> °
/\ XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
L V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

¥

ANALISE CITOGENETICA EM ESPECIES DO GENERO ALAGOASA
(COLEOPTERA, CHRYSOMELIDAE, ALTICINAE)

Raylen Pereira de Ramos (UEPG), Jhon Alex Dziechciarz Vidal, Mara Cristina de
Almeida, e-mail: almeidamara@uol.com.br
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Departamento de Biologia Molecular,
Estrutural e Genética

Ciéncias Bioldgicas, Genética.
Palavras-chave: meiose, numero diploide, cariétipo.

Resumo

Os estudos citogenéticos mostram grande variagdo no numero diploide e nos tipos
de determinacdo sexual em Alticinae. Nesse grupo 0S Cromossomos sexuais
possuem um comportamento com inumeras irregularidades no emparelhamento, na
orientacdo e na segregacdo. Além disso, podem ter tamanhos e morfologia
diferentes em espécies relacionadas, sugerindo uma formacgéo recente e ainda néo
estabelecida. O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo cromossOmica, a
distribuicdo e o mapeamento das regides repetitivas (rDNAs) em duas espécies do
género Alagoasa (Alticinae). As preparacgdes citologicas foram realizadas a partir da
retirada e maceracao das génadas de adultos e coradas com Giemsa 3%. Os genes
ribossomais foram localizados por hibridacéo in situ fluorescente (FISH), utilizando
sondas de rDNA 18S e 5S. As espécies estudadas possuem nimero cromossémico
2n=20=22+X+y, cromossomos sexuais X e y grandes e assinapticos. Os rDNA 18S
e 5S sao sinténicos e colocalizados para A. coccineloide e para A. florigera.

Introducao

A familia Chrysomelidae agrupa 15 subfamilias (COSTA et al., 1988; GILLOT, 1995,
LINGAFELTER, 2001). Dentre essas, a subfamilia Alticinae possui 0 maior nimero
de espécies na Regidao Neotropical (BORROR & DelLONG, 1988). De todas as
40.000 espécies de Chrysomelidae identificadas taxonomicamente,
aproximadamente 290 espécies de Alticinae foram analisadas sob o ponto de vista
citogenético (SMITH & VIRKKI, 1978; PETITPIERRE et al., 1988) e destas, apenas
56 sdo encontradas no Brasil (SMITH & VIRKKI, 1978). Nos Alticinae existe uma
grande variacdo no numero diploide e nos tipos de determinacdo sexual, por
exemplo, Homoschema latitarsum possui 2n = 6 (2ll+neoXY), e por outro lado,
Disonycha bicarinata possui 2n = 64 (3011+X1Y+X2X3) (VIRKKI, 1988).

Os representantes Alticinae apresentam o0 comportamento dos Cromossomos
sexuais com inumeras irregularidades no emparelhamento, na orientacdo e na
segregacdo e podem ter tamanhos e morfologia diferentes em espécies
relacionadas, sugerindo uma formacao recente e ainda nao estabelecidas (VIRKKI,
1964). Nas espécies Neotropicais, 0S Cromossomos sexuais sao muito maiores em
relacdo aos das outras espécies, principalmente na tribo Oedionychini (VIRKKI,
1968), na qual esses cromossomos Sao assinapticos e possuem uma orientacao
atipica, porém com segregacao regular.

Schneider et al. (2007) observaram por meio de uma revisdo que a maioria das
espécies de Coleoptera, possuem as Regides Organizadoras de Nuclélolo (RON)
NOS Cromossomos autossémicos; com isso, inferem que essa localizagdo em um par
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autossOmico representa uma condi¢cdo ancestral para essa ordem (Schneider et al.,
2007; Cabral-de-Melo; Moura; Martins, 2010, 2011).

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo cromossGmica e o0
mapeamento das regifes repetitivas (rDNAs) em duas espécies do género
Alagoasa.

Material e Métodos

No presente trabalho foram utilizados individuos adultos de duas espécies do género
Alagoasa, sendo dois individuos de Alagoasa coccineloide e quatro de Alagoasa
florigera, que se encontravam armazenados no laboratorio de Genética e Evolugéo
da Instituicdo. Para o estudo dos cromossomos foram obtidas células a partir de
testiculos desses individuos segundo ALMEIDA, et al. (2000). Os genes de rDNA
foram localizados por hibridacéo in situ fluorescente (FISH), segundo PINKEL et al.
(1986), utilizando uma sonda de rDNA 18S e 5S, descrita para Omophoita
octoguttata (Coleoptera). As sondas foram marcadas por meio de uma reacao de
PCR empregando-se a adenina biotinilada (16 dUTP-biotin-Roche), com posterior
deteccdo pela streptavidina Alexa-fluor (Molecular Probes) para o gene 18S e
digoxigenina 11-dUTP (Roche) e deteccao por antidigoxigenina rhodamina (Roche)
para o gene 5S. Os cromossomos foram contracorados com DAPI montado em uma
solucéo anti-fade.

Resultados e Discusséo

O estudo de células metafasicas | evidenciou 2n=22=20+X+y e a férmula meidtica
2n=10I1+X+y, para ambas as espécies estudadas. Na metafase | de A. coccineloide
(Figura 1A, 1B e 1C) e de A. florigera (Figura 2A, 2B e 2C) observou-se
cromossomos sexuais X e Yy gigantes, sendo o X metacéntrico e 0 Yy
submetacéntrico. Os cromossomos sexuais em A. coccineloide apresentam
orientacdo sintélica e em A. florigera a orientacdo é anfilética. Além disso, nas duas
espécies estudadas estes cromossomos sao assinapticos durante toda a fase da
meiose e apresentam dois bivalentes com segregacdo precoce. No entanto, a
segregacao de todos os cromossomos é regular. Os resultados encontrados estéo
de acordo com os descritos anteriormente por VIRKKI (1964, 1968, 1988) para
outras espécies do género.

As células meioticas de A. coccineloide submetidas a hibridacao in situ fluorescente
com sondas de rDNA 18s e 5S mostraram marcacdes em um bivalente autossémico
e a sobreposicdo das imagens evidenciou que 0s cistrons ribossomais sao
sinténicos e colocalizados (Figuras 1D, 1E e 1F). As células meidticas de A. florigera
evidenciaram marcacdo em trés bivalentes autossémicos em metéafases | (Figuras
2D e 2E) e a sobreposicdo das imagens mostra que 0s cistrons sdo sinténicos e
colocalizados (Figuras 2F).

Os trabalhos realizados em Alticinae evidenciam diferentes resultados para a
localizacdo do gene 5S, segundo Gillespie et al. (2006) a dispersdo do mesmo tem
sido relacionada com elementos transponiveis em varios organismos. A localizacéo
dos cinstrons ribossomais nos cromossomos autossémicos estdo de acordo com a
descricdo da literatura apresentada anteriormente.
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Figura 1 — Células meiodticas de Alagoasa coccineloide com coloracdo Giemsa (A-C). A. metafase
espermatogonial com 2n=22= 20+X+y. B. metafase | com 2n=10ll+X+y. C. metafase I, com
n=10+y. D., E., F. Metadase | submetida a FISH com sondas de rDNA 18S (verde) e 5S
(vermelho), setas=sitio de hibridagdo. Barra=10 pum.
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Figura 2 — Células meidticas de Alagoasa florigera com coloragcdo Giemsa (A-C). A. metafase
espermatogonial com 2n=22=20+X+y. B. metafase | com 2n=10II+X+y. C. metéafase Il, com
n=10+y. Metafasse | submetida FISH com sondas de rDNA 18S (verde) e 5S (vermelho),
setas=sitio de hibridacdo. Barra=10 pm.

Concluséo

Os dados citogenéticos obtidos para Alagoasa coccineloide e para Alagoasa
florigera mostram o ndmero diploide 2n=22=20+X+y e a foérmula meibtica
2n=10I1+X+y; o sistema de determinacdo sexual é X e y, sendo 0 X metacéntrico e o
y submetacéntrico, e estes sdo assinapticos durante toda a fase da meiose.

A FISH mostrou marcacbes em um par de cromossomos autossémicos em A.
coccineloide e em trés pares de A. florigera.
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