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Resumo

Os estudos referentes a citogenética de Megalopodidae € escasso, as quatro
espécies analisadas citogeneticamente mostram numero cromossémico
2n=20+X+Y. O objetivo deste trabalho foi o mapeamento de DNA repetitivo em
Agathomerus sellatus e a analise da composi¢do dessas regides. As laminas foram
coradas com Giemsa 3%. O DNA repetitivo foi obtido pela técnica de COt-1 e
marcado com digoxigenina 11-dUTP (Roche) e deteccdo por antidigoxigenina
rhodamina (Roche) para andlise de hibridac&o in situ fluorescente. Adicionalmente,
as composicfes dessas regibes foram analisadas com fluorocromos, as regidoes
centroméricas mostraram marcacdes DAPI e CMA3 positivas. Os resultados obtidos
mostraram que A. sellatus apresenta pouco DNA altamente repetitivo disperso no
genoma, sendo encontrado apenas nos Cromossomos sexuais, com isso abrindo
perspectivas para novos estudos.

Introducéao

Na ordem Coleoptera aproximadamente 3.000 espécies foram analisadas
citogeneticamente (PETITPIERRE, 1996), um numero baixo em relacdo ao nimero
de espécies presente na ordem (350.000). No entanto, somente 200 espécies de
coledpteros apresentam analises mais detalhadas em relacdo a morfologia
cromossémica, mecanismo de determinacdo sexual (GOLL et al., 2012) e anélises
com coloracao diferencial.

As espécies da subfamilia Megalopodinae analisadas citogeneticamente,
Agathomerus sellatus Germar, 1823, Agathomerus subfasciatus Germar, 1823,
Agathomerus testaceus, Klug, 1824 e Agathomerus marginatus Klug, 1924 (VIRKKI,
1983, VIDAL et al., 2018), possuem nuamero cromossdmico 2n=20+X+Y e pouco
estudo mais detalhado sobre o grupo.

O DNA repetitivo é considerado uma importante ferramenta para a estruturacao dos
cromossomos (CHARLESWORTH et al., 1994). Entre as espécies ha uma grande
variedade de DNA repetitivo (ROZEK et al.,, 2004). Essas sequencias s&o
consideradas bons marcadores citogenéticos, Uteis para o estudo da evolucdo
cromossdmica, Cromossomos supranumerarios, Cromossomos sexuais e rearranjos
cromossémicos (CABRAL-DE-MELLO, MOURA, MARTINS, 2010).

Para melhor analise do DNA repetitivo pode ser utilizado a técnica de COt-1, a qual é
utiizada para obtencdo de coépias de sequencias altamente e moderadamente
repetitiva de DNA (ZWICK et al., 1997). Esta técnica permite uma extensa analise de
DNAs repetitivos no genoma, além de compreender a variagdo da heterocromatina e
seus padrdes de distribuicdes nos cromossomos (CABRAL-DE-MELLO et al., 2013).
A técnica de COt-1 foi utilizada em varios organismos como: Peixes (BLANCO et al.,
2011), Bivalves (HU et al., 2011), Gafanhotos (BUENO; PALACIOS-GIMENEZ;
CABRAL-DE-MELLO et al.,, 2013), Plantas (WEI et al., 2005; WEIZHEN; RUI,
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GANG, 2006) e Coleoptera (CABRAL-DE-MELLO et al., 2011). Nos grupos
evidenciou que a localizagdo do DNA repetitivo € muito variavel, até mesmo entre as
espécies do mesmo agrupamento.

A utilizacdo de fluorocromos especificos ja foram utilizados para compreender a
composicdo de base em regides de heterocromatina em alguns Coleoptera, este
meétodo pode diferenciar melhor a cromatina e seus componentes (MELLO et al.,
2014). Assim, o uso da técnica de COT-1 pode demonstrar como € a distribuicdo do
DNA repetitivo em A. sellatus, com isso, futuramente poder conhecer como é a
distribuicdo no grupo Megalopodinae. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o
mapeamento de DNA repetitivo da espécie A. sellatus e a analise da composicao
dessas regides.

Material e Métodos

Individuos de Agathomerus sellatus foram coletados na cidade de Ponta Grossa —
PR. A preparacdo das laminas foi segundo o método de ALMEIDA, ZACARO e
CELLA (2000). Para a extracdo do DNA foi utilizado o protocolo de MURRAY e
THOPSON (1980), com modificacdes.

A prospeccdo de DNA repetitivo via cinética de reassociacao foi baseada na técnica
de COt-1 DNA, segundo ZWICK et al. (1997) com modificacdes. O DNA gendémico
com concentracdo final de 222 ng/uL em uma solugdo de NaCl 0,3 mol/L foi
autoclavado (121°C, 1,034 x 10° Pa) por 2 minutos e 30 segundos para obter
fragmentos entre 100 e 1500 pb. Depois desnaturado a 95°C por 10 min e colocado
a 65°C para re-anelamento por 25 minutos, e posteriormente tratado com nuclease
S1 (Promega) com 1U a 37 °C por 8 minutos. Os fragmentos de DNA obtidos foram
usados como sondas para hibridizacdo fluorescente in situ (FISH). A FISH foi
realizada a partir do produto de COt-1 com marcacéo fluorescente por meio da DOP-
PCR utilizando o primer 6MW (5° CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG3’) (TELENIUS
et al.,, 1992) empregando-se digoxigenina 11-dUTP (Roche) e a detecgcéo por
antidigoxigenina rhodamina (Roche).

A técnica de FISH foi realizado segundo PINKEL et al. (1986). A técnica de
fluorocromos foi segundo SCHWEIZER et al. (1983). As melhores mitoses e
meioses foram fotografas em um microscépio de epiflurescéncia Olympus BX41. As
imagens foram capturadas com uma camera Olympus DP-71 12 megapixels no
programa DP controller.

Resultados e Discusséo

Agathomerus sellatus apresenta 2n= 22 cromossomos e numero haploide igual a 11.
O mecanismo de determinacdo sexual é X+y, sendo assinapticos na meiose |
(Figuras 1B — 1D). Os cromossomos sexuais apresentam tamanho e morfologia
semelhante aos autossomos. Estes dados estdo de acordo com a descricao
realizada por VIRKKI (1983) e VIDAL et al. (2018).

Para a realizagdo da técnica COt-1 foi necessario realizar a padronizagdo do
protocolo devido a pequena quantidade de DNA repetitivo no genoma de A. sellatus.
As variagOes foram no tempo da autoclave, tempo para re-anelamento do DNA e na
guantidade da enzima nuclease S1. Foram realizados varios testes até chegar ao
melhor procedimento, para realizar estas mudancas foi necesséario revisar o
protocolo original de COt-1 proposto por Zwick et al. (1997). Os fragmentos de DNA
obtido na autoclave variaram entre 1500bp a 300bp, posteriormente, o DNA
submetido a endunuclease S1 resultou em fragmentos de 300bp a 100bp. Este DNA
repetitivo foi usado como sonda para mapeamento cromossémico.
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A andlise de células meioticas de A. sellatus submetidas a FISH com sondas de
DNA repetitivo mostrou marcagdes em dois cromossomos. Acredita-se que estes
cromossomos marcados possivelmente sejam 0s cromossomos sexuais (X e Y)
(Figuras 1E e 1F), devido ao fato de serem 0s menores cromossomos do
complemento. A pequena quantidade de DNA repetitivo no genoma, restrito aos
Cromossomos sexuais é muito interessante e abre caminho para novas analises e
perspectiva de estudo.

A analise com fluorocromos mostrou que as regides hibridadas com o DNA repetitivo
nao contem regides ricas somente em GC ou AT, ndo havendo marcacoes
evidentes. Além disso, as regides centroméricas mostraram marcagbes DAPI e
CMA3 positivas (Figuras 1G e 1H). A hibridacdo cruzada com a sonda COt-1na
espécie relacionada A. subfasciatus ndo mostrou marcacdes evidente.
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Figura 1: A. Individuo macho de Agathomerus sellatus, vista dorsal. B. metafase espermatogonial
com 2n=22. C. metafases | com 2n=10ll+X+y. D. metéafases Il, com n=11; E. - F. células meiéticas
submetidas a FISH com sonda de DNA repetitivo (Cot-1) (vermelho). G. — H. Células submetidas a
coloragdo com fluorocromos CMA3/DA/DAPI. Setas pretas = cromossomos sexuais. Setas
brancas marcacdo CMA3/DA/DAPI.Fig. Escala em A.: 2mm. Escala em B. — H.: 10 pm.

Concluséo

Os dados obtidos mostram pouca quantidade de DNA repetitivo no genoma de A.
sellatus, sendo presente apenas nos cromossomos sexuais. Além disso, esse DNA
nao € rico em uma determinada composicao. Diferente da regido centromérica dos
autossomos que mostrou marcacao positiva para ambos os fluorocromos.
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