2003). Como a presenca de dois quiasmas no
bivalente pode levar a ativacao de sitios alternativos de ligacao das fibras do fuso, e pelo fato
de normalmente os cromossomos possuirem sitios frgeis mais propensos a quebras
(KASAHARA, 2009), essas fibras poderiam se associar a esses sitios frageis das cromatides,
0 que favoreceria a ocorréncia de quebras cromossémicas. O fato de as espécies B. cummingsi
e B. horvathi possuirem baixo nimero cromossémico e, com maior frequéncia, dois quiasmas
por bivalente, reforca a proposicdo de que o caridtipo ancestral tenha baixo ndmero diploide e
tenha sofrido sucessivos eventos de agmatoplodia.

Levando em consideragdo que a ocorréncia de agmatoploidias € mais
favoravel do que a ocorréncia de simploidias e que as espécies com numero diploide menor
apresentaram dois quiasmas, pode-se sugerir que o principal evento relacionado a variagdo no
namero diploide em Belostomatidae sdo as agmatoploidias, desta forma, nimeros diploides
baixos seriam considerados basais aos demais. Ainda assim, simploidias sdo eventos
importantes para o surgimento de alguns cariétipos, entretanto as agmatoploidias

provavelmente sdo alteragGes cromossdmicas mais comuns para 0 grupo.

HETEROCROMATINA, MICROSSATELITE E DNAr 18S

Estudos recentes com a localizacdo de heterocromatina mostram que
Heteroptera possui blocos principalmente nas regies terminais, mas também possui bandas
intersticiais (ITUART; PAPESCHI, 2004), assim como encontrado em todas as espécies deste
trabalho. De acordo com o proposto por Papeschi e Bressa, (2006), a comparacdo entre
conteddo de DNA e heterocromatina mostra que a quantidade de heterocromatina muda
durante a evolugéo, e espécies com numero cromossdmico reduzido séo caracterizadas por
também possuirem menor contetdo de DNA, possivelmente devido a escassez de
heterocromatina. As espécies deste trabalho corroboram o proposto acima, onde, as com

menor numero cromossdmico B. horvathi, B.cummingsi, possuem menor quantidade de
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heterocromatina detectada no bandeamento se comparadas as espécies com maior nimero
cromossémico, B. dentatum, e B. testaceopallidum.

A heterocromatina além de excelente marcador citogenético é conhecida por
possuir diversos efeitos genéticos, sua presenca pode promover uma estavel epigenética,
podendo silenciar genes inseridos ou proximos as regides heterocromaticas (SHIN et al.,
2005), podendo por exemplo atuar diretamente no controle de fungbes genéticas vitais e no
pareamento de cromossomos sexuais (PEACOCK, et al., 1978). Perdas significativas de
regides heterocromaticas podem acarretar serios danos ao organismo, sendo assim, processos
evolutivos envolvendo perda de heterocromatina, podem ndo ser favoraveis, tornando os
processos de heterocromatinizagdo mais viaveis evolutivamente e mais provaveis de
acontecer que a perda da mesma.

Os resultados do presente estudo, somados aos que ja existem na literatura,
nos permitem dizer que mecanismos de heterocromatinizagédo estejam envolvidos na evolugéo
do grupo, o que também ocorre em outros grupos de insetos como Orthoptera, indicando que
0s DNAs repetitivos possuem uma grande importancia nas alteracdes citogenéticas que
ocorrem nele (ROCHA et al, 2015). Se considerarmos 0s eventos de heterocromatinizacéo,
nossos resultados sdo contrarios ao proposto por Chirino et al, (2013), uma vez que dessa
forma espécies com o numero diploide maior ndo poderiam ser ancestrais, mas sim aquelas
com numero diploide menor e menos heterocromatina em seus cromossomos

As analises por fluorocromos evidenciaram dois grupos com relacdo a
distribuicdo da heterocromatina. Geralmente, em Heteroptera, blocos ricos em GC estdo
associados a sitios de DNAr, como descrito para Triatoma matogrossensis (BARDELLA et
al, 2010) e para Camptischium clavipes (Coreidae) (CATTANI et al, 2004). Uma observacéo
pode ser feita com relacdo as espécies com grande quantidade de heterocromatina, onde essa
heterocromatina apresentou-se, em sua maioria, DAPI*. A analise do DNA repetitivo com a
sonda de microssatélite evidenciou que este distribui-se principalmente nessas regides ricas
em AT mesmo nas espécies com baixa quantidade de heterocromatina, esse microssatélite
também pode ser evidenciado, porém em menor quantidade. Além disso, essa sequéncia ndo
foi observada no cromossomo Y, em nenhum tipo de sistema sexual. Esses dados confirmam
que processos de hetercromatinizacdo (spreading) estdo ocorrendo no género, e que 0
acumulo de sequencias repetitivas nos cromossomos estd diferenciando os cariétipos das
espécies, e que isso é parte importante da evolugdo do grupo.

As hibridizagcdes com sonda de DNAr 18S revelaram também a formagéo de

quatro grupos quanto a localizacdo dessa sequéncia: (1) espécies com sistema sexual simples
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e DNAr 18S nos cromossomos sexuais; (2) espécie com sistema simples e uma marcagdo em
um cromossomo sexual e outra em um autossomo bivalente; (3) espécies com sistema
multiplo e DNAr terminal em um par de autossomos; e (4) espécie com sistema maltiplo e um
bloco de DNAr 18S em dois cromossomos sexuais, provavelmente correspondentes a um
cromossomo X e ao Y. No caso do grupos 1 e 3 os dados séo congruentes com os relatados
para diferentes espécies do género, entretanto para 0s grupos 2 e 4 esses dados sao diferentes
dos descritos até o0 momento (CHIRINO; BRESSA, 2014; CHIRINO et al, 2013) onde o
DNAr 18S encontra-se exclusivamente em cromossomos sexuais nos sistemas simples, e em
cromossomos autossémicos em sistemas multiplos. Isso demonstra que algumas espécies
estudadas neste trabalho podem estar sofrendo a acdo de eventos genéticos, como a
transposicdo génica ou translocacbes entre cromossomos sexuais e autossémicos, levando a
alteracdo na posicdo da sequéncia de DNAr 18S. Esse fato pode ser favorecido por sua usual
localizacdo distal, j& que essa é uma regido cromossdmica mais dindmica e facilita assim a
dispersdo do segmento pelo genoma (SCHWEIZER; LOIDL, 1987; CABRAL-DE-MELLO
et al, 2011). Esse reposicionamento é bem documentado para coledpteros como os do género
Cicindela, onde ocorreram translocacdes entre autossomos e cromossomos sexuais, sendo
assim, a presenca de DNAr nos cromossomos sexuais pode entdo ser explicada pela
transposicao de clusters e ndo somente por rearranjos cromossomais como fusdes. (GALIAN
et al, 2007).

Em B. elongatum os blocos de DNAr apresentaram heteromorfismo de
tamanho gque também pode ser evidenciado na coloracdo com CMAs3, essa diferenca pode
acontecer por variagdes no numero de coépias do gene de RNAr, como ja descrito para
diversos organismos, como Holhymenia rubiginosa (BRESSA et al, 2008), Tritoma
rubrovaria, e outros (BARDELLA et al., 2010). Bardella et al (2013), sugere associa¢do com
mecanismos de amplificacdo (duplicacdo) ou crossing-over desigual. Outra observacdo
importante foi a diferenca entre os exemplares de B. candidulum estudados aqui e outra
populacdo da mesma espécie. Chirino e Bressa (2014), analisaram uma populacdo argentina
da espécie B. candidulum, que apresentou nimero diploide 2n = 12+XY com um autossomo
muito maior que o0s outros, diferente da populacdo brasileira que possui 2n = 14+XY
(BARDELLA et al, 2012). Como relatado por Bardella et al (2012) e Papeschi (1992) as
populacdes argentina e brasileira de B. dilatatum também apresentaram formulas cariotipicas
com sistemas de determinacgdo sexual diferentes, com 2n = 26+X1X2Y e 2n = 26+X1X2X3Y,
respectivamente. Os dados do presente trabalho sdo o primeiro relato da localizagcdo de DNAr

para a espécie e revelaram sua localiza¢ao subterminal em um bivalente autossomo.
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EVOLUC}AO CARIOTIPICA EM BELOSTOMA

Em vista da grande diversidade cariotipica do género Belostoma, Chirino et
al (2013), uniram todos os dados disponiveis para o grupo e formularam uma hipétese de
evolucdo. Nessa hipdtese, um caridtipo ancestral de 2n = 26+XY com NORs em um par de
autossomos, teria dado origem aos demais cariotipos do grupo por meio de sucessivos eventos
de simploidias e agmatoplodias. Para a formulacdo de tal hipotese, foi analisada a localizagédo
dos genes de DNAr 18s onde dois padrdes de distribuicdo puderam ser observados. No
primeiro esta sequéncia esta localizada nos cromossomos sexuais, onde as espécies possuem
sistema simples de determinacdo sexual, e no outro, o0 DNAr 18S esta em um par de
autossomos, onde as espécies possuem sistema multiplo de determinacéo sexual.

De acordo com essa hipotese, os cariotipos do primeiro grupo seriam
formados a partir de sucessivas simploidias entre autossomos e cromossomos sexuais do
caridtipo ancestral, o que acarretou na diminuigdo do ndmero cromossdmico, aumento de
tamanho dos cromossomos e a realocacdo do sitio de DNAr para 0S cromossomos sexuais.
Além disso, nota-se nessas espécies uma escassez de heterocromatina, segundo Chirino e
Bressa (2014), o cariétipo ancestral possuia baixa quantidade de heterocromatina,
caracteristica mantida nos cari6tipos com nimero cromossémico reduzido. O segundo grupo
engloba as espécies que tiveram seus cariétipos formados a partir de uma ou duas
fragmentac6es do cromossomo X ancestral, formando X1, X2 e X3 dos novos cariotipos, estes
sd0 menores que o cromossomo ancestral (PAPESCHI, 1996).

No presente estudo, duas espécies analisadas ndo se encaixam em nenhum
dos grupos propostos acima. A primeira, B. discretum possui 2n = 26+x1+X2+Y com clusters
terminais de DNAr em dois cromossomos sexuais; e a segunda espécie é B. cummingsi que
apresentou 2n = 22+x+Y, com dois blocos terminais de DNAr 18S em um cromossomo
sexual e um bloco terminal em um bivalente.

Considerando os dados da literatura e os obtidos nesse trabalho, uma nova
proposta de evolucdo para o género Belostoma pode ser sugerida com base nos caracteres
citoldgicos. Se levarmos em conta que os processos de agmatoploidia sdo mais faceis de
acontecer que os de simploidias, e que mecanismos de heterocromatinizacdo sao mais comuns
que perdas de heterocromatina, podemos propor que um ancestral com numero diploide
baixo, sistema sexual simples, NOR nos cromossomos sexuais e pouca heterocromatina teria
dado origem aos cariotipos existentes por diferentes eventos (Fig. 6). Os cari6tipos com

2n=14+XY teriam sofrido simploidias nos cromossomos autossémicos (Evento A) enquanto
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que os demais caridtipos teriam sofrido agmatoploidias (Evento B). A movimentacdo do
DNAr 18S (translocacdo e/ou transposicdo) teria sido o evento que formou o cari6tipo
observado em B. cummingsi (Evento C). Eventos de heterocromatinizacao teriam formados os
demais cariotipos (Evento D) que posteriormente teriam sofrido agmatoploidias em
cromossomos autossémicos e sexuais (Evento E), dando origem aos cariotipos 2n=26A+XnY
(NOR nos cromossomos sexuais), enquanto que um segundo evento de movimentagdo do
DNar 18S (Evento F) teria resultado na formacdo dos cariotipos 2n=26A+XnY com a NOR
nos autossomos (Fig. 6).

A diversidade cromossdémica observada no género, bem como a grande
variagdo com relagdo aos cromossomos sexuais pode ser confirmada com a pintura
cromossémica do cromossomo X na espécie com sistema sexual simples. A sonda obtida a
partir do cromossomo X de B. horvathi, quando hibridizada na propria espécie, apresentou
marcagdo homogénea no bloco heteropicnético correspondente ao cromossomo X nas celulas
em interfase, confirmando assim o correto isolamento do cromossomo. Quando hibridizada
nas células de B. dentatum a sonda do cromossomo X nao apresentou marcagoes evidentes em
Cromossomos sexuais, apenas marcagdes discretas pelos bivalentes, semelhante ao descrito
em cromossomos W para lepidopteros da familia Pyralidae (VITKOVA et al., 2007). Essa
falta de homologia entre os cromossomos X pode ser reflexo de sua evolucdo, ja que o
cromossomo microdissectado vem de uma espécie com sistema simples de determinacao
sexual. Sistemas mdaltiplos de determinacdo sexual, em geral, tem origem de um sistema
simples, onde ocorrem fissdes cromossémicas formando os novos cromossomos do sistema
(CHIRINO; BRESSA, 2014) e esse processo evolutivo pode ter causado modificacbes nos
cromossomos sexuais, justificando assim a falta de similaridade entre eles.

A analise integrada de diferentes ferramentas citogenéticas utilizadas nesse
trabalho, demonstra que o género Belostoma apresenta uma grande plasticidade cariotipica.
Eventos relacionados a agmatoploidias e simploidias foram fundamentais para a evolugédo do
género, entretanto, outros tipos de alteragdes cromossdmicas, como transposicGes de sitios de
DNAr 18S e crossing-over desigual, bem como processos de heterocromatinizacdo foram
fundamentais para a sua modificacdo. Nossos dados ddo base a uma nova proposta de
evolucéo cariotipica trazendo a luz novas evidencias de que esse grupo esta em constante

processo evolutivo.
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TABELA 1 — Dados dos sistemas de determinacdo sexual e localizacdo de DNAr 18S no género Belostoma (2n:

namero diploide; FISH: Hibridizacdo fluorescente in situ; A: autossomos; S: Cromossomos Sexuais; *: Clusters
de DNAr 18S).

DNAr 18S
Espécies 2n (machos) Referéncias
FISH
Belostoma bergi 26 + X1 X2Y -- Papeschi e Bressa 2004
(Montandon,1899) '
Papeschi 1991, Chirino e
B. bifoveolatum (Spinola,1852) 26 + X1 X2Y -
Bressa 2011.
- Bardella et al. 2012.
: 14 + XY
B. candidulum (Montandon, *
1903) S Presente estudo.
12+XY S* Chirino; Bressa, 2014.
26 + X1 XoY -- Papeschi e Bidau 1985.
B. cummingsi (De Carlo,1935)
22+ XY S* A* Presente estudo.
Papeschi e Bidau 1985,
-- Papeschi 1991, Chirino et al.,
B. dentatum (Mayr, 1863) 26 + X1 XoY 2013.
A* Presente estudo.
26 + XiXoY -- Papeschi 1992.
B. dilatatum (Dufour, 1863) 26 + -- Bardella et al. 2012.
XaXoXsY A* Presente estudo.
-
B. discretum (Montandon, 1903) '
26 + XiXoY S* Presente estudo
Papeschi 1988, 1991,
B. elegans (Mayr, 1871) 26 + X1 XY A* Papeschi e Bidau 1985,
Papeschi e Bressa 2006.
Papeschi e Bressa 2006,
B. elongatum (Montandon, 1908) 26 + Xy XoY A* Chirino et al. 2013, Presente
estudo.
. Papeschi e Bressa 2006
* ]
B. gestroi (Montandon, 1903) 26 + X1 XoY A Chirino et al. 2013,
B. horvathi 14 + XY S* Presente estudo.
B. martini (Montandon, 1899) 26 + X1 XoY -- Papeschi 1991.
. . Papeschi 1988, Papeschi e
*
B. micantulum (Stal, 1860) 14 + XY S Bressa 2006.
14 + XY -

B. orbiculatum (Estévez e

Papeschi 1996, Chirino e

Continua
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Polhemus, 2001)

Bressa 2011.

14 + X XoY - Papeschi 1996.
Espécies 2n (machos) DNAr 18S Referéncias
FISH
Papeschi 1988, 1995
* ) ’
B. oxyurum (Dufour, 1863) 6 + XY S Papeschi ¢ Bressa 2006,
14 + XY -
B. plebejum (Stal, 1858) 13 + XY -- Papeschi 1994.
14 + X1 XoY --
B. testaceopallidum 26 +X1 X2 X3Y A* Presente estudo.
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964

965 TABELA 2 — Espécies estudadas e seus respectivos locais de coleta.

- N° DE
ESPECIES INDIVIDUOS LOCAIS DE COLETA
B. candidulum g Ribeirdo Agua do Macuco — Rio Paranapanema —
’ Candido Mota — PR (S 22° 54’ 15.3” O 50° 23° 47.98”)
N Rio Taquari — Jataizinho — PR
B. cummingsi ) (S 23° 56’ 9.65” O 51° 29° 26.08”)
Rio Miranda — Corumba— Pantanal — MS
B. dentatum = (S 19°31°24.96” O 57° 02’ 25.51”)
. Ribeirdo Agua do Macuco — Rio Paranapanema —
B. dilatatum 13 Candido Mota — PR (S 22° 54’ 15.3” O 50° 23° 47.98”)
B. discretum 3 Rio Paranapanema — Reservatorio Rosana/Lagoa Il —
' Teodoro Sampaio — SP (S 22°38°42,27°0 52°09°31,81°)
B. elongatum 5 Rio Paranapanema — Reservatério Rosana/Lagoa Il —
' g Teodoro Sampaio — SP (S 22°38°42,27°0 52°09°31,81°)
. Ribeirdo Agua do Macuco — Rio Paranapanema —
B. horvathi 17 Candido Mota — PR (S 22° 54’ 15.3” O 50° 23” 47.98”)
. Rio Quexada — Borrazépolis — PR
B. testaceopallidum 14 (S 23° 10° 45,2 0 50° 56 30.9")
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FIGURA 2 — Fases meioticas com coloracéo convencional e com fluorocromos base especificos (CMA3/DAPI) de trés espécies do género Belostoma. a — d) Belostoma

dentatum. a. Dipléteno/Diacinese b. Metéfase Il c. Metafasell d. Metéfasell; e — h) B. elongatum. e. Diploteno/Diacinese f. Metéfase Il, g. Dipldteno/Diacinese parcial,
963 h. Dipléteno/Diacinese parcial; i — I) Belostoma discretum. i. Dipléteno/Diacinese j. Metafase I1. (Nos quadros pequeno cromossomo autossémico em evidéncia). As
cabecas de seta indicam 0s cromossomos sexuais. As setas indicam os blocos DAPI*. Os asteriscos indicam os blocos CMA;z*.
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970 FIGURA 3 - Fases meioticas com coloracéo convencional, fluorocromos base especificos (CMA3/DAPI) e Hibridizacao fluorescente in situ com sonda da porgédo Cot-1
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dentatum; k. Dipléteno/Diacinese de B. dentatum. As cabecas de seta indicam os cromossomos sexuais. As setas indicam os blocos DAPI*. Os asteriscos indicam 0s
blocos CMAz*.
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FIGURA 4 - Hibridizagao fluorescente in situ com sonda de DNAr 18S. a. Metéfase Il de B. horvathi. b. Metéfase Il de B.
candidulum. c. Metéfase Il de B. cummingsi.d. Metafase Il de B. dentatum. e. Metafase Il de B. testaceopallidum. f. Metafase 11 de
B. dilatatum. g. Metéfase 11 de Belostoma discretum. h. Metafase mitética de B. elongatum (nos quadros: paquiteno e nicleo
interfasico). As setas indicam os clusters de DNAr 18S. As cabecas de seta indicam 0s cromossomos sexuais.
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FIGURA 5 — Hibridizag&o fluorescente in situ com sonda do cromossomo X microdissectado de B.
horvathi. a,b. Paquiteno inicial de B. horvathi. ¢,d. Paquiteno inicial de B. dentatum. As setas indicam o
bloco heteropicnético correspondente ao cromossomo X.
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FIGURA 6 — Esquema representativo da nova hipdtese de evolugdo cromossdmica para o género

Belostoma.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, os dados aqui obtidos como a caracterizacdo citogenética de
duas novas espécies, novos padrdes de localizacdo de DNAr 18S e a analise da composicao
dos cromossomos sexuais em espécies com diferentes sistemas de determinacdo sexual,
confirmam a grande diversidade cariotipica do género Belostoma, e sdo fortes indicativos de
que o processo evolutivo continua ocorrendo e deve ser considerado com atencdo. Estudos
mais aprofundados acerca da diversidade no género, da composi¢do gendmica e a utilizacéo
de marcadores cromossdmicos devem ser realizados para que linhas evolutivas sejam
confirmadas, a as duvidas sobre a evolucdo do grupo sejam respondidas. Tendo em vista a
complexidade cariotipica do género Belostoma, este pode ser um importante objeto de estudos
para a elaboracdo de modelos que auxiliem na resolucdo de problemas nos mais diversos

grupos de organismos.
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APENDICE A

Sequencia consenso do fragmento contido no clone 11, isolado da porgéo Cot-1
>pBd_11

TTTTGTAAAAACGTACGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCGATATACGATACAAAAT
AGAAATAAAATTAGTAAGAAACGGAGAGACACGATCGGGGAATGACAAGAGGAATGGAACGGGT
TAGAGAAGGGTAAAAATACCGATGAATATTTTTATCGAGAACTCGCAAAACTCCAAGCGCGGTTTG
TATCCATTTCAAGAGTCTCGGGGACCGTCTTATAGTAAGGCATCCGTCCGACCTTTGACCTTTGCTC
GGTCCGCAATCCATATGACTAGTAGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTTCCCTAT
AGTGAGTCGTATTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGA



61

1264

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

HCBIYBLASTY blastn suitef Formating Results - 9XCAF0ASD14
F ; .
Dawpload

Blastre o

Nucleotide Sequence (379 |aters)
RID SXCIFDA2014 (Expireson 01-21 04:52am)

Query ID |d|CQuery_40303 Database Name nr
Description MNone Description Muclectide collection (nt)
Molecule type nucleic add Program BLASTNZ2.3.0+

Query Lengh 379

Graphic Summary

Distribution of 135 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
4050  [NBORED

230 350
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Descripti

Sequences producing significant alignments:

Description Masx Total Query E [dent
scaore scare cover value

$.zalar microsatellite DNA, GT-repeat 200 200 254 2047 100%

G5

S.zalar microsatellite DNA GT-repeat 195 195 28% 7045 004

(TG

S.s3lar microsatellite DNA, CAG-repeat 192 193 28% 3e45 a8y

(CAGY

Uncuttured Bacillus sp. gene for 165 rRNA,

done:40 1 187 187 26% 1e43 100%

Uncultured bacterium gene for 165 rRNA,

partial sequence, clone: CN X1-B18 R L e SRS i

Secale cereale DNA done: P9, rye

chromosome 1 R specific fagment 182 354 26% Ge42 99%

Uncuttured glomeromyeste gene for large

subunitrRNA partial s2quence, done : 174 174 28% 1239 95%

El2 3341

Cloning sactor p N} 90 mple 169 238 36% 5e38 100%

saquence

Escherichia coli pCAd plasmid 169 169 24% 5038 100%

microsatellite

Phagemid doning wector pTZ19 U, compl ete 169 238 264 538 100%

saquence

Alignments

S.salar micros atellite DNA, GT-repeat (GT)15

Sequence |D:emb|Y11447.1| Length: 313 Number of Matches: 1
R ange 1: 199 to 255

Accession

LAB139742

AB1938722
ABEE3624]

AB23023531

Score Expect ldertities Gaps Strand Frame
200 bits (102) 2e Q0 02102 100%) Q02(0%) PlusiPlus

Features:

s o SNOHII I D O e
e (i iiaiftipoatthustiytintiottorinb it g
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APENDICE B

Sequencia consenso do fragmento de DNAr 18S.
>pBh_18S_c2

GAGTCTCGTTCGTTATCGGAATTAACCAGACAAATCGTTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCA
CTATCCATTGAATCAAGAGAGAGCTATCAATCTGTCAATCCTTCCAATGTCCGGGCCTGATGAGGT
TCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGCTCCACTCCTGGTGGTGCCCTTCCGTCAATTCCTTTA
AGTTTCAGCTTTGCAACCATACTTCCCCCGGAACCCAAAAGCTTTGGTTTCCCGGAAGCTGCCCGCC
GAGTCATCGGAGGAACATCGGCGGATCGCTGGCTGGCATCGTTTATGGTTAGAACTAGGGCGGTAT
CTGATCGCCTTCGAACCTCTAACTTTCGTTCTTGATCAACTAAGACATACTTGGCAAATGCTTTCGC
TTTAGTGCGTCTTGCGACGATCCAAGAATTTCACCTCTAACGCCGCAATACGAATGCCCCCGCCTGT
CCATATTGATCATTACCTCGGGTTCCGAAAACCAACAAAATAGAACCGAGGTCCTATTCAATTATT
CCATGCACCACTATTCAGGCTGAGCTCAGCCTGCTTTGAGCACTCTAATTTGTTCAAAGTAAACGTG
CCGGCCCACCTCGACACTCAGTTAAGAGCACCGCGGCGGGATTAGATAGGCGACCGGCGGATCCC
GGGGGGGAGCTTCGGACCCGTTCCGGGTCTTACGCCCCGCCCGCCGGGCCGCGGCCGCCACCGGCA
GGACATCCCACGGCGTGCCAGTTGCACCGACAGGCGGTGAACCGACAGCGTGGGACGCAGGACCA
ACTACGAGCTTTTTAACCGCAACAACTTTAATATACGCCATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCT
GGCACCAGACTTGCCCTCCAATAGGTACTTGTTAAATGATTTAGAGTGTGCTCATTCCGATTACGGG
GCCTCGGATGAGTCCCGTATCGTTATTTTTTGTCACTACCTCCCCGTGCCGGGAGTGGGTAATGTGC
GTGCCTGCTGCCTTCCTTG
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BLAST®

Basic Local Alignment Search Tool
HCBIY BLASTY bestn sutef Formatting Resutts - AQJ0K 85016
3 - .

Qownlegd
Bt moott descrntion
18s_Bh_c2
RID X3JDKIESDLE (Expies an DE-21 D2:16 am)
Query ID  kl|Query_ 22579 Databiase Name n
Decription 1Es Bn_c2 Deéemcription  Nude=alde called ian [nl)
Mokecule type nudeicac Program BLASTN 2.2.12+

Query Length 1017

Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for aliggnment scoras
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Des cripti

Sequences producing sigrificant aigrments:

Description Max Total Cluery E Ident
score score cover value

Belosoma mmiverm 135 rbogomal RN&

ge 1t partialseque 10e 1653 1653 X% oo X%

Rarata cilie ik 135 rbosomalRNA

ge ¢, partalsequence 1605 1605 %% oo 5%

Rarats sp.QXQIl]Ssma llsonit

mosomal RNA Qe ke comp ke sequencs 1577% 150 =% ag W%

Comcidae sp. QX206 smaliswbualt

oosomal RNA Qe ke comp ke sequencs ASES ASis p e pd

SiEE $.YT-A0 135 macomal RNA 1513 1513 Py oo a%

ge |e.panralseq wice

asp.

9e | parsissaue 1o
Mobiectch e asks 155 ocomal RNA 40y T a5k oo o

MAN-19965 185 ocomal RNA,

gepmalqoe

Pe oem,rel

£p.JL-A010 185 osomal 4 4ny 1421 8% oo 2%

RNAgere, patalsquence

Le pEBspls ¢
RNA.

£p. 1JL2010 135 rbosomal aaim sram P

Beostoma flurineum 185 nbosomal RNAgene, patial sequence

Sequence ID ¢IAY2521321| Length: 1047 Numrber of hitches: 1
Farge 1: 110 1

Score Etpect  iwriiden Gapt Stand Frame

1432 1432 L% oo a%

i
i
it
iy
i

Shjct 1847 Z

E

ol 1LY B i

i

o7 {

3;" S R
k
oo 14111414 o R 11 4 1
ooy I ATy IS R RAT
o 111 AT A1 1 T

i
e 2 W LRI 2
S L L L

Sbjet 268 GTGARCCGACAGCGTOIGACGCAGARCCAA-TACGHHHHKRRTARCTGCARCARCTTTAA 211

f
S 70 TR RN
soee s HHOH AR AT g &
Soee o INCHIAHTI AR AT ™
s » TN

see o SRR TR TR A e
soee s MTHTRIRL AT T o
! i
3;"” LZ AT CRTRR RN TRN NI e
soee oo LML TR ﬁiﬂiiﬂ
iy
soee oo TR TR A, e
i SZS
[l
Soee s MBI TR TR
e o (NIRRT
It
e
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Accession

4Y252132.1
Elirzsssl
DGE107 781
Los10rrd
FJ372642.1
L53120.1
EIir2s4il
GGMO 59951

GUE034.1



