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Resumo

As espécies de Chrysomelini estudadas citogeneticamente mostraram numeros
diploides e sistemas de determinacao do sexo variados. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar citogeneticamente espécies de Doryphorina. As preparacdes foram a
partir de testiculo de adultos e analisadas com coloracdo convencional e hibridacéo
in situ fluorescente (FISH). Analise de células meidticas de Cosmograma fulvocincta
mostrou 2n= 25, cromossomos metacéntricos e sistema X0. A analise meidtica da
Sp 1 mostrou 2n=22, e sistema XY, com a maioria dos cromossomos metacéntricos.
O estudo de C. pollispila evidenciou n= 11, possivelmente sendo 2n=22. O estudo de
células mitéticas de Platyphora fasciatomaculata mostrou 2n=28 e 2 cromossomos
sexuais, com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. A FISH mostrou um
par portador do cistron 45S e apenas um sitio com o cluster de 5S em um dos
bivalentes autossémico. Estes dados estdo de acordo com aqueles descritos na
literatura.

Introducéo

Os coleo6pteros pertencem a um grupo muito diverso, o qual agrupa a subordem
Polyphaga, da qual faz parte a familia Chrysomelidae (GULLAN; CRANSTON,
2008). Algumas espécies da subtribo Doryphorina apresentam um comportamento
de cuidado parental onde as fémeas cuidam dos ovos e larvas, esse fendbmeno ja foi
observado e descrito em pelo menos nove espécies (WINDSOR et. al.,, 2013).
Algumas espécies podem apresentar um chifre esternal que pode ser usado em
disputas por alimento (EBERHARD, 1981).

Apesar do grande numero de espécies descritas na ordem Coleoptera h4 uma
escassez de estudos citogenéticos destes, sendo que pouco mais de 3.000 espécies
foram estudadas, 0 que representa cerca de 1% de todas as espécies
(PETTIPIERRE, 1996). Estudos citogenéticos em Chrysomelinae mostram uma
grande variacao do numero diploide, variando de 2n= 12 até 2n=50, e no sistema de
determinacdo sexual, podendo ser encontrados o0s sistemas Xyp ou XYp,
(PETITPIERRE, 2011). Em Doryphorina, também ocorre essa variagdo do numero
diploide e do sistema de determinacdo sexual, sendo encontrado os sistemas Xyp,
X0 ou neoXY, porém, o mais frequente é o sistema X0 (PETITPIERRE, 2011).
Segundo White (1978) a andlise da variagdo do numero cromossémico permite
compreender possiveis processos de especiacao e definir marcos evolutivo.

Estudos citogenéticos dos individuos pertencentes a essa subtribo se mostram
importantes para contribuir com a taxonomia do grupo, com a descricdo da
variabilidade presente. Desta forma, levando a um maior conhecimento do grupo, da
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sua relacéo evolutiva e das diferenciacdes que ocorreram no processo evolutivo das
espécies. Nesse sentido, o objetivo foi caracterizar citogeneticamente algumas
espécies da subtribo Doryphorina e investigar os mecanismos de determinacao
sexual presente neste grupo.

Material e Métodos

Os individuos de Doryphorina foram coletados em Ponta Grossa, Estado do Parana
(S 25°07°10” W 49°56°24”) por meio de puca. As preparacdes citogenéticas foram
obtidas seguindo a metodologia proposta por ALMEIDA, ZACARO e CELLA (2000).
Para preparacdo mitética o 6rgéo foi precessado conforme a metodologia de WEBB
(1978). As preparacdes foram coradas com solugdo de Giemsa (3%), durante 12
minutos. Para o mapeamento dos cistrons 45S e 5S foi utilizada a hibridacao in situ
fluorescente (FISH), descrita por PINKEL et al. (1986). As sondas foram marcadas
por 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 deteccdo por antidigoxigenina rhodamina
(Roche) para o gene 5S. Os cromossomos foram contracorados com DAPI montado
em uma solucao anti-fade.

As melhores células mitéticas e meidticas foram fotografadas em um microscopio
de epifluorescéncia Olympus BX41, com objetiva 100 de imersao, utilizado filtros
especificos e o software de DP controller.

Resultados e Discussao

Os animais da subtribo Doryphorina coletados para esse estudo foram

capturados usando pucd, no distrito de Itaiacoca no municipio de Ponta Grossa. No
periodo foram coletados 70 individuos, entre machos e fémeas, sendo estes
agrupados em 6 espécies (Cosmogramma fulvocincta, Caligrapha pollispila,
Isostilodes bisbilineata, Platyphora vinula, Platyphora fasciatomaculata e espécie 1).
No entanto, as espécies Cosmogramma fulvocincta, Caligrapha pollispila, Platyphora
fasciatomaculata e spl., responderam as analises citogenéticas.
Analise de células mitéticas e meidticas de C. fulvocincta mostrou a ocorréncia do
namero diploide igual a 25, com cromossomos metacéntricos. O sistema de
determinacdo sexual é do tipo X0, e em metafases Il, foi possivel observar células
com n= 12 e células com n=13, comprovando o sistema X0 e a segregacao correta
dos cromossomos (Figuras 1A, 1B e 1C). A analise de células mitéticas e meibticas
da Espécie 1 (sp 1) mostrou 2n=22, sendo 20 cromossomos autossémicos e dois
cromossomos sexuais XY, com a maioria dos cromossomos metacéntricos. Além
disso, em metafases Il observou-se n=11, mostrando segregacao correta (Figuras
1D e 1E). O estudo de C. pollispila evidenciou em metéfases Il n= 11 cromossomos,
possivelmente sendo 2n=22 (Figura 1F). Estes dados, de niumero cromossdémico e
sistema de determinacdo sexual, estdo de acordo com aqueles descritos na
literatura para espécies do mesmo género ou relacionadas.
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Figura 1. Células gaméticas de espécies de Doryphorini. A. Metafase mitética de Cosmogramma
fulvocincta com 2n=25=24+X0. B. Metéafase | de C. fulvocincta com 2n=12II+X0. C. Metafases Il
de C. fulvocincta com n= 12 e n=13. D. Metafase mitética da spl com 2n=22. E. Metafase Il da
spl com 2n=11. F. Metafase Il de Calligrapha pollispila com n=11.

O estudo de metéfases espermatogoniais de P. fasciatomaculata mostrou o
namero diploide igual a 28 cromossomos, sendo 26 autoSsomos e 2 cromossomos
sexuais, a morfologia cromoss6mica € metacéntrica e submetacéntrica (Figura 2).
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Figura 2 — Células mitéticas espermatogoniais de individuos machos de Platyphora fasciatomaculata
coradas convencionalmente com Giemsa, mostrando 2n= 26+Xy.

A FISH com sondas de rDNA 18S e 5S mostrou um par de cromossomos
portadores do cistron 45S (Figura 3A) e apenas um sitio de um cluster de 5S em um
dos cromossomos do bivalente autossémico (Figura 3B).

Os dados obtidos para as espécies analisadas em relacdo ao numero diploide
e sistema de determinacdo sexual estdo de acordo com aqueles descritos na
literatura para espécies do mesmo género ou relacionadas. O padrao de um par
portador dos cistrons de rDNA 45S e 5S é considerado ancestral para Coleoptera
(Schneider et al., 2007; Cabral-de-Melo; Moura; Martins, 2010, 2011). A evolucao
cromossbmica nas espécies de Chrysomelidae, em geral, tem ocorrido,
principalmente, por fissdes e fusdes céntricas e inversdes pericéntricas (VIRKKI,
1984; PETITPIERRE, 1988). O numero dipléide maior que 24, em muitas subfamilias
éconsiderada uma caracteristica derivada (PETITPIERRE, 1988).

Figura 3 — Células meiédticas de Platyphora fasciatomaculata submetidas a FISH com sondas de
rDNA 18S (A.) e 5S (B.), mostrando sinais de hibridacdo (setas).
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Concluséao

Os numeros diploides, o sistema de determinacdo sexual e um par portador
dos genes de rDNA estdo de acordo com o que ja foi descrito na literatura.
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