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Resumo

Os Megalopodidae sédo considerados um taxon primitivo dentro da superfamilia
Chrysomeloidea, por apresentarem algumas caracteristicas que os assemelham aos
Cerambycidae. Esta familia possui 28 géneros e 512 espécies. Citogeneticamente
0s Megalopodidae s&o poucos estudados, apenas algumas espécies de
Agathomerus foram analisadas. Este trabalho buscou caracterizar citogeneticamente
trés espécies de Megalopodidae, como numero cromossdmico, determinacéo
sexual, regibes heterocrométicas e localizacdo de genes ribossomais (rDNA) 5s e
18s. Para analise citologica as gbnadas foram maceras e coradas com Giemsa 3%,
os cromossomos foram submetidos a técnica de obtencdo de regibes
hetecromaticas (bandas C), a localizacdo dos genes de rDNA foi por meio da
hibridacdo in situ fluorescente (FISH). As espécies estudadas possuem numero
cromossOmico 2n= 20+X+y, as marcacfes de banda C foram prevalentes na regiao
pericentromeéricas, e em alguns cromossomos em dire¢cdo ao braco curto, os genes
rDNA 5s e 18s foram sinténicos e colocalizados.

Introducéo

Megalopodidae compreende 28 géneros e 512 espécies (RODRIGUEZ-MIRON;
ZARAGOZA-CABALLERO, 2017) agrupando 3 subfamilias, Palophaginae,
Zeugophorinae e Megalopodinae (CHABOO; FLOWERS, 2015). Estas espécies
apresentam algumas caracteristicas que o0s assemelham ao grupo dos
Cerambycidae sendo considerados um taxon primitivo dentro da superfamilia
Chrysomeloidea, uma das caracteristicas mais marcante é o 6rgdo estridulatorio
mesotonal (SEKERKA; VIVES, 2013).

As espécies de Megalopodidae se alimentam de diversas plantas, podendo causar
sérios danos, por se alimentarem da seiva, inclusive de espécies cultivadas (AN,
2015; CHABOO; FLOWERS, 2015; PETITPIERRE, 1988; WEBSTER; LESAGE;
DEMERCHANT, 2012).

A familia do presente estudo é Megalopodinae, eles vivem normalmente em
arbustos, voam durante o horario mais quente do dia e se alimentam de diversas
plantas, principalmente Solanaceae (JOLIVET; PETITPIERRE; HSIAO, 1988).

De 1.500.000 animais descritos mundialmente, 80% s&o insetos e apenas 1% foram
descritos citogeneticamente (OKUTANER et al., 2011). Da mesma maneira poucas
espécies da ordem Coleoptera foram analisadas citogeneticamente,
aproximadamente 3.000 espécies (PETITPIERRE, 1996).
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Os estudos realizados em Megalopodidae correspondem apenas a descricdo do
namero cromossdémico, sendo que a maioria apresenta 2n=20+X+y, sendo A.
sellatus, A. subfasciatus e A. testaceus (JOLIVET; PETITPIERRE, 1988; VIRKKI,
1983).

O objetivo deste trabalho foi analisar citogeneticamente espécies de Megalopodidae
por meio da andlise convencional e molecular. Desta forma, contribuir para a
resolucao taxondémica e relacéo evolutiva do grupo.

L

Material e Métodos

No presente projeto foram realizadas coletas na regido de Ponta Grossa — PR
(25703'20”S 50°14°24”W, 907m) manualmente com o auxilio de rede entomoldgica.
Espécimes foram enviados ao Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo —
MZUSP para identificagdo taxonomica.

A preparacdo das laminas foi realizada segundo ALMEIDA, ZACARO e CELLA
(2000). A técnica para obtencdo da banda C, foi realizada segundo SUMMER
(1972), com algumas modificacdes.

Os genes de rDNA 5S e 18S foram mapeados por hibridacdo in situ fluorescente
(FISH), segundo PINKEL et al. (1986), utilizando sondas descritas para Omophoita
octoguttata (Coleoptera). As sondas foram marcadas por PCR empregando-se
digoxigenina 11-dUTP (Roche) e deteccédo por antidigoxigenina rhodamina (Roche)
para 0 gene 5S e a adenina biotinilada (16 dUTP-biotin-Roche), com posterior
deteccdo pela streptavidina Alexa-fluor (Molecular Probes) para o gene 18S. Os
cromossomos foram contracorados com DAPI montado em uma solugdo anti-fade.
As melhores células foram fotografas em um microscépio de epifluorescéncia
Olympus BX41. As imagens foram capturadas com uma camera Olympus DP-71 12
megapixels no programa DP controller.

Resultados e Discussao

Durante as coletas foram encontrados um total de 52 espécimes de coledpteros
pertencentes a familia Megalopodidae e subfamilia Megalopodinae, com a
ocorréncia de 5 espécies, Agathomerus subfasciatus (Germar, 1823), Mastosthethus
multinotatus (Pic, 1917), Agathomerus flavomaculatus (Klug, 2004), Agathomerus
marginatus (Klug 1824) e Agathomerus sellatus (Germar, 1823).

As trés espécies analisadas A. sellatus, A. subfasciatus e A. marginatus, possuem
2n=22 cromossomos e numero haploide igual a 11. O mecanismo cromossémico de
determinacao sexual € do tipo Xy, sendo assinapticos na meiose | (Figura 1, A., B. e
C.). Estes dados estdo de acordo com aqueles descritos por VIRKKI (1983).

A técnica de obtencdo de bandas mostrou a presenca de heterocromatina
pericentromérica para a maioria dos cromossomos em A. sellatus e A. marginatus
(Figura 1, D. e F.). Alguns cromossomos de A. sellatus mostram a presenca de
heterocromatina em regifes pericentroméricas e que se estendem em direcdo ao
braco curto (Figura 1, F). A visualizacdo das bandas C é dificil devido ao pequeno
tamanho dos cromossomos e além disso, estas espécies ndo apresentam grandes
guantidades de heterocromatina.

A heterocromatina em Coleoptera normalmente € encontrada em regides
pericentroméricas, porém em algumas espécies sdo encontradas na regiao
intersticial e/ou telomérica (ALMEIDA; ZACARO; CELLA, 2000), sendo menos
frequentes nestas regides (BIONE et al., 2005).
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A andlise de células meidticas de A. marginatus e A. sellatus submetidas a FISH
com sondas de rDNA 5S e 18S mostrou marcagcdes em apenas um par
cromossOmico, sendo estas sinténicas e colocalizadas. Nao foi possivel identificar
qual par cromossomico devido ao pequeno tamanho dos cromossomos e por néo
apresentarem uma morfologia distinta entre eles (Figura 1, G., H. e I). O padréo de
um par portador dos cistrons de rDNA 5S e 45S é considerado ancestral para
Coleoptera (Schneider et al., 2007; Cabral-de-Melo; Moura; Martins, 2010, 2011).

A FISH tem se mostrado uma Otima ferramenta para mapeamento de genes
ribossomais em diversas espécies (ALMEIDA et al., 2010) gerando grande
informacdo para estudos de evolugdo cariotipica e da estrutura molecular dos
cromossomos (PETITPIERRE, 1996).

Figura 1: Células meiéticas de A. marginatus com coloracdo Giemsa (A. e B.), A. sellatus (C) e A.
subfasciatus (D). Células submetidas a técnica para obtencdo de banda C, A. marginatus (E),
A. sellatus (F), e a hibridizag&o in situ fluorescente com sondas de DNAr 5S (vermelho) e 18S
(verde) (G., H. e l.), setas (C) = cromossomos sexuais assinapticos, setas (E. e F.) = regibes
de heterocromatina pericentromérica, cabeca de seta (F) = heterocromatina no brago curto,
setas (G., H. e I.) mostram sitio de hibridizac&o.

Conclusodes

Os dados citogenéticos obtidos mostram numero cromossémico 2n=20+X+y,
sistema cromossémico X+y, sendo assinapticos na meiose |. O padrdao de
heterocromatina obtido para as espécies € pericentromérico, além disso, as
espécies ndo possuem grande quantidade de heterocromatina. A hibridac&o in situ
fluorescente (FISH) mostrou marcacdes em apenas um par cromossémico para
ambas as espécies, portanto, apresentam caracteristicas evolutivas basais.
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